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RESUMO

EFEITOS CENTRAIS DA CUMARINA (1,2-BENZOPIRONA): ESTUDO
COMPORTAMENTAL E NEUROQUIMICO EM CORTEX PRE-FRONTAL E
HIPOCAMPO DE CAMUNDONGOS. Elaine Cristina Pereira Lucetti. Orientadora: Prof®.
Dr?. Silvania Maria Mendes Vasconcelos. Dissertacdo de Mestrado. Curso de Pés-graduagdo
em Farmacologia, Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de Medicina,

Universidade Federal do Ceara, 2010.

A cumarina (1,2-benzopirona) é um composto aromdtico encontrado em vdrias espécies
vegetais. Este trabalho objetivou avaliar as a¢des da cumarina em modelos comportamentais
de ansiedade, depressdo e sedagdo, tais como, campo aberto, rota rod, labirinto em cruz
elevado (LCE), placa perfurada e suspensdo da cauda, procurando esclarecer os mecanismos
através de doseamento de aminodcidos em cortex pré-frontal e hipocampo de camundongos
através de HPLC (High Perfomance Liquid Chomatography). Foram utilizados camundongos
albinos, variedade Swiss Webster, adultos, machos, pesando entre 25-30 g, provenientes do
Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC. A cumarina (CUM) foi
administrada de forma aguda por via intraperitoneal nas doses de 5, 20 ou 40 mg/kg. Os
resultados mostram que a CUM, em todas as doses utilizadas, diminuiu a atividade
locomotora, o nimero de rearing e grooming no teste do campo aberto, sugerindo uma
possivel acdo sedativa. No rota rod ndo alterou a coordenagdo motora ou causou déficit
muscular nos animais, sugerindo que seus efeitos ndo se devem ao bloqueio neuromuscular
periférico. No LCE e no teste da placa perfurada, a cumarina mostrou seu efeito ansiogénico,
pois reduziu todos os parametros analisados no LCE, como o numero de entradas nos bragos
abertos (NEBA), percentagem de entrada nos bragos abertos (PEBA), Tempo de permanéncia
nos bracos abertos (TPBA) e percentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos
(PTBA), assim como o nimero de head dips na placa perfurada. Ainda com o intuito de
esclarecer as alteragdes ocorridas na atividade locomotora dos animais, foi administrada a
levodopa + carbidopa (L-DOPA), que levou a um pequeno aumento na atividade locomotora,
em relacdo ao grupo da CUM. Quando associada ao haloperidol (HALO) - antagonista
dopaminérgico, o efeito da L-DOPA foi revertido. HALO + CUM causou uma maior
interferéncia na locomoc¢do, como um efeito sinérgico. A cumarina nao apresentou efeito
antidepressivo no teste da suspensdo da cauda, pois aumentou o tempo de imobilidade dos
animais. A imipramina (antidepressivo) diminuiu este parametro. No doseamento de
aminodcidos neurotransmissores houve aumento nos niveis de GABA no cortex pré-frontal,
de maneira semelhante ao diazepam, podendo explicar em parte a diminuicdo da atividade
locomotora. Também aumentaram glutamato, glicina e taurina no grupo tratado com 20
mg/kg de cumarina. No hipocampo os niveis de glutamato foram significativamente
reduzidos. Estas acdes podem estar ligadas ao aumento ou diminui¢do nos niveis de
aminodcidos excitatdrios e inibitérios e envolvimento dopaminérgico. O efeito ansiogénico da
cumarina parece envolver a participacao da dopamina sobre o estriado. O aumento dos niveis
de taurina leva a um balanco nos niveis de glutamato, o que pode explicar o efeito
ansiogénico e possivelmente neuroprotetor da cumarina. A cumarina demonstrou agdo
sedativa e ansiogénica sobre o SNC provavelmente devido atuacdo como antagonista
dopaminérgico. Esse mecanismo pode ter sido modulado pelos sistemas gabaérgico e,
principalmente, glutamatérgico no cértex pré-frontal.

Palavras-chave: Cumarina. Aminoacidos. Sistema Nervoso Central.



ABSTRACT

Central effects of Coumarin (1,2-benzopyrone): behavioral and neurochemical study in
mice prefrontal cortex and hippocampus. ELAINE CRISTINA PEREIRA LUCETTI.
Supervisor: Prof. Dr. Silvania Maria Mendes Vasconcelos. Master Dissertation.
Program of Post-graduation in Pharmacology. Department of Physiology and
Pharmacology, UFC, 2010.

Coumarin (1,2-benzopyrone) is an aromatic compound found in many plant species. This
study proposed to evaluate the coumarin actions in behavioral models of anxiety, depression
and sedation activity, such as the open field, rota rod, elevated plus maze (EPM), hole board
and tail suspension, still looking to clarify mechanisms by which this compound acts, through
amino acids determination studies in mice prefrontal cortex and hippocampus by HPLC (High
Performance Liquid Chomatography). The coumarin (CUM) was administered acutely in all
tests, at doses of 5, 20 or 40 mg/kg, by intraperitoneal route. The results show that CUM, in
all used doses, decreased the locomotor activity, the number of rearing and grooming in open
field test, suggesting a possible sedative action. In the rota rod the coumarin did not alter the
motor coordination or caused muscular deficit in animals. This suggests that the depressant
effect of coumarin should not be exercised by peripheral neuromuscular blockade, but
possibly the effects must involve neurons that control the central depressive activity. In the
EPM and hole board test, coumarin proved its anxiogenic effect, as it reduced all examined
parameters in the EPM, as NEOA, PEOA, TPOA and PTOA, as well as the number of head
dips in the hole board. This opposite effect to diazepam was not reversed by flumazenil
(benzodiazepine antagonist). This suggests that coumarin does not act in a similar manner to
benzodiazepines. Still aiming to clarify the changes in animals locomotor activity, it was
administered levodope + carbidope (L-DOPA), which led to a small increase in the locomotor
activity, compared to CUM group. When associated to haloperidol (HALO) - dopaminergic
antagonist, L-DOPA had its effects reversed. HALO + CUM caused greater interference in
locomotion, as a synergic effect. The coumarin did not show antidepressant effect in the tail
suspension test, because it increased the immobility time of animals. Imipramine
(antidepressant) decreased this parameter. In the determination of amino acids
neurotransmitters it was observed an increase in the GABA levels in the prefrontal cortex,
similar to diazepam, which may partly explain the decrease in locomotor activity. The levels
of glutamate, glycine and taurine also increased in the group treated with coumarin 20 mg/kg.
In the hippocampus, significant changes occurred in levels of glutamate, which were reduced.
It follows, therefore, that the CUM has sedative, anxiogenic and depressant activities. These
actions can be linked to an increase or decrease of excitatory and inhibitory amino acids levels
and dopaminergic involvement. The anxiogenic effect of coumarin seems to involve the
dopamine participation on striatum. Increased levels of taurine leads to a balance in the
glutamate levels, which may explain the anxiogenic effect and possible neuroprotective of
coumarin. The coumarin demonstrate sedative and anxiogenic action in CNS probably caused
by dopaminergic antagonism modulated by gabaergic system, mainly glutamatergic in the
prefrontal cortex.

Keywords: Coumarin. Amino acids. Central nervous system.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas do sistema nervoso central: ansiedade e depressao

Os dados da Organizacao Mundial de Saide (WHO, 2001) t€ém demonstrado que
cerca de 450 milhdes de pessoas sofrem de transtornos mentais ou comportamentais. A
prevaléncia de ansiedade tem aumentado nos tultimos anos (ANDREWS er al., 2000) e
transtornos depressivos sdo comuns e muitas vezes incapacitantes (PAN et al., 2005).
Portanto, a busca por novos compostos como alternativas terapéuticas para tais distirbios t€m
progredido constantemente (IRIE er al., 2004).

A ansiedade é um estado emocional com componentes psicoldgicos e fisioldgicos,
que faz parte do espectro normal das experiéncias humanas, sendo propulsora do
desempenho. Ela passa a ser patologica quando é desproporcional a situacdo que a
desencadeia, ou quando ndo existe um objeto especifico ao qual se direcione (ANDRADE,;
GORENSTEIN, 1998). Os transtornos de ansiedade estdo entre os transtornos psiquidtricos
mais freqiientes na populacdo geral. Além de serem muito freqiientes, os sintomas ansiosos
estdo entre os mais comuns, podendo ser encontrados em qualquer pessoa em determinados
periodos de sua existéncia.

Em termos bioldgicos, a ansiedade induz a uma forma particular de inibi¢cdo
comportamental, que ocorre em resposta aos eventos ambientais que s3o novos, ndo
recompensadores (em condi¢des em que a recompensa € esperada) ou a puni¢do. Em animais,
esta inibicdo comportamental pode tomar a forma de imobilidade ou de supressdo de uma
resposta comportamental, tal como pressionar uma alavanca para obter comida (RANG;
DALE, 2007).

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

Em psiquiatria, o termo depressdo € utilizado para designar um transtorno de
humor, uma sindrome em que a principal queixa de alteracdes exibidas pelo paciente é o
humor depressivo e as vezes irritdvel durante a maior parte do dia. Ha uma lentificacao das

funcdes psiquicas e da motricidade do individuo, além do prejuizo na capacidade de atencdo e
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concentracdo. A depressdo é muito mais profunda do que a tristeza. Estdo
presentes pensamentos constantes de cunho negativo, sentimento de culpa e sensagdo de
inutilidade, diminuicdo do prazer e do animo para atividades cotidianas e de lazer e perda da
capacidade de planejamento para o futuro (ASSUNCAO; GUIMARAES; SCIVOLETTO,
1998; CORREA, 1995). Em qualquer momento particular, cerca de 5-6% da populagio
apresenta depressdo (prevaléncia de ponto), e estima-se que 10% das pessoas podem vir a
sofrer depressao durante a sua vida (prevaléncia em toda a vida) (KATZUNG, 2007).

Em animais, ndo hd condi¢do conhecida que corresponda a condicdo inata da
depressdo em seres humanos, mas hd varios procedimentos descritos que produzem em
animais estados comportamentais (retirada da interacdo social, perda de apetite, atividade
motora reduzida, estresse, situacdes inescapaveis, entre outros), que mimetizam sintomas da
depressd@ao humana (PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1987).

Virias sdo as teorias para explicar a depressdo, dentre elas, a mais aceita na
pratica clinica € a ‘hipdtese das monoaminas’, a qual postula que a depressdo é causada pela
diminui¢do da funcdo das monoaminas no cérebro, originado desde observagdes clinicas
iniciais (BERTON; NESTLER, 2006; PITTENGER; DUMAN, 2008). Dois compostos
estruturalmente independentes desenvolvidos para condi¢gdes nao-psiquidtricas, iproniazida,
tuberculostético, e imipramina, antipsicético, jd& eram conhecidos por seus potentes efeitos
antidepressivos em humanos e mais tarde foi demonstrado que estes aumentam os niveis de
serotonina central e a transmissdo noradrenérgica. Reserpina, um antigo agente anti-
hipertensivo que depleta as reservas de monoaminas, produziu sintomas depressivos em
alguns pacientes. Os agentes antidepressivos de hoje oferecem melhores resultados
terapéuticos e menores taxas de efeitos colaterais para a maioria dos pacientes, mas eles ainda
sao designados a aumentar agudamente a transmissao de monoaminas (BERTON; NESTLER,
2006).

Apesar da teoria das monoaminas, foi sugerido que o neurotransmissor dopamina
também participa na depressdo. A dopamina estd implicada na regulacdo do humor (BROWN;
RUSH; McEWEN, 1993) e foi mostrado que, em modelos animais de depressao, os niveis de
dopamina extracelular no cérebro estavam diminuidos (ROSSETTI et al., 1993). Além disso,
recentemente, vem sendo considerado que a dopamina estd envolvida com os efeitos
antidepressivos de drogas (JOCA et al., 2000), pois a bupropiona, um inibidor seletivo da
recaptacdo de dopamina, é clinicamente usado em humanos como um antidepressivo ou na

terapia de retirada da nicotina (ASCHER et al., 1995; RICHMOND; ZW AR, 2003).
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Antidepressivos atuam prevenindo ou revertendo esses processos aumentando as
neurotransmissoes serotoninérgicas e/ou noradrenérgicas. Dentre as classes utilizadas temos
os antidepressivos triciclicos (Imipramina, Amitriptilina), agentes heterociclicos (Bupropiona,
Venlafaxina), Inibidores seletivos da recaptacdao de serotonina (Fluoxetina, Citalopram) e os
inibidores da monoamina oxidase (MAO) (Tranilcipromina) (KATZUNG, 2007).

Em modelos animais de depressdao, como por exemplo, o nado forcado e a
suspensdo da cauda, verificaram-se que agonistas dos receptores de dopamina aumentam o
efeito antidepressivo (JOCA et al., 2000; MAJ; ROGOZ, 1999) e, que este efeito, parece estar
relacionado com a ativag@o dos receptores dopaminérgicos do tipo D2 (WILLNER, 2002).

1.2 Sistema Gabaérgico

O 4cido y-aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitério no
sistema nervoso central (SNC) dos vertebrados. O GABA ativa trés diferentes classes de
receptores, tais como: GABA,, GABAge GABAC.

Os receptores GABA, estdo ligados a canais i6nicos de cloreto (CI)
(BORMANN, 1988; SILVILOTTI; NISTRI, 1991). Estes receptores sdo ativados pelo
GABA, muscimol e isoguvacina, e sdo inibidos pela bicuculina, gabazina (SR 95531) e (+)-B-
hidrastina (WERMUTH; BIZIERE, 1986). Os receptores GABAg sdo ativados pelo GABA, (-
)-baclofen, 4cido (%)-4-amino-3-(5-cloro-2-tienil)butandéico e 4cido 3-aminopropil-
(metil)fosfinico (SKF 97541), e s@o inibidos pelo faclofen, saclofen e 2-hidroxisaclofen
(SEABROOK et al., 1990). Estes receptores sao conhecidos por estarem ligados a canais de
calcio (Ca2+) ou potéssio (K¥), via proteina G (guanina nucleotideo), tanto quanto por ativar
sistemas de segundos mensageiros dentro da célula (BORMANN, 1988; BOWERY, 1993).

Os receptores GABA, sdo os de maior importancia por possuirem um papel
central na regulacdo da excitabilidade cerebral, através de seus efeitos inibitorios, e muitas
drogas importantes tais como os benzodiazepinicos, apresentam varios efeitos relacionados
com este receptor, tais como a sedacdo e a inducdo do sono, a redugdo da ansiedade e da
agressao, a redugdo do tonus muscular e da coordenacdo, efeito anticonvulsivante, além de
amnésia anterdgrada, que é a perda da capacidade de reter informagdes novas. Estes efeitos
dos benzodiazepinicos ocorrem através da potencializacdo da resposta ao GABA, por
facilitarem a abertura dos canais de cloreto ativados pelo GABA. Eles se ligam de um modo
especifico em um sitio regulador do receptor, distinto do sitio ligante de GABA, e agem de

modo alostérico, aumentando a afinidade do GABA pelo receptor (RANG; DALE, 2007).
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O antagonista competitivo dos benzodiazepinicos mais conhecido é o flumazenil.
Ele possui certa atividade ansiogénica e proconvulsivante. Pode ser usado para reverter o

efeito da superdosagem de benzodiazepinicos (RANG; DALE, 2007).

1.3 Sistema dopaminérgico

A dopamina pertence ao grupo de neurotransmissores chamado de catecolaminas.
As caracteristicas estruturais dessas monoaminas sdo a presenca de um unico grupamento
amina, um nucleo de catecol (um anel benzeno com dois gupos de hidroxilas adjacentes) e
uma cadeia lateral de etilamina ou um de seus derivados (FELDMAN; MEYER; QUENZER,
1997).

O precursor para a sintese da dopamina € o aminodcido L-tirosina. Duas reagdes
transformam a L-tirosina em dopamina: a primeira € catalisada pela enzima
tirosinahidroxilase (TH) a qual converte L-tirosina em L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA).
A tirosina-hidroxilase € considerada a enzima limitante desta via. O segundo passo é a
descarboxilacdo da L-DOPA, catalisada pela enzima DOPA descarboxilase, a qual produz
dopamina (FELDMAN; MEYER; QUENZER, 1997). Apés ser sintetizada, a dopamina se
difunde pela fenda sindptica e pode ser catabolizada pelas enzimas monoamina oxidase
(MAO) e catecol o-metil transferase (COMT) que estdo amplamente distribuidas no corpo e
no SNC. A MAO estd localizada na parte externa da membrana mitocondrial (COSTA;
SANDLER, 1972) e pela sua localizacao intracelular, tem um papel estratégico na inativagao
das catecolaminas que estdo livres na fenda sindptica. A COMT age sobre as catecolaminas
extraneuronais.

A L-DOPA ao ser convertida em dopamina exerce sua acdo pela ligacdo a
receptores de membrana especificos (GINGRICH; CARON, 1993), os quais pertencem a
familia de receptores ligados a proteina G com 7 dominios transmembranas. Cinco receptores
dopaminérgicos distintos foram isolados, caracterizados e subdivididos em duas sub-familias,
D1- e D2-simile, com base em suas propriedades bioquimicas e farmacoldgicas.

A sub-familia D1-simile compreende os receptores D1- e D5-, enquanto o D2-
simile inclui os receptores D2-, D3- e D4-. O C-terminal de ambas sub-familias contém locais
de fosforilacdo e esterificacdo, os quais parecem estar envolvidos na dessensibilizacdo do
receptor (NG et al., 1994). Ligantes dopaminérgicos facilmente distinguem os receptores das
sub-familias D1- e D2-simile. Entretanto, a maioria deles ndo diferencia claramente entre os

membros da mesma sub-familia. Por exemplo, o antagonista do receptor D1, SCH-23390, ou
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o agonista SKF-38393 tem afinidade semelhante para ambos receptores D1- e DS. A
seletividade farmacoldgica destes compostos tem ainda de ser determinada em animais vivos.
Para esta finalidade o uso de animais knock-out de um receptor em particular serd de grande
ajuda na defini¢cdo da seletividade de um composto particular para um receptor especifico.

Os receptores de dopamina sdo expressos no cérebro em dareas distintas, porém
superpostas. Os receptores D1 sdo os mais abundantes e os mais generalizados nas dreas que
recebem inervagao dopaminérgica (especificamente o estriado, o sistema limbico, o tdlamo e
o hipotdlamo), como o sdo os receptores D2, que também ocorrem na hipdfise. Os receptores
D3 ocorrem no sistema limbico, porém nao no estriado. O receptor D4 € expresso muito mais
fracamente, principalmente no cértex e no sistema limbico, porém € um foco de interesse por
causa de sua possivel relacio com o mecanismo da esquizofrenia e da dependéncia aos
farmacos (RANG; DALE, 2007).

As fungOes das vias dopaminérgicas dividem-se de forma ampla em: controle
motor (sistema nigroestriado), efeitos comportamentais (sistema mesolimbico e mesocortical)
e controle enddécrino (sistema tubero-hipofisario). Antagonistas da dopamina (ex:
Haloperidol), usados como farmacos antipsicéticos, devem suas acdes aos efeitos no sistema
mesolimbico, porém, frequentemente, causam efeitos colaterais motores pelo bloqueio dos
receptores no estriado. H4 interesse em usar como alvos os receptores D3 e D4 na tentativa de
evitar estes efeitos colaterais (RANG; DALE, 2007).

As projecdes que constituem a via nigroestriatal originam-se de neurdnios
sintetizadores de dopamina (DA) do mesencéfalo e substancia negra pars compacta (SNpc)
que inervam o estriado dorsal (caudado-putamen). A via nigroestriatal estd envolvida no
controle dos movimentos e sua degeneracdo leva a patologias, como a doenca de Parkinson
(GERFEN, 1992; LANG; LOZANO, 1998). A via mesocortical origina-se na drea tegmentar
ventral (ATV) e inerva diferentes regides do cortex frontal. Esta via parece estar envolvida em
alguns aspectos do aprendizado e memoéria (FELDMAN; MEYER; QUENZER, 1997). A via
mesolimbica origina-se na ATV e inerva o estriado ventral (nicleo accumbens), o tubérculo
olfatério e partes do sistema limbico (FELDMAN; MEYER; QUENZER, 1997). Esta via foi
implicada no comportamento motivacional (KOOB, 1992; KOOB; BLOOM, 1988). A via
tuberoinfundibular inicia a partir de células dos nicleos arqueado e periventricular do
hipotdlamo (FELDMAN; MEYER; QUENZER, 1997). As projecdes desta via alcancam a
eminéncia média do hipotdlamo onde ocorre liberagdao de DA nos espacos perivasculares do
plexo capilar do sistema hipotalamico-hipofisario. Por esta via a DA € transportada para a

hipéfise anterior onde atua inibindo a liberagdo de prolactina.
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1.4 Aminoacidos neurotransmissores

O 4cido y-aminobutirico, glutamato, glicina e taurina representam os mais
importantes aminodcidos neurotransmissores ou derivados de aminodcidos. Os principais
neurotransmissores excitatorio e inibitério no cérebro sdo o glutamato e o GABA,
respectivamente. O glutamato é o aminodcido excitatério mais abundante e amplamente
distribuido no cérebro de mamiferos, principalmente no hipocampo (GOODMAN; GILMAN,
2005). Neurdnios glutamatérgicos perfazem cerca de 80% da populagdo total de neurdnios no
cortex cerebral (SOMOGYL et al., 1998) e assim devido a suas altas concentragdes e larga
distribuicao, estes aminodcidos influenciam todas as funcdes do SNC. O GABA esta presente
em todas as partes do sistema nervoso central, mais concentrado na substancia negra e no
nicleo do globo pélido dos géanglios basais, no hipotdlamo e hipocampo. A taurina é um
aminodcido, ndo essencial, que funciona, como a glicina e 0 GABA, como um transmissor
neuroinibitério (GOODMAN; GILMAN, 2005).

Existem algumas doengas associadas a mudancas nos niveis destes
neurotransmissores. Um papel para a interrup¢ao da transmissao glutamatérgica na etiologia
de doencas neurodegenerativas cronicas e esquizofrenia foi postulado (FARBER;
NEWCOMER; OLNEY, 1998; OLNEY; NEWCOMER; FARBER, 1999). Estudos
farmacoldgicos revelaram que a microinjecdo de antagonistas de receptores GABA, ou
agonistas de diferentes subtipos de receptores de glutamato causaram convulsdes em
experimentos animais in vivo (GOODMAN; GILMAN, 2005).

Os neurotransmissores excitatérios e inibitérios fazem a mediacdo de
essencialmente toda comunicacdo rdpida no SNC. O glutamato, desempenha um papel
importante no aprendizado e memoria (DAVIS; BUTCHER; MORRIS, 1992; WILLNER et
al., 1992), e estd envolvido em processos patolégicos, como epilepsia, assim como em lesdes
cerebrais caracteristicas dos disturbios neurodegenerativos tais como, doenca de Huntington,
doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson, além de alteracOes associadas a isquemia
cerebral, traumatismo cerebral e encefalopatia devido a sindrome da imunodeficiéncia
humana adquirida (HAYES et al., 1991; LANCASTER, 1992).

Glutamato e aspartato sdo aminodcidos, ndo essenciais, que nao cruzam a barreira
hemato-encefalica, por isso, sdo sintetizados a partir da glicose e de uma variedade de outros
precursores no SNC. A glicose e glutamina parecem ser os precursores da biossintese do
glutamato no cérebro (BRADFORD; THOMAS, 1969). A glicose estd disponivel na corrente

sangiiinea em grandes quantidades € como a taxa de metabolizacio € aumentada na
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terminacdo nervosa, ela é algumas vezes considerada como um importante precursor da
sintese do glutamato via ciclo do &cido citrico e desidrogenase glutamica (DAVIDSON,
1976). A molécula de a -cetoglutarato, substancia que € convertida em glutamato no sistema
nervoso, ¢ um componente importante do ciclo produtor de energia que ocorre na
mitocondria. Por outro lado, a glutamina € fornecida principalmente por células da glia, que
ficam ao redor dos neur6nios. No interior dos neurdnios, a glutamina também € convertida a
glutamato por uma reagado de hidrélise (SHANK; APRISON, 1977).

Ao contrario das outras células do corpo, os neurdnios necessitam de glutamato
ndo somente para as atividades metabdlicas normais, mas também para transmissao sindptica.
Como conseqiiéncia, as moléculas de glutamato destinadas para agir como neurotransmissores
devem ser segregadas do glutamato ndo-transmissor. Para realizar esta separacdo, o pool de
glutamato € estocado em pequenos compartimentos especiais dentro dos neurdnios, ou seja,
nas vesiculas sindpticas, que estdo localizadas na regido terminal das terminacdes nervosas
(CARTMELL; SCHOEPP, 2000).

A ativacdo de um neur6nio glutamatérgico e emissdo de um sinal a neurdnios
circunvizinhos leva a fusao de vesiculas sindpticas que contém glutamato com a membrana da
regido terminal e liberam seu conteido na fenda sindptica. O glutamato entdo atravessa a
fenda para interagir com receptores no neurdnio pds-sindptico, desse modo induzindo
excitacdo do neur6nio pos-sindptico. A liberagdo destes aminodcidos excitatdrios de
terminagdes nervosas pode ser Ca**-dependente ou independente, embora 0s mecanismos nao
estejam totalmente compreendidos. O K' extracelular estimula o efluxo de aminoécidos
excitatorios de neurdnios estriatais (KORF; VENEMA, 1985), mas a liberacdo de glutamato
pode depender de muitos outros sinais moleculares, tais como liberacdo do 6xido nitrico (NO)
(MCNAUGHT; BROWN, 1998), da ativacdo de receptores glutamatérgicos metabotropicos
pré-sinapticos bem como de receptores GABAérgicos e de proteinas quinases (PERKINTON;
SIHRA, 1999).

O glutamato depois de liberado na fenda sindptica pode se ligar a receptores
ionotropicos (associados a canais i6nicos) e a receptores metabotrépicos (ligados a proteina
G). Dentre os receptores ionotropicos podemos citar: NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA
(propionato de o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole) e cainato (CA). A ativacdo dos
receptores NMDA exige a presenca de glicina, bem como de glutamato em sitios de ligacdao
distintos e ambos precisam estar ocupados para a abertura do canal. Esta descoberta foi
importante, visto que até entdo a glicina era considerada um transmissor inibitério, de modo

que a constatacdo de que facilitava a excitacdo opds-se a doutrina até entdo prevalente. A
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concentracdo de glicina necessdria € baixa em relagdo a concentracdo geralmente presente no
cérebro, sugerindo que pode atuar como fator permissivo constante para os efeitos do
glutamato mediado pelo receptor NMDA, mais do que como mecanismo regulador. Os
receptores AMPA e, em determinadas regides do cérebro, os receptores de cainato
(BLEAKMAN; LODGE, 1998) atuam na mediacdo da transmissdo sindptica excitatoria
rapida no SNC — absolutamente essencial para o funcionamento do cérebro humano. Os
receptores de cainato também desempemham um papel pré-sindptico (FRERKING; NICOLL,
2000). Os receptores AMPA também ocorrem nos astrécitos, que parecem desempenhar um
papel de comunicacdo, bem como sustentacdo no cérebro. Os receptores de NMDA (que
freqlientemente coexistem com os receptores AMPA) contribuem com o componente lento
para o potencial pds-sindptico excitatorio. Os receptores metabotropicos do glutamato sao
divididos em grupos: grupo I - receptores acoplados a proteina G estimulatéria (Gq) que
ativam a hidrdlise do fosfato de inositol. Fosfatos de inositol sdo conhecidos por regular o
transporte através das membranas, assim como o metabolismo da glicose, organizagdao do
citoesqueleto e tém como funcdo mais importante, a homeostase do Ca®* — particularmente, a
liberacdo das reservas de Ca** via receptores sensiveis ao 1,4,5- trifosfato de inositol. Os
receptores dos Grupos II e III agem via proteina G inibitéria (Gi) com inibi¢do da atividade da
adenilato ciclase e reducdo da formacdo do AMPc o que resulta em inibicdo dos canais de
calcio operados por voltagem (MOLDRISH et al., 2003).

Os receptores glutamatérgicos desempenham um papel nas alteracdes adaptativas e
patoldgicas a longo prazo no cérebro, sendo de particular interesse como alvos potenciais para
farmacos em particular por causa da plasticidade sindptica e excitotoxicidade mediada por
estes receptores. Plasticidade sindptica é um termo utilizado para descrever alteragdes a longo
prazo na conexdo e eficdcia sindpticas, apOs alteragdes fisioldgicas da atividade neuronal
(como na aprendizagem e memdria) ou em decorréncia de distirbios patolégicos (como na
epilepsia, dor cronica ou dependéncia de drogas) (MOLDRISH et al., 2003).

Proteinas carreadoras especificas transportam glutamato de volta ao neurdnio pré-
sindptico e para as células gliais circunvizinhas (NICHOLS, 1994). Além disso, para prevenir
a excitacao excessiva do neurdnio pds-sindptico, este sistema de captacdo de glutamato recicla
0 pool de glutamato para utilizacdo posterior. As moléculas do neurotransmissor sao
recaptadas para o neurdnio pré-sindptico sendo transportadas diretamente para as vesiculas
sindpticas. O glutamato transportado para as células gliais € rapidamente convertido a
glutamina, que eventualmente pode ser transportada de volta ao neurdnio para agir como um

precursor para o glutamato. Assim, as células gliais associadas com neurdnios
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glutamatérgicos ajudam a regular o processo de sinalizacdo por terminar o sinal sindptico e
por assegurar um suprimento eficiente de moléculas precursoras. Esse papel das células gliais
€ tnico para a transmissao excitatoria glutamatérgica, pois outros sistemas neurotransmissores
aparentemente nio requerem este suporte (GONZALES; JANOWSKI, 1997).

A glicina € encontrada em concentracdes particularmente altas (5 pmol/g) na
substancia cinzenta da medula espinhal. Quando aplicada iontoforeticamente a motoneur6nios
ou a interneurdnios, produz hiperpolarizacdo inibitéria, que € indistinguivel da resposta
sindptica inibitéria. No entanto, o efeito inibitério da glicina é muito distinto de seu papel na
ativacdo facilitadora dos receptores de NMDA. O receptor da glicina é semelhante ao receptor
GABA, sendo um canal idnico multimérico regulado por ligante. Foram encontradas
mutacdes nos receptores da glicina em alguns distirbios neurolégicos hereditdrios associados
a espasmos musculares e hiperexcitabilidade reflexa (RANG; DALE, 2007). A glicina
também estd envolvida na convulsdo, visto que drogas como a estricnina, um veneno com
atividade convulsivante que atua principalmente sobre a medula espinhal, bloqueia tanto a
resposta inibitdria sindptica quanto a resposta a glicina (RANG; DALE, 2007).

A sintonia entre os neurotransmissores € importante para o desenvolvimento do
SNC e sdo responsdveis pela base fisioldgica do armazenamento de informacdes.
Desequilibrios entre respostas excitatorias e inibitorias podem ter conseqiiéncias diversas,
desde convulsdes ou excitotoxicidade a depressdo do SNC similar aquela observada com o
uso de sedativos e hipnéticos, estando estes neurotransmissores envolvidos em processos
como epilepsia e isquemia (DINGLEDINE; MCBAIN, 1999).

O GABA ¢ um neurotransmissor inibitorio quantitativamente importante no SNC
envolvido direta ou indiretamente na patogénese de muitas doengas neuroldgicas,
principalmente nas convulsdes. Por muitos anos acreditou-se que o principal fator patogénico
nas epilepsias era a falha na neurotransmissio GABAérgica (MELDRUM, 1975).

Dependendo da regido cerebral, 20 a 50% das sinapses usam GABA como
transmissor. Foi descoberto mais tarde que a neurotransmissdo inibitéria pode ter um
importante papel na geragao e manutengdo de certos tipos de convulsdo no hipocampo e nos
circuitos corticotalamicos (AVOLI, 1996; ENGEL, 1996). O aumento da atividade da GABA-
transaminase no cérebro reduz as concentracdes de GABA o que leva a convulsdo, coma e
morte. A inibicdo desta enzima eleva consideravelmente a concentracio de GABA no
cérebro, sendo alvo para o desenvolvimento das novas drogas anticonvulsivantes como a
vigabatrina. O papel dos receptores GABAp ainda é controverso no que se refere as

convulsdes. Em alguns modelos de convulsdo, agonistas deste receptor produzem acdo
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anticonvulsivante, enquanto em outros a acao é proconvulsivante. Como no caso do baclofeno
que apds infusdo intraventricular em roedores e apds uso em doses terapéuticas em humanos
produz acdo proconvulsivante per se (SNODGRASS, 1992), mas atenua o desenvolvimento
do kindling induzido por Pentilenotetrazol (PTZ) em roedores (SNEAD, 1996; DE SARRO et
al., 2000).

1.5 Areas cerebrais (cértex pré-frontal e hipocampo)

O lobo frontal, constituido pelo cértex pré-frontal, cortex pré-motor e cortex
motor primdrio, € responsdvel pelo planejamento da acdo e controle do movimento
(KANDEL, 2000). As areas motoras do cortex cerebral sao subdivididas em motora primaria
e varias areas pré-motoras. Cada drea contém populagdes de neurdnios que se projetam do
cortex para o tronco cerebral e coluna vertebral. O cértex motor também recebe impulsos do
ganglio basal e do cerebelo. A drea motora do cortex cerebral € responsavel pelo movimento
voluntiario (KRAKAUER; GHEZ, 2000). O ganglio basal possui papel importante nos
movimentos voluntdrios normais. Esta regido também estd envolvida na producdo das
desordens de movimento. Estudos postmortem de pacientes com doenca de Parkinson e de
Huntington revelaram alteracdes nesta drea cerebral. Essas doengas apresentam trés tipos de
distirbios motores: tremor e outros movimentos involuntdrios, alteragcdes na postura e tonus
muscular e finalmente, pobreza e lentiddo dos movimentos sem paralisia. Desta forma,
distirbios nos ganglios da base podem resultar tanto na redu¢do de movimento, como a que
ocorre na doenga de Parkinson, como no movimento excessivo, aquele observado na doenca
de Huntington.

O cortex pré-frontal (CPF) tem sido associado a diversos processos emocionais,
cognitivos, atencionais, entre outros (VERTES, 2006). At€¢ o momento sdo reconhecidas trés
grandes regides funcionais do CPF: a regido ventromedial, envolvida com o planejamento de
acoes e do raciocinio e com o ajuste social do comportamento; a regido dorsolateral,
encarregada da memoria operacional; e a regido cingulada anterior, envolvida com as
emogdes (LENT, 2004). Em humanos, o funcionamento anormal do CPF tem sido
correlacionado com psicopatologias incluindo a esquizofrenia, sociopatia, transtorno
obsessivo compulsivo, depressdo, entre outros. As interconexdes do cortex pré-frontal
ventromedial (CPFvm) com a formagao hipocampal parecem ser unidirecionais, sendo que o
CPFvm recebe projecdes do hipocampo, principalmente da por¢ao CA1l, mas apenas poucas

fibras do CPFvm chegam na formacdo hipocampal (HEIDBREDER; GROENEWEGEN,
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2003; VERTES, 2006). Os aferentes colinérgicos para o CPFvm sdo, em grande parte,
projecdes provenientes do nucleo basal (GAYKEMA et al., 1991) e exercem papel
fundamental na atencdo, memoria, motivacdo e induzem processos de ansiedade
(BERNSTON; SARTER; CACIOPPO, 1998; HASSELMO, 1995). A atividade das vias
colinérgicas estd aumentada frente a estimulos estressantes, e sugere-se que a hiperatividade
das aferéncias colinérgicas para o CPF pode contribuir para os estados de ansiedade
(GIOVANINNI et al., 2001; MILLAN, 2003).

O cortex pré-frontal (CPF) foi originalmente descrito como uma regidao cortical
com uma interacdo reciproca forte com o nicleo mediodorsal do tdlamo (KOLB, 1984;
GROENEWEGEN et al., 1990). Existem diferentes tipos celulares no cortex pré-frontal,
incluindo neurdnios piramidais excitatorios (glutamato), eferentes colinérgicos, interneurénios
GABAZ¢érgicos inibitérios e interneurdnios colinérgicos e esta drea, além do que ja foi descrito,
recebe projecoes de vdrias regides cerebrais. O CPF recebe projecdes eferentes
dopaminérgicos provenientes da drea tegmentar ventral (ATV) e envia projecdes
glutamatérgicas para a ATV e nicleo accumbens (SESACK; PICKEL, 1992). Com relagdo ao
glutamato as terminag¢des nervosas glutamatérgicas no CPF medial nascem principalmente de
projecdes eferentes do nicleo mediodorsal do tdlamo, do hipocampo e amigdala (BACON et
al., 1996). O nucleo da rafe, area produtora de serotonina (SHT), recebe inervagdo
glutamatérgica proveniente do CPF (SESACK et al., 1989).

O hipocampo € a por¢ao alongada do cortex cerebral que se dobra para formar a
superficie ventral de grande parte do interior do ventriculo lateral. Uma extremidade do
hipocampo confina o nicleo amigdaldide, e ao longo de sua borda lateral que se funde com o
giro parahipocampal, que é o cortex cerebral sobre o ventromedial na superficie externa do
16bulo temporal (GUYTON, 2006).

O hipocampo estd tradicionalmente relacionado a processos cognitivos como
aprendizado e memoria (RIEDEL; MICHEAU, 2001), mas também parece estar envolvido
com a resposta ao estresse (LATHE, 2001). Ele € ativado por diferentes estressores (LOPEZ;
AKIL; WATSON, 1999) e participa do processamento de informagdes sobre eventos
ameacadores (GRAY; McNAUGHTON, 2000). O hipocampo possui grande densidade de
receptores para glicocorticdides (GCs) que, quando ativados, inibem a atividade do eixo
hipotadlamo-hip6fise-adrenal, limitando a resposta ao estresse (HERMAN; CULLINAN,
1997). Além disso, ele também pode se tornar um alvo para os efeitos deletérios do estresse.

Eventos estressantes teriam um efeito neurotéxico sobre o hipocampo, provavelmente
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mediado pelo aumento de GCs, predispondo ao desenvolvimento da depressio (BROWN;
RUSH; McEWEN, 1999).

O hipocampo (e suas estruturas lobulares adjacentes, temporal e parietal,
denominados de formagdo hipocampal) tem numerosas conexdes, mas principalmente,
conexoes indiretas com muitas por¢des do cortex cerebral, bem como com as estruturas basais
do sistema limbico - a amigdala, o hipotdlamo, o septo e os corpos mamilares. Quase qualquer
tipo de experiéncia sensorial causa ativacdo de pelo menos alguma parte do hipocampo. Ele
distribui muitos sinais para o tdlamo anterior, hipotdlamo, e outras partes do sistema limbico,
especialmente através do fornix. Assim, o hipocampo € um canal adicional através do qual
sinais sensoriais podem iniciar reagdes comportamentais para diversos fins (GUYTON,
2006).

Estimulo repetitivo dos neurdnios aferentes excitatérios no hipocampo com pulsos
elétricos de alta freqiiéncia produz um aumento relativamente persistente de respostas
sindpticas. Esta resposta sindptica aumentada, chamada de potenciacio a longo prazo (LTP),

pode ser considerado um modelo de meméria (BLISS; COLLINGRIDGE, 1993).

1.6 Cumarinas: quimica, farmacologia e toxicologia.

Os benzopiranos formam um grupo de compostos que incluem os flavonodides,
cumarinas e seus derivados e uma variedade de outras classes (CASLEY-SMITH, 1985).

As cumarinas sao uma grande classe de substancias fendlicas encontradas em
plantas como Torresea cearensis Fr. All. (Amburana cearensis), Justicia pectoralis Jacq.,
Eclipta alba Hassk., Pterodon polygaliflorus Benth. e Hybanthus ipecacuanha Oken, e
compostas por anéis de benzeno fundido e a-pirona (Figura 1) (MURRAY; MENDEZ;
BROWN, 1982). Milhares de substincias t€ém sido identificadas, principalmente como
metabolitos secunddrios em plantas verdes, mas também em fungos e Dbactérias.
Estruturalmente sdo lactonas do dcido o-hidréxi-cinamico (2H-1-benzopiran-2-onas), sendo o
representante mais simples a cumarina (também conhecida como 1,2-benzopirona), que tem
sido bastante estudada (MURRAY, 1991).

Os derivados cumarinicos, muito numerosos, fornecem uma particularidade
comum a quase todos. Possuem um 4dtomo de oxigénio em C(7) pertencente a uma hidroxila
ou a seu éter metilico; ou ainda este &tomo pode encontrar-se muitas vezes combinado a um
terceiro anel, nas duas posi¢des possiveis: 6-7 (tipo linear) e 7-8 (tipo angular), como ocorre

nas furanocumarinas (anel constituido por 5 membros) ou piranocumarina (anel constituido
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por 6 membros). Em uma outra classe de cumarinas, a hidroxila estd ligada ao anel pirano,

como a 4- hidroxicumarina (COSTA, 1977).
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FIGURA 1 - Estruturas quimicas de derivados cumarinicos

A observacgdo das estruturas dadas acima para algumas das cumarinas revela que a
substituicdo pode ocorrer em sitios diferentes. Existem muitas permutacOes possiveis
fornecidas pela substituicdo e conjugacdo, e isto explica claramente por que tantas destas
substancias ocorrem naturalmente. Todavia, a maioria dos estudos farmacoldgicos e
bioquimicos no homem tem sido feitos com a prépria cumarina e seu metabdlito primario, 7-
hidroxicumarina, também conhecido como umbeliferona.

As cumarinas sdo derivadas do metabolismo da fenilalanina, sendo um dos
primeiros precursores do dcido p-hidréxi-cinamico (dcido p-cumarinico), que € hidroxilado na
posicdo C-2’ (orto-hidroxilagao). O derivado orto-hidroxilado sofre isomerizagao
fotocatalizada da ligacdo dupla (E = Z). O isomero Z lactoniza-se espontaneamente,
produzindo a umbeliferona. A prenilacdo do anel benzénico nas posi¢cdes 6 ou 8 do derivado
7-hidréxi-cumarina € o passo inicial na biogénese das furano- e piranocumarinas. A ciclizacao
dos derivados 6- ou 8-isoprenilcumarina ocorre por ataque nucleofilico do grupo hidroxila em
C-7 ao epdxido formado pela oxidagdo da ligacao dupla do residuo isopentenila. Dependendo
da orientacio do ataque nucleofilico, o produto serd o hidréxi-isopropil-di-
hidrofuranocumarina ou serd o hidréxi-dimetil-di-hidropiranocumarina. A maioria das
cumarinas € derivada biogeneticamente da via do 4cido chiquimico, mas um nimero

significativo delas parece derivar de uma via mista (acido chiquimico e acetato) como as 4-
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fenilcumarinas. As 4-n-propilcumarinas, por exemplo, derivam totalmente da via do acetato
(STRACK, 1997).

A biogénese de cumarinas pode ser induzida em resposta a um estresse bidtico e
abidtico, por uma deficiéncia nutricional, por mensageiros quimicos como os hormonios
vegetais e por outros metabdlitos externos (CABELLO-HURTADO et al., 1998). As
cumarinas escopoletina e aiapina, por exemplo, encontradas no girassol (Helianthus annuus
L.), acumulam-se nos tecidos da planta apds ter sofrido lesdo mecanica, ataque por insetos ou
inoculagdo com fungos. Tem sido mostrado que variedades de girassol com elevados niveis
dessas cumarinas sdo resistentes ao ataque de insetos (CARMEN-GUTIERREZ et al., 1995).
No vegetal, compostos fendlicos incluindo as cumarinas, t€ém sido classificados como
redutores da taxa de crescimento natural da planta, estando possivelmente envolvidos na
regulacdo do desenvolvimento vegetal (KEFELI; KADYROV, 1971).

As cumarinas possuem intimeras propriedades farmacoldgicas descritas na
literatura, incluindo atividade antiinflamatoria, antioxidante, antibacteriana, antiviral,
antitromboética, antimutagénica e vasodilatadora (HOULT; PAYA, 1996; PAYA;
HALLIWEL; HOULT, 1992a).

As furanocumarinas sdo utilizadas desde épocas remotas para o tratamento de
doencas da pele, tais como psoriase, hanseniase, vitiligo, leucoderma, micoses, dermatite e
eczemas (DIAWARA; TRUMBLE, 1997). No vitiligo, o uso topico ou oral é acompanhado
por uma exposicao controlada a radiag¢do ultravioleta como forma de induzir a repigmentagao
da pele, porém sua utilizacdo necessita de uma avaliacdo risco-beneficio rigorosa (SIMOES et
al., 2004). A furanocumarina mais utilizada é o metoxsaleno (8-metdxi-psoraleno), embora o
trioxisaleno (trimetilpsoraleno) seja também empregado. A terapia consiste na ingestdo da
furanocumarina na dose tnica de 20 a 40 mg, seguida da irradiacdo da pele com luz UVA
(320 a 380 nm) ou luz solar apés 2 horas. A exposicdo a luz UVA pode ser inicialmente
rdpida (10 a 15 minutos) e progressivamente prolongada. Os resultados esperados sdao
geralmente obtidos apds 20 sessdes. O tratamento localizado € possivel, entretanto deve ser
conduzido com precaucdo e acompanhado por especialistas, devido ao reconhecido potencial
carcinogénico da terapia (GROOT; WEYLAND; NATER, 1994) e considerando os potenciais
efeitos adversos, tais como catarata e degeneragdo actinica da pele (DIAWARA; TRUMBLE,
1997).

Uma série de dezesseis cumarinas simples foram testadas em diversos sistemas
envolvendo espécies reativas de oxigénio para caracterizar seu perfil antioxidante (PAYA;

HALLIWEL; HOULT, 1992a, 1992b; PAYA et al., 1994). Estes experimentos foram
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realizados pelos crescentes interesses nas espécies reativas de oxigé€nio e radicais livres
derivados de oxigénio como causadores de dano tecidual e doencas humanas, e pela
consciéncia de que os antioxidantes que neutralizam o estresse oxidativo podem exercer a¢oes
protetoras importantes (EMERIT; CHAUDIERE, 1989; HALLIWELL; GUTTERIDGE;
CROSS, 1992). Também foi observado que vdérias das cumarinas fendlicas derivadas de
plantas podem desempenhar um papel como antioxidantes na dieta humana via consumo de
frutas e legumes.

Dez cumarinas testadas - 4-hidroxicumarina, 7-hidroxicumarina (umbeliferona),
7-metilcumarina, 7-metoxicumarina (hemiarina), 7-hidroxi-4-metilcumarina (4-
metilumbeliferona), 7-metoxi-4-metilcumarina, 7-hidroxi-6-metoxicumarina (escopoletina),
7-hidroxi-6-O-  glucosilcumarina  (esculina), 7-hidroxi-6-metoxi-8-O-glucosilcumarina
(fraxina) e 3,4-dihidrocumarina — n@o inibiram a peroxidacao lipidica e os niveis de radicais
superdxido ou o dcido hipocloroso, embora a maioria foi capaz de reagir rapidamente com o0s
radicais  hidroxila, e algumas - 4-hidroxicumarina, 7-hidroxi-6-metoxicumarina
(escopoletina),  7-hidroxi-6-O-glucosilcumarina (esculina) e 7-hidroxi-6-metoxi-8-O-
glucosilcumarina (fraxina) — eliminaram radicais alquil peroxi. Estas espécies reativas de
oxigénio sdo geradas como resultado da atividade fagocitaria descontrolada nos estados
associados com a defesa antioxidante inadequada ou com o estresse oxidativo, como a
sobrecarga de fons ferro, ou seguindo a acdo de toxinas redox-ativas. De grande interesse
foram os resultados obtidos com as seis cumarinas dihidroxiladas - 7,8-dihidroxi-6-
metoxicumarina (fraxetina), 6,7-dihidroxicumarina (esculetina), 6,7-dihidroxi-4-
metilcumarina (4-metilesculetina), 5,7-dihidroxi-4-metilcumarina, 7,8-dihidroxicumarina
(dafnetina), 7,8-dihidroxi-4-metilcumarina (4-metildafnetina). Estes compostos inibiram a
peroxidagdo lipidica microssomal dependente de Fe**-ascorbato assim como os radicais alquil
peroxil aquosos, e também seqiiestraram radicais Anions superéxido (HOULT; PAYA, 1996).

Em um ensaio duplo-cego randomizado em um grande grupo de pacientes com
linfedema e elefantiase filiaritica cronica na India, a cumarina causou uma significante
reducdo de todos os graus da doengca. Embora o efeito tenha sido lento, o baixo preco da
droga, a baixa toxicidade e a capacidade de melhorar outros efeitos colaterais desagraddveis
desta angustiante condi¢do fazem com que seja uma escolha pratica (CASLEY-SMITH;
JAMAL, 1993).

Pacientes com linfedema pds-mastectomia do brago responderam a cumarina, com
redugdes graduais do inchago acima de 10 meses, enquanto que, sem tratamento, o inchago

continuou a aumentar (CLODIUS; PILLER, 1982). Embora o mecanismo destes efeitos da
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cumarina de inicio lento ndo seja claro, parece que eles ndo agem reduzindo a permeabilidade
capilar. Em vez disso, tem sido sugerido que, devido a droga se tornar fortemente ligada as
proteinas plasmaéticas, é provavel que seja transportada através de microvasos nos espacos
teciduais (CASLEY-SMITH; WINDOW, 1976). Supde-se que a droga e sua proteina
transportadora sdo posteriormente fagocitadas pelos macréfagos, reduzindo proteina
extravascular (e, portanto, diminuindo a pressdo coloidal nos espacos teciduais). Outras
evidéncias também apontam para a ativacdo de macréfagos e protedlise devido a enzimas
lisossomais liberadas como uma explicacdo plausivel para estes efeitos (CASLEY-SMITH;
PILLER, 1974; CASLEY-SMITH; GAFFNEY, 1981). Recentemente Cheng et al. (2004)
mostraram a bioatividade de uma série de cumarinas e sua estreita relacdo estrutura-atividade
sobre a inibi¢ao da produgao de TNF-a.

Um trabalho realizado por Leal et al., (2000), teve como objetivo estudar, de
maneira comparativa, as atividades antinociceptiva, antiinflamatéria e broncodilatadora dos
extratos hidroalcodlicos (EHAs) de Torresea cearensis Fr. All., Justicia pectoralis Jacq.,
Eclipta alba Hassk., Pterodon polygaliflorus Benth. e Hybanthus ipecacuanha Oken, plantas
medicinais Brasileiras que tém a cumarina como um de seus constituintes ativos.

A administracdo oral dos extratos hidroalcodlicos destas plantas inibiu entre 21 a
55% as contorcdes abdominais induzidas por 4cido acético. Efeitos semelhantes foram
observados com a cumarina isolada. A administracdo oral dos extratos hidroalcodlicos
reduziu o tempo de lambedura das patas em ambas as fases, no teste da formalina, que avalia
acdo nociceptiva. Todos os extratos exibiram melhores efeitos sobre a segunda fase da
resposta nociceptiva. J4 a cumarina isolada reduziu o tempo de lambedura das patas de
maneira dose-dependente, causando inibicdes de 15 e 40% na primeira fase e de 43 e 69% na
segunda fase da resposta nociceptiva, respectivamente. Os efeitos dos extratos e da cumarina
foram parcialmente revertidos pela naloxona. O efeito antinociceptivo da cumarina ocorreu
por mecanismos independentes da ativagdo de receptores opidides, enquanto, o 6xido nitrico
se mostrou importante na antinocicep¢ao induzida pela cumarina. O EHA da 7. cearensis por
via oral reduziu o edema de pata induzido por carragenina em 48% na quarta hora. A
cumarina causou inibi¢des similares, de 22 a 44% no mesmo periodo. Os demais extratos
produziram resultados significativos apenas por via intraperitoneal. Porém, no modelo do
edema de pata induzido por dextrana, os extratos ndo causaram reducdo significativa. Em
traquéia de porco da india pré-contraida com carbachol, os EHAs e a cumarina causaram um

relaxamento dose-dependente. Os melhores efeitos foram observados com J. pectoralis e P.
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polygaliflorus. A cumarina e outros compostos (ex. taninos e flavonodides) sao provavelmente
os responsdveis pela atividade destas plantas (LEAL et al., 2000).

Cumarinas, devido sua atividade vasodilatadora, podem ser utilizadas no
tratamento da impoténcia masculina. Para ocorrer ere¢do, as artérias do pé€nis precisam dilatar
para aumentar o fluxo de sangue. As cumarinas osthol, imperatorina, xantotoxina e
isopimpinelina isoladas de frutos de Cnidium monnieri (L.) Cusson, uma planta chinesa usada
na impoténcia masculina exibiram propriedades relaxantes em corpus cavernosum de coelhos
com endotélio intacto (CHIOU et al., 2001).

Para a escoparona (6,7-dimet6xi-cumarina), isolada da planta chinesa Artemisia
scoparia Waldst. et Kit. (Asteraceae), foram apontadas atividades imunossupressora,
relaxante vascular, hipolipidémica e hipotensora. O ostol (7-metéxi-8-[3-metilpent-2-enil]
cumarina) € uma das substancias ativas isolada de Angelica pubescens Maxim. (Apiaceae),
cujos extratos administrados por via endovenosa provocaram, em cdes, uma resposta
hipotensora de curta duracdo (HOULT; PAYA, 1996). Esta substancia também inibiu a
agregacdo plaquetdria e demonstrou atividade relaxante das musculaturas lisa e cardiaca,
possivelmente devido a inibi¢do das enzimas cAMP- e cGMP-fosfodiesterases e do influxo de
cilcio (NEUHAUS-CARLISLE; VIERLING; WAGNER, 1997). A atividade
antiespasmddica de alguns extratos vegetais de espécies de Viburnum (Caprifoliaceae) tem
sido atribuida ao teor de escopoletina e outras cumarinas (ROBBERS; TYLER; SPEEDIE,
1996). Do mesmo modo, diversas di-hidrofurano- e di-hidropiranocumarinas, isoladas de
plantas da familia Apiaceae, mostraram atividades vasodilatadora, espasmolitica e
antitrombotica. Propriedades semelhantes foram também relatadas para uma cumarina
sintética denominada cloricromeno (THASTRUP et al., 1985).

A cumarina (1,2-benzopirona) € um composto organico heterociclico, aromatico,
encontrado em vdrias espécies vegetais e foi isolada pela primeira vez a partir de Dipteryx
odorata (fava-tonka), espécie denominada anteriormente Coumarouna odorata, dai o termo
cumarina (FEUER, 1974). Muitos derivados cumarinicos simples possuem odor
caracteristico, destacando-se a substancia isolada, cumarina, que foi amplamente utilizada
como aromatizante em alimentos industrializados. No entanto, com base em dados sobre
toxicidade hepdtica verificada em ratos, a agéncia americana Food and Drug Administration
(FDA) classificou como substincia toxica, passando a considerar sua adicdo em alimentos
como adulteracdo (Federal Register, v. 19, p. 1239, 03/1954); posteriormente, tal uso foi

também banido na Europa. Por outro lado, a cumarina, pelas vantagens decorrentes do seu
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odor acentuado, estabilidade e baixo custo, continua a ser amplamente utilizada nas industrias
de produtos de limpeza e cosméticos (SIMOES et al., 2004).

Na area de medicamentos destacam-se os derivados da 4-hidroxi-cumarina,
descobertos durante a investigacdo de uma doenca hemorrdgica no gado alimentado com
trevo-de-cheiro-amarelo fermentado (Melilotus officinalis Lam.), o que levou a descoberta da
acdo anticoagulante do dicumarol. Esse foi o primeiro firmaco com essa acao por via oral e
constituiu 0 modelo para o desenvolvimento de uma classe de anticoagulantes com o nucleo
basico da 4-hidréxi-cumarina, do qual derivam importantes farmacos como a varfarina, entre
outros (HARDMAN; LIMBIRD, 1996).

Virios trabalhos vém demonstrando os efeitos da cumarina sobre o sistema
nervoso central. De acordo com Ariza et al. (2007), a cumarina aumentou significativamente,
embora em menor grau que o diazepam (0,5 mg/kg, ip), o tempo de sono induzido por
pentobarbital (40 mg/kg, ip); o diazepam também reduziu o periodo de laténcia. No sono
induzido por éter, tanto a cumarina como o diazepam aumentaram significativamente o
periodo de sono. Todavia, a cumarina ndo apresentou efeitos miorelaxantes no teste do arame
que avalia efeitos miorrelaxantes das drogas. Além disso apresentou efeito notdrio no teste de
esconder esferas, que avalia atividade ansiolitica das drogas, sugestivo de um mecanismo
relacionado a recaptagdo de serotonina (BORSINI; PODHORNA; MARAZZITI, 2002).

A cumarina também produziu resultados protetores no teste de convulsdo por
eletrochoque; em contrapartida, os resultados foram negativos no teste de convulsdo por
pentilenotetrazol (ARIZA et al. 2007). Grande parte dos anticonvulsivantes disponiveis no
mercado, incluindo a fenitoina sédica e a carbamazepina, sdo ativos no modelo de convulsdao
por eletrochoque, um modelo de crises tOnico-clonicas, e ineficazes frente ao
pentilenotetrazol, modelo de crises de auséncia (SWINYARD et al., 1991). Isso fica claro ja
que se tratam de transtornos convulsivos de fisiopatogénese diferentes. Deveriam ser
consideradas possiveis interacOes diretas ou indiretas da cumarina com canais de sodio
voltagem-dependentes, tendo em vista a sua protecdo frente a descarga por eletrochoque
(TASSO et al., 2004).

Derivados cumarinicos com efeitos centrais incluem: di-hidropiranocumarinas,
que exerce efeitos neuroprotetores contra a excitotoxicidade do glutamato (KANG et al.,
2005) e furocumarinas (isoladas da raiz da Psoralea corylifolia) que mostraram possuir
efeitos antidepressivos, associados com a inibi¢do da MAO-A e MAO-B bem como inibicdo
da superdxido dismutase e malondialdeido (CHEN et al., 2005). Decursin e decursinol

isolados das raizes da planta Angelica gigas mostraram atividades neuroprotetora e inibitdria
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da acetilcolinesterase in vitro e efeito anti-amnésico in vivo (KANG et al., 2003, 2005). Em
estudos preliminares, efeitos depressores foram obtidos em testes comportamentais, como 0
campo aberto, placa perfurada e labirinto em cruz elevado (KANG; KIM, 2007).

A cumarina € um composto em que a toxicidade depende do metabolismo
pelo sistema enzimético P450 (CYP), podendo ser metabolizada por varias vias incluindo 3,4-
epoxidacdo, 3-hidroxilacdo e 7-hidroxilagdo. Especificamente, as enzimas P450 das
subfamilias 1A e 2E convertem a cumarina ao metabdlito toxico cumarina 3,4-ep6xido (CE)
(BORN et al., 2002). O composto CE € instdvel e rearranja-se, com a perda de diéxido de
carbono, a o-hidroxifenilacetaldeido, que pode ainda ser metabolizado a o-hidroxifeniletanol e
a 4acido o-hidroxifenilacético (BORN et al., 1997, LAKE, 1999). Muitos estudos tém
demonstrado que a 3,4-epoxidacdo da cumarina € a maior via de metabolismo em ratos e
camundongos (BORN et al., 2000, 2003). Em contrapartida, estudos in vivo e in vitro t€ém
demonstrado que a 7-hidroxilagdo realizada pela CYP2A6 € a via mais importante do
metabolismo da cumarina em humanos, com o acido o-hidroxifenilacético (derivado da 3,4-
epoxidacdo da cumarina) sendo apenas uma pequena parte do metabdlito urindrio da cumarina
(MEINEKE et al., 1998; PELKONEN et al., 2000). De acordo com a espécie animal
envolvida, a cumarina apresenta diferencas quanto ao seu metabolismo e ao grau de
hepatotoxicidade em roedores e em humanos (LAKE, 1999).

Registros de efeitos toxicos em seres humanos resultantes do tratamento com
cumarina sdo raros. Ha apenas um caso de hepatotoxicidade induzida pela cumarina no
homem. Ocorreu com uma paciente de 33 anos com sindrome de Turner, apds tratamento
durante 8 semanas com um produto contendo cumarina. A funcdo hepatica retornou ao
normal duas semanas apods a interrup¢do do tratamento (FAURSCHOU, 1982).

O grupo de anticoagulantes, representado pela varfarina e andlogos (cumarinas e
indandionas), é o mais utilizado na atualidade e o mais frequentemente envolvido nas
exposicoes e intoxicacdes registradas nos Centros de Controle de Intoxica¢des. As cumarinas
e indandionas atuam pela inibicdo da enzima K; epoxido-redutase e vitamina K redutase do
ciclo da vitamina K no figado, que leva a deplecao da vitamina KH,, forma ativa da vitamina
K, e, consequentemente, a diminui¢cao dos fatores da coagulacio vitamina K dependentes (I,
VII, IX e X), levando ao prolongamento do tempo de protrombina. Além disso, agem
diretamente nos vasos, aumentando a permeabilidade capilar no organismo (OGA, 2003).

Estudos (GARTNER et al., 1993; STRUWE; REINWEIN; STIER, 1984;
ZIPPRICH; CANZLER; HUNDSDORFER, 1987) revelaram que a terapia anticoagulante

com derivados cumarinicos (4-hidroxicumarina), varfarina e dicumarol, durante a gravidez
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pode causar malformacdes. Como sdo capazes de atravessar a placenta sdo contra-indicados
durante a gestagdo, principalmente durante o terceiro trimestre, devido a seu efeito
teratogénico (defeitos no sistema nervoso central, prematuridade e aborto espontaneo). A
presenca de varfarina ja foi relatada no leite materno, porém sem atividade anticoagulante
(ANDRADE FILHO; CAMPOLINA; DIAS, 2001)

Todas as espécies de Melilotus contém, principalmente nas folhas jovens, o
melilotosideo (glicosideo do 4cido 2’-hidréxi-cindmico), que se hidrolisa facilmente e, por
lactonizacdo, forma a cumarina. Além disso, contém dcido o-cumarinico e flavonéides. O
dicumarol, um potente anticoagulante, pode ser obtido a partir do dcido o-hidréxi-cinamico, e
¢ também encontrado nas folhas impropriamente fermentadas e nas inflorescéncias de
Melilotus officinalis. Sob certas condicdes, tal como o acimulo de mofo nas forragens, a
cumarina € convertida no dicumarol, que interfere no mecanismo de coagulacdo sanguinea,
conduzindo assim, a processos hemorrdgicos. Os sintomas de envenenamento dos animais
que comeram essa pastagem fermentada estao relacionados com a perda demasiada de sangue,
surgindo edema sob a pele, devido o acimulo de sangue e hemorragias internas, seguidas de
choque e 6bito (SIMOES et al., 2004).

As furanocumarinas, como a maioria das cumarinas, sdo substdncias que
absorvem fortemente energia na regido do ultravioleta (UV) e, por isso, sdo altamente reativas
sob a incidéncia de luz. A faixa de comprimento de onda para essa fotorreatividade situa-se
entre 300 e 400 nm (UVA). Apds absorver um féton, as furanocumarinas formam um estado
triplete excitado, que pode reagir com moléculas, tais como as bases pirimidicas ou com o
oxigénio no estado fundamental. Disso resulta a formacdo de oxigénio singlete ou oxiradicais
téxicos como os radicais superoxido e hidroxi. Essas moléculas podem reagir com DNA,
RNA, proteinas e lipidios, ocasionando injiria das células que os contém. As
furanocumarinas ligam-se as bases pirimidicas do DNA causando mutagdes citoplasmaéticas.
Essa capacidade das furanocumarinas de reagirem, quando fotoativadas, com os blocos
construtores do organismo vivo, constitui a base para a compreensdo de sua toxicidade para
mamiferos, insetos, virus, bactérias, fungos e até mesmo para outras plantas (DIAWARA;
TRUMBLE, 1997).

A manifestacdo mais comum da toxicidade das furanocumarinas em mamiferos é
a fitofotodermatite, uma reacdo epidérmica caracterizada por erup¢des bolhosas,
hiperpigmentacdo, eritema e formagao de vesiculas. Elas alcancam a pele por contato direto
com vegetais que as contém (frutas citricas, por exemplo) ou por ingestdo. A reacdo de

fototoxicidade depende da concentragdo dos compostos cumarinicos existentes no vegetal em
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questdo e, também, da hipersensibilidade individual (DIAWARA; TRUMBLE, 1997).
Quando utilizadas na terapia com luz ultravioleta (PUVA) para o tratamento de vdrias
dermatoses em seres humanos, possui algumas desvantagens devido as reacdes adversas
ocasionadas, tais como eritema, formacdo de bolhas, nduseas, prurido, dor de cabeca e
depressao, o que provoca descontinuacio do tratamento. O uso terapéutico dessas substincias
estd relacionado a incidéncia de cancer de pele. A terapia PUVA € contra-indicada para
mulheres gravidas e criangas, em casos de desordens cutdneas agravadas pela luz, e em casos

de insuficiéncia renal e cardiaca (LINDELOF et al., 1991).

2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Doengas relacionadas ao Sistema Nervoso Central (SNC) tém-se mostrado cada
vez mais comuns em meio a sociedade em que vivemos: ansiedade e depressdo hoje estdo
entre as doencas mais comuns da humanidade. Assim, continua incessante a busca de
alternativas para o tratamento de diversas patologias que envolvem este sistema, como
doencas neurodegenerativas e convulsoes.

A procura por medicamentos de origem vegetal tem conduzido a um renovado
interesse farmacéutico em cumarinas e produtos naturais fendlicos relacionados, como os
flavonodides, pelo fato dessas substincias mostrarem atividades farmacoldgicas potentes e
relevantes e ser de baixa toxicidade para mamiferos (HOULT; PAYA, 1996). Esta
combinacdo desejavel de propriedades sugere que as cumarinas poderiam ser de interesse
farmacéutico. Apesar de poucos estudos realizados acerca das atividades centrais da
cumarina, ¢ de grande interesse que uma substincia jd utilizada na clinica, mesmo que para
outras indicagdes, seja investigada quanto ao seu potencial no tratamento de doencgas
relacionadas ao SNC.

O interesse do Laboratério de Neurofarmacologia em estudar compostos isolados
e biologicamente ativos, aliados a dados anteriores de possiveis efeitos centrais da cumarina,

levou-nos a investigar esta substancia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar os efeitos da cumarina no sistema nervoso central de camundongos,
particularmente através do estudo das alteragdes comportamentais em diferentes modelos, ja
padronizados, de locomocdo, ansiedade e depressdo, e seu envolvimento com os sistemas
glutamatérgico e dopaminérgico, bem como as alteracdes neuroquimicas produzidas no cértex
pré-frontal e hipocampo de camundongos com o intuito de contribuir para o entendimento dos

efeitos centrais da cumarina.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade motora dos animais submetidos ao tratamento com cumarina nos

modelos de campo aberto e rota rod,

e Avaliar o nivel de ansiedade de camundongos tratados com cumarina nos modelos de

labirinto em cruz elevado e placa perfurada;

e Avaliar a atividade depressiva de camundongos tratados com cumarina no modelo de

suspensao da cauda;

e Avaliar a participacdo do sistema gabaérgico sobre as agdes centrais da cumarina;

e Avaliar a participacdo do sistema dopaminérgico sobre as acdes centrais da cumarina;

e Estudar as alteracdes neuroquimicas produzidas no cértex pré-frontal e hipocampo de

camundongos tratados com cumarina, através de determinacdes dos niveis de

aminodcidos (GABA, glutamato, glicina e taurina).
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4 MATERIAIS

4.1 Animais

Camundongos albinos (Mus musculus), variedade Swiss Webster, adultos,
machos, pesando entre 25-30 g, provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da UFC, foram acondicionados em caixas de polipropileno, a temperatura de 24
+ 2°C, com ciclos de claro/escuro de 12 em 12 h, recebendo ragao padrdao (Purina Chow) e

agua ad libitum. Os protocolos experimentais utilizados foram aprovados pelo Comité de

Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da UFC (Protocolo n° 10 / 08).

4.2 Drogas e reagentes

Drogas e reagentes
Agua destilada
Cumarina

Diazepam

Flumazenil
Haloperidol

Imipra® (Imipramina)

Levodopa + carbidopa

Tween 80 — Polyoxyethilene Sorbitan Mono-oleate

GABA, Glicina, Glutamato, Taurina

4.3 Equipamentos

Origem

Deionizador

Sigma, U.S.A.

Unido Quimica Brasil
Sigma, U.S.A.

Unido Quimica Brasil
Cristdlia

Teuto

Sigma, U.S.A.
Sigma, U.S.A

Equipamentos

Origem

Balanca analitica

Modelo HS, Mettler, Suica.

Balanca para animais

Filizola ID-1500 — (Brasil)

Banho Maria

Modelo 102/1, FANEN, SP, Brasil.

Campo Aberto para camundongos

Fabricacdo propria

Centrifuga refrigerada

Modelo 215 — Fanem (Brasil)




Crondmetros

Incoterm, Brasil

Deionizador USF

Elga, USA

Equipamento de HPLC (Cromatografia
Liquida da Alta Performance) Detector de
fluorescéncia e eletroquimico

Shimadzu, Japao

Freezer (-75°C)

Legacy Sistem, U.S.A

Guilhotina

Harvard, USA

Homogeinizadores manuais

Bellico, USA

Labirinto em cruz elevado para camundonogs

Fabricacdo propria

Material cirdrgico

Micropipetas, H.E.

Pedersen, Dinamarca

Placa Perfurada

Ugo Basile, Italy

Equipamento do Rota Rod

Ugo Basile, Italy

Sonicador

Modelo PT 10-35. Brinkmann
Instruments Inc. NY, USA
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5 METODOS

5.1 Tratamento farmacolégico dos grupos experimentais

Antes dos experimentos, os animais foram colocados num ambiente fechado,
desprovido de barulho externo e com a temperatura constante (24 + 1° C), de modo que se
adaptassem com o ambiente do experimento e separados por grupos que variavam de 5 a 8
animais.

Os testes do campo aberto e rota rod foram realizados com os mesmos grupos de
animais da maneira descrita a seguir: primeiramente os animais, um por vez, foram colocados
no campo aberto onde foram avaliados durante 5 minutos e, em seguida, foram transferidos
para o rota rod, onde a atividade foi registrada por 1 minuto. Os outros testes
comportamentais tais como, labirinto em cruz elevado, placa perfurada e suspensio da cauda,
foram realizados com diferentes grupos de animais. Em todos os testes, com exce¢do da
suspensdo da cauda, apds a observacdo de cada animal, foi utilizado dlcool 10% para a
remocgao de residuos e odores do animal.

Para os estudos neuroquimicos, os animais foram tratados com cumarina, de
forma aguda, nas doses de 20 ou 40 mg/kg através da via intraperitoneal (i.p.). Os animais
foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado 30 min apds o tratamento. Para a
avaliacdo da atividade ansiolitica foi utilizado diazepam 1 mg/kg, i.p.

A cumarina foi dissolvida com Tween 80 a 2% e diluida em 4gua deionizada,
obtendo-se a concentracdo final de 0,5, 2,0 ou 4,0 mg/mL para ser administrada nas doses 5,
20 ou 40 mg/kg, respectivamente. Os grupos controles receberam veiculo (dgua deionizada
emulsificada a 2% com Tween 80). As drogas utilizadas ao longo dos experimentos tais
como, diazepam (1 e 2 mg/kg), flumazenil (2,5 mg/kg), imipramina (30 mg/kg), haloperidol
(0,1 mg/kg) ou levodopa + carbidopa (400 mg/kg) foram dissolvidas e diluidas diretamente

em 4gua deionizada. O volume total de solu¢do administrada nos animais foi de 10 mL/kg.

5.2 Preparacao das solucoes reagentes para o HPLC

5.2.1 Fase Mével A para deteccao fluorimétrica de aminoacidos em HPLC
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Foram utilizados 50 mM de 4cido perclérico em 20% de metanol (v/v), ajustado

para um pH de 5,5 no volume final de 250 mL.

5.2.2 Fase Mével B para deteccao fluorimétrica de aminoacidos em HPLC

Foi utilizado metanol puro grau HPLC.

5.2.3 Preparo do Reagente de Derivatizacao

Foram pesados 6,75 mg de O-Phthaldialdehyde (OPA) e adicionada em 125 pL
de etanol 99% e em 5 pL. de 2-mercaptoetanol e adicionado em seguida 1,125 mL de tampao
borato. Todo este procedimento foi realizado em capela com exaustor. Esta solucdo de
derivatizacdo foi deixada por 24 horas em repouso e em uma temperatura em torno de 20°C.
Ap06s este periodo, a solucdo foi utilizada no méximo por duas semanas, € apds a primeira
semana foi adicionadao 5 pL. de 2-mercaptoetanol. O tampao borato foi feito com 1,24 g de
bérax em dgua miliQ num volume final de 50 mL e ajustado o pH para 9,3 com hidréxido de

sodio.

5.2.4 Preparo dos padroes dos aminoacidos

Todos os aminodcidos foram preparados na concentragdo de 2,5 mmol/L ou 2,5
mM. GABA, glutamato, glicina e taurina foram solubilizados em &cido perclérico 0,1M. O
acido perclérico foi preparado adicionando 1,8 mL do 4cido e completado o volume para 300

mL com dgua mili-Q.

5.2.5 Método de utilizacao do HPLC

Para determinacdo dos niveis de aminodcidos, foi utilizado o equipamento de
HPLC (High Perfomance Liquid Chomatography). Na cromatografia liquida cldssica, um
adsorvente (alumina ou silica) € empacotado em uma coluna e € eluido por um liquido ideal
(fase mével). Uma mistura para ser separada € introduzida na coluna, e € carregada através da
mesma por liquido eluente. Se um composto da mistura (soluto) € adsorvido fracamente pela
superficie da fase s6lida estaciondria, ele atravessard a coluna mais rapidamente que um outro

soluto que seja mais rapidamente adsorvido. Entdo, a separacdo dos solutos é possivel se
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existem diferencas na adsorcdo pelo solido. Os detectores eletroquimicos pedem a
condutancia de eluente, ou a corrente associada com a oxidacdo ou reducdo dos solutos. Para
ser capaz de detectar, no primeiro caso os solutos devem ser idnicos, € no segundo caso 0s
solutos devem ter a caracteristica de serem relativamente ficeis de se oxidarem ou reduzirem.

Detectores eletroquimicos que medem corrente associada com a reducdo ou
oxidacdo de soluto sdo chamados detectores amperométricos ou colorimétricos. Neste estudo,
foi utilizado o tipo amperométrico que reage com uma quantidade muito menor de soluto, em
torno de 1 %. Todas as técnicas eletroquimicas envolvem a aplicacdo de um potencial para
um eletrodo (geralmente de carbono vitreo), oxidacdo da substancia que estd sendo estudada
proximo a superficie do eletrodo, seguindo a amplificagdo e medida da corrente produzida. As
catecolaminas sdo oxidadas nos grupos de anel hidroxil para conduzir em derivado
ortoquinona com a liberag¢ao de dois elétrons.

Uma coluna CLC-ODS(M) com comprimento de 15 cm, calibre 4,6 mm e
didmetro de particula de 3 um. da Shimadzu-Japdo, foi utilizada. A fase movel foi utilizada
em gradiente utilizando duas fases: A- NaH2PO4 (50 mM) e metanol (20% v/v), em pH 5,5;
B- metanol puro (100 %). Acido y-aminobutirico (GABA), Glutamato (GLU), Glicina (GLI) e
Taurina (TAU) foram detectados usando um detector de fluorescéncia (Modelo RF-535 da
Shimadzu, Japao) com comprimento de ondas de EX-Wavelenght (370 nm) e EM-Wavelenght
(450 nm). Os cromatogramas foram registrados e quantificados por um computador usando
um software da Shimadzu. A quantidade dos aminoécidos foi calculada por comparacao da
altura dos picos obtidos com a média dos padrdes e os resultados foram expressos em pg/g de

tecido.

ESTUDOS FARMACOLOGICOS

5.3 Avaliacao da atividade sedativa, ansiolitica e antidepressiva da cumarina em

camundongos

5.3.1 Determinacao da atividade locomotora da cumarina no teste do campo aberto

Camundongos divididos em grupos de 5 a 10 animais, foram utilizados para
determinar a atividade da cumarina em nivel de SNC, conforme descrito abaixo.
Um campo aberto, confeccionado em acrilico (paredes transparentes e piso preto,

30 x 30 x 15 cm) dividido em 9 quadrantes iguais foi utilizado para avaliar a atividade
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exploratéria dos animais: sua movimentagdo espontanea (ndimero de cruzamentos, com as
quatro patas, entre as divisdes do campo), o nimero de comportamentos de auto-limpeza
(“grooming”) e de levantar (“rearing’) registrados durante um periodo de 4 minutos, apos 1
minuto de habituacdo (ARCHER, 1973). O teste foi realizado 30 minutos apds o tratamento
com CUM (5, 20 e 40 mg/Kg, i.p.), com veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada, 10
mL/Kg, i.p.) ou diazepam (2 mg/Kg, i.p.). A tendéncia natural do animal em um ambiente
novo é a de explord-lo, apesar do conflito com o medo provocado pela situacdo nova
(MONTGOMERY, 1955). Assim, esse teste permite uma avaliagdo da atividade estimulante
ou depressora de um dado composto, podendo ainda indicar atividades mais especificas como

a ansiolitica.

5.3.2 Avaliacao da coordenaciao motora no teste do rota rod

Camundongos divididos em grupos de 4-8 animais, foram tratados com cumarina
nas doses de 5, 20 e 40 mg/kg, via i.p., veiculo (2 % de Tween 80 em &4gua destilada, 10
mL/Kg, i.p.) ou diazepam (1 mg/Kg, i.p.) como controle positivo, 30 min antes do teste. O
aparelho € constituido de uma barra de 2,5 cm de didmetro, subdividida em compartimentos
de igual largura, colocada a 25 cm de altura e girando a 12 r.p.m. Os animais sdo
selecionados, 24 h antes do teste, em sessdes de 2 min de duracdo, antes da administracdo da
substancia em estudo, sendo escolhidos aqueles que permanecerem na barra giratéria por esse
periodo. Os animais selecionados receberam o tratamento no dia do teste e, apés 30 min
foram colocados no rota rod por 1 min. Foi registrado o tempo de permanéncia na barra
giratéria (em segundos), com trés recondugdes, no méaximo, a barra. E também possivel
registrar o nimero de quedas no periodo, se ndo se limitar o nimero de reconducdes a barra.
Este teste permite avaliar se os tratamentos promovem incoordenagdo motora nos animais, por

sedacdo e/ou relaxamento muscular.

5.3.3 Determinacao da atividade ansiolitica da cumarina no teste da placa perfurada

(hole board)

O hole board consiste numa caixa quadrada de acrilico preto (50 x 50 cm) a 10
cm de altura, com 16 orificios de 2 cm de didmetro, equidistantes uns dos outros e das bordas.
Foi registrado durante 5 minutos o nimero de vezes que os animais espreitaram os orificios,

usando-se como condi¢gdo minima de espreitamento a colocagdo da cabeca nos orificios até o
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nivel das orelhas dos animais para avaliacdo de possivel acdo ansiolitica/ansiogénica da
cumarina. Um aumento no nimero e no tempo despendido espreitando os orificios implica
numa maior atividade exploratéria ou uma agao ansiolitica, assim como uma reducio nos trés
parametros, quando comparados aos valores do grupo controle, ¢ compativel com uma agao

sedativa (FILE; PELLOW, 1985).

5.3.4 Determinaciao da atividade ansiolitica da cumarina no teste do labirinto em cruz

elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) € baseado no modelo proposto, em ratos, por
Pellow et al. (1985) e validado por Lister (1987) para camundongos, e consiste de dois bragos
abertos opostos (30 x 5 x 25 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm), também opostos, em forma
de cruz grega. Os bragos abertos e fechados estdo conectados por uma plataforma central (5 x
5 cm). A plataforma, as paredes laterais dos bracos fechados e o chdo sdo confeccionados em
acrilico. O aparelho fica elevado a uma altura de 45 cm do nivel do chdo. Uma hora (v.0.) ou
meia hora (i.p.) apds os tratamentos ou o veiculo, os camundongos foram colocados no centro
do aparelho com a cabecga voltada para um dos bracos fechados e o seu comportamento
observado por 5 min (PELLOW et al., 1985).

As medidas comportamentais registradas no LCE foram: frequéncia de entradas e o
tempo despendido nos bragos abertos e nos fechados. A freqiiéncia total de entradas é obtida
pela soma simples das freqiiéncias de entradas nos bracos abertos e nos fechados. Neste
modelo, os roedores evitam os bragos abertos do labirinto, restringindo a maioria de suas
atividades aos bracos fechados. Um aumento seletivo nos parametros correspondentes aos
bracos abertos (entradas e tempo) revela um efeito ansiolitico (PELLOW et al., 1985;
PELLOW:; FILE, 1986), e o inverso ¢ verdade para compostos ansiogénicos. O nimero de

entradas nos bragos fechados avalia a atividade motora dos animais (RODGERS et al., 1997).

5.3.5 Avaliacao do envolvimento do sistema GABAérgico no efeito sedativo da cumarina

no teste do campo aberto

Uma provavel interacdo existente entre a cumarina e o flumazenil, um antagonista
competitivo dos benzodiazepinicos, foi verificado utilizando o modelo do campo aberto,
conforme descrito no item anterior, em tratamento agudo por via intraperitoneal em

camundongos. Camundongos foram separados em grupo que variaram de 6 a 10 animais por
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grupo. Os grupos foram selecionados da seguinte forma: Controle (Tween 80 a 2%), CUM
40, Diazepam 1mg/kg, Flumazenil 2,5 mg/kg, Flumazenil + Diazepam ou Flumazenil +
Cumarina. Todos os grupos foram tratados por via intraperitoneal e 30 minutos depois os
animais foram colocados na arena. Os animais tratados com flumazenil receberam 15 minutos

depois a cumarina ou Diazepam.

5.3.6 Avaliacao do envolvimento do sistema GABAérgico no efeito da cumarina no teste

da placa perfurada

Uma provavel interacio existente entre a cumarina e o flumazenil, um antagonista
competitivo dos benzodiazepinicos, foi verificado utilizando o modelo da placa perfurada,
conforme descrito no item anterior, em tratamento agudo por via intraperitoneal em
camundongos. Os grupos foram selecionados da seguinte forma: Controle (Tween 80 a 2%),
cumarina 40, Diazepam 1mg/kg, Flumazenil + Diazepam ou Flumazenil + Cumarina. Todos
os grupos foram tratados por via intraperitoneal e 30 minutos depois os animais foram
colocados na arena. Os animais tratados com flumazenil receberam 15 minutos depois a

cumarina ou o Diazepam.

5.3.7 Avaliacao do envolvimento do sistema dopaminérgico no efeito central da

cumarina no teste do campo aberto

Uma provdvel interacdo existente entre a cumarina, o haloperidol, um agente
bloqueador dopaminérgico, e a levodopa foi verificado utilizando o modelo do campo aberto,
conforme descrito anteriormente, em tratamento agudo por via intraperitoneal em
camundongos. Os grupos foram selecionados da seguinte forma: Controle (Tween 80 a 2%),
Cumarina 40, levodopa + carbidopa 400 mg/kg, Haloperidol 0,1 mg/kg, Haloperido +
Levodopa, Cumarina + Levodopa e Cumarina + Haloperidol. Todos os grupos foram tratados
por via intraperitoneal e 30 minutos depois os animais foram colocados na arena, exceto o
grupo Levodopa, tratado por via oral e testado apds 1 hora. Os animais tratados com

haloperidol receberam 30 minutos depois a cumarina.
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5.3.8 Avaliaciao do envolvimento do sistema dopaminérgico no efeito da cumarina no

teste da placa perfurada

Uma provavel interagdo existente entre a cumarina € o haloperidol, um agente
bloqueador dopaminérgico, foi verificado utilizando o modelo da placa perfurada, conforme
descrito anteriormente, em tratamento agudo por via intraperitoneal em camundongos. Os
grupos foram selecionados da seguinte forma: Controle (Tween 80 a 2%), Cumarina 40,
Levodopa 400 mg/kg, Haloperidol 0,1 mg/kg, Levodopa + Haloperidol, Cumarina +
Haloperidol e Cumarina + Levodopa. Todos os grupos foram tratados por via intraperitoneal e
30 minutos depois os animais foram colocados na arena, exceto o grupo Levodopa, tratado
por via oral e testado apds 1 hora. Os animais tratados com haloperidol receberam 30 minutos

depois a cumarina.

5.3.9 Avaliacao da atividade antidepressiva da cumarina no teste da suspensiao da cauda

Trata-se de uma modificacdo do teste proposto por Stéru et al. (1985) para avaliar
possiveis acdes antidepressivas. O procedimento experimental consiste em suspender os
animais pela cauda, por um periodo de 6 min, no qual é registrado o tempo total de
imobilidade para cada animal, além da laténcia para a apresentacdo de tal comportamento, a
partir do segundo minuto. Os antidepressivos em geral aumentam a laténcia para a

imobilidade e reduzem o tempo de imobilidade apresentado pelos animais (CRYAN;

MARKOU; LUCKI, 2002).

ESTUDOS NEUROQUIMICOS

5.4 Dissecacao das areas cerebrais (Cortex pré-frontal e hipocampo)

Logo apds os testes comportamentais os animais foram sacrificados por rapida
decapitacdo e os encéfalos foram retirados rapidamente e colocados sobre papel aluminio em
uma placa de Petri com gelo.

Para a retirada do cértex pré-frontal (CPF), a porcao anterior dos lobos frontais
(em torno de 1,5 mm a partir do bulbo olfatério) foi removida e feita uma seccdo bilateral

com o auxilio de uma tesoura de microdissecacdo (MACHADO, 2000).
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Como as dreas corticais dos camundongos sdo geralmente menos evoluidas,
menos diferenciadas e menos segregadas que o cortex cerebral de primatas existia uma
controvérsia na literatura se realmente primatas e roedores possuiam cortex frontal. A
conclusdo (UYLINGS; GROENEWEGEN; KOLB, 2003) é que estes animais possuem um
cortex frontal que pode ser definido anatomicamente e funcionalmente como cortex pré-
frontal, o qual € subdividido em uma regido orbital-simile e outra regido que pode incluir as
estruturas dorsolateral e anterior cingulado-simile.

Ap6s a retirada do CPF, acompanhando a fissura sagital mediana, a camada
cortical cerebral foi retirada das leptomeninges com o auxilio de uma pinga reta de
microdissecacdo, a qual, progredindo delicada e tangencialmente aos ventriculos laterais,
divulsionou o cértex em toda a sua extensdo fronto-occiptal. O cortex ja divulsionado foi
rebatido para os lados, expondo parte do hipocampo. O hipocampo (HC) foi isolado das
estruturas circunjacentes por divulsionamento com uma tesoura de microdissecagao.

Terminada a dissecagdo, cada drea (CPF e HC) foi colocada em papel aluminio
sobre gelo devidamente identificada, pesada e conservada a -70 °C para uso posterior.
Quando necesséria a estocagem por um certo periodo de tempo (no maximo 3 meses a -70 °C)
os tecidos foram considerados como tendo a mesma viabilidade para experimentacdo que os

ensaiados imediatamente ou 24 h ap6s a dissecacdo (BURKE; GREENBAUN, 1987).

5.5 Doseamento de aminoacidos em homogenatos de areas cerebrais (cortex pré-frontal

e hipocampo) de camundongos tratados com cumarina

Os camundongos foram tratados de forma aguda com solu¢do controle (Tween 80
A 2%), CUM 20 ou 40 mg/kg, i.p. ou Diazepam (1 mg/kg, i.p.). Logo apds os testes
comportamentais eles foram sacrificados por decapitagdo em guilhotina e as regides cerebrais
foram imediatamente removidas e colocadas em papel aluminio sobre uma placa de Petri
conservada em gelo. O cortex pré-frontal e o hipocampo foram dissecados como descrito
anteriormente. Foi feito um tampao utilizando um volume de 10% da area cerebral com 0,1 M
de acido perclérico e uma aliquota de 20 pL foi derivatizada com a mesma quantidade de
reagente de derivatizacdo (solu¢do alcodlica de o-ftaldialdeido na presenca de 2-
mercaptoetanol) e, em seguida injetado na coluna do HPLC (high performance liquid
chromatography), para deteccdo fluorimétrica por um gradiente de concentracdo. As
concentracoes de aminodcidos foram determinadas utilizando curvas padrdo para cada

aminodcido e os resultados foram expressos em pg/g de tecido.
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5.6 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism
versao 5.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego California EUA.

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

Em todas as andlises estatisticas, os valores foram representados pela Média +
Erro Padrao da Média (EPM) com o ndmero de animais entre parénteses e foi considerado o

nivel critico para rejei¢do da hipétese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05).
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6 RESULTADOS

ESTUDOS FARMA COLOGICOS

6.1 Determinacio da atividade sedativa da cumarina no teste do campo aberto

A atividade locomotora espontinea (ALE), rearing e grooming foram os
parametros analisados e os resultados foram expressos como nimero de travessias, de rearing
e grooming. A cumarina em todas as doses utilizadas [Smg/kg: 29,02 + 7,07 (10); 20mg/kg:
19,4 + 4,69 (10); 40mg/kg: 15,83 + 8,4 (6)] diminuiu a atividade locomotora [F(4,40)= 44,45;
p<0,0001] quando comparada ao controle [62,3 + 11,97 (10)]. Nas doses maiores, a cumarina
reduziu a atividade locomotora em comparagdo com o grupo do diazepam (Figura 2). O
diazepam 2 mg/kg, 1.p., usado como droga padrdo, reduziu a atividade locomotora em relagao
aos controles. [DZP-2: 28,8 + 7,53 (5); controle: 62,3 + 11,97 (10)].

De maneira semelhante a cumarina diminuiu o nimero de rearing [F(4,44)=
18,62; p<0,0001] em todas as doses utilizadas [Smg/kg: 19,8 + 4,42 (10); 20mg/kg: 10,0 £
6,24 (10); 40mg/kg: 4,0 £ 5,27 (10)] quando comparado com o controle [26,2 + 10,94 (10)].
Da mesma forma, diazepam 2 mg/kg, i.p. também diminuiu o nimero de rearing [DZP-2: 4,2
+ 1,3 (5)] comparando com o controle [26,2 + 10,94 (10)] (Figura 3)

Quanto ao nimero de grooming (Figura 4), a cumarina somente diminuiu esse
parametro nas maiores doses [20mg/kg: 1,4 + 1,26 (10); 40mg/kg: 1,0 £ 0,93 (8)] comparando
com os controles [2,8 + 1,23 (10)]. Diazepam 2 mg/kg, i.p., também diminuiu este parametro

[DZP-2: 1,6 £ 1,14 (5)] comparando com o grupo controle [2,8 + 1,23 (10)].
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FIGURA 2 - Efeito da cumarina e diazepam sobre a atividade locomotora espontinea no teste do campo
aberto. Controle (veiculo), cumarina (CUM: 5, 20 ou 40 mg/kg) ou diazepam (DZP: 2 mg/kg) (i.p.) foram
administrados 30 min antes do experimento. Os valores da figura representam a média + EPM do niimero
de travessias durante 5 min. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos com p<0,05. a, b, ¢ e d comparados ao controle, cumarina
CUM 5, CUM 20 e CUM 40, respectivamente.



47

I
e

w
o
|

Numero de Rearing
%

104
a,b a,b
—_
N ] B
Controle CUM 5 CUM 20 CUM 40 DzpP2

FIGURA 3 - Efeito da cumarina e diazepam sobre o nimero de rearing no teste do campo aberto.
Controle (veiculo), cumarina (CUM: 5, 20 ou 40 mg/kg) ou diazepam (DZP: 2 mg/kg) (i.p.) foram
administrados 30 min antes do experimento. Os valores da figura representam a média + EPM do niimero
de rearing durante 5 min. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos com p<0,05. a, b, ¢ e d comparados ao controle, CUM 5,
CUM 20 e CUM 40, respectivamente.
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FIGURA 4 - Efeito da cumarina e diazepam sobre o nimero de grooming no teste do campo aberto.
Controle (veiculo), cumarina (CUM: 5, 20 ou 40 mg/kg) ou diazepam (DZP: 2 mg/kg) (i.p.) foram
administrados 30 min antes do experimento. Os valores da figura representam a média + EPM do niimero
de grooming durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student
Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos com p<0,05. a e b quando comparados ao
controle e CUM 5, respectivamente.
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6.2 Determinacao de alteracoes na coordenacao motora dos animais pelo teste do Rota
Rod

Os animais tratados com cumarina nas doses de 5, 20 ou 40mg/kg ndo
apresentaram alteragdes significativas (p > 0,05) no nimero de quedas (Tabela 1) [(NQ)
Smg/kg: 0,8 £ 1,09 (5); 20mg/kg: 2,0 £ 1,41 (5); 40mg/kg: 0,5 = 1,0 (4)] ou no tempo de
permanéncia na barra (Tabela 2), em segundos, [(TP) Smg/kg: 54,2 + 7,95 (5); 20mg/kg: 37,2
+ 18,78 (5); 40mg/kg: 58,2 £ 4,02 (5)] em relagdo ao grupo controle [(NQ) controle: 0,4 +
0,55 (5); (TP) controle: 53,8 +7,36 (5)].

Como padrio positivo, o diazepam 2 mg/kg, i.p. aumentou o nimero de quedas
(NQ) e diminuiu o tempo de permanéncia (TP) na barra quando comparado ao grupo controle

(NQ: 2,50 £0,19 (8); TP: 35,25 0,67 (8)) (Tabelas 1 e 2).

TABELA 1 - Efeito da cumarina sobre o niimero de quedas e o tempo de permanéncia
na barra no teste do rota rod.

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

Controle - 0,4 +0,55 (5) 53,8 £7,36 (5)

CUM 5 0,8 +£1,09 (5) 54,2 +7,95 (5)

CUM 20 2,0+ 1,41(5) 37,2 £ 18,78 (5)

CUM 40 0,5+1,04) 58,2 +4,02 (5)

Dzp 2 2,50 £ 0,19 (8)* 35,25 +£0,67 (8)

Os valores representam a média + EPM do nimero de quedas. O nimero de animais estd representado entre
parénteses. Para andlise estatistica foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido por Dunns
como teste post hoc. Valores significativos: *p<0,05 vs controle.

6.3. Determinacao da atividade ansiolitica da cumarina no teste da placa perfurada (hole

board)

Neste modelo experimental, ap6s a administracdo aguda de cumarina na dose de
40 mg/kg, 1.p., foi observada uma significante diminui¢do do nimero de vezes que o animal
colocou a cabeca no orificio da placa perfurada (head dips) [F(4,31)= 19,51; p<0,0001]
[Smg/kg: 20,0 + 7,05 (5); 20mg/kg: 17,67 £ 4,56 (6); 40mg/kg: 5,0 = 0,53 (8)] quando
comparado ao grupo controle [30,2 + 4,64 (5)] (Figura 5).
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O efeito do diazepam (DZP) 1 mg/kg, i.p., administrado 30 min antes do teste da
placa perfurada é também mostrado na Figura 5. Comparado ao grupo controle, os animais
tratados com diazepam manifestaram um aumento do nimero de head dips, [DZP-1: 46,13 +

2,89 (8)].
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FIGURA 5 - Efeito da cumarina e diazepam sobre o nimero de head dips no teste da placa perfurada.
Controle (veiculo), cumarina (CUM: 5, 20 e 40 mg/kg, i.p.) ou diazepam (DZP; 1 mg/kg,i.p.) (i.p.) foram
administrados 30 min antes do experimento. Os valores representam a média + EPM do niimero de head
dips durante 5 min. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls
como teste post hoc. Valores significativos com p<0,05. a, b, ¢ e d comparados ao controle, CUM 5, CUM
20 e CUM 40, respectivamente.

6.4. Determinacao da atividade ansiolitica da cumarina no teste do labirinto em cruz

elevado

O tratamento agudo com as doses de 5, 20 ou 40 mg/kg, i.p. de cumarina diminuiu
o NEBA [F(4,43)= 21,69; p= 0,0001] no teste do labirinto em cruz elevado (Figura 6) nas
maiores doses [20 mg/kg: 4,11 £ 0,59 (9); 40 mg/kg: 2,89 £+ 0,45 (9)] comparando com o
controle [6,11 £ 0,56 (9)], assim como diminuiu TPBA [F(4,44)= 12,21; p< 0,0001] (Figura
7) em todas as doses [5 mg/kg: 73,33 + 8,9 (9); 20 mg/kg: 64,22 + 8,37 (9); 40 mg/kg: 37,44
+ 6,12 (9)] comparando com o controle [119 + 18,32 (10)]. Também foi observada uma
diminui¢do no PEBA [F(4,43)= 7,73; p= 0,0001] (Figura 8) e PTBA [F(4,43)= 19,43; p<
0,0001] (Figura 9) com as doses de cumarina [PEBA= 5 mg/kg: 37,44 + 3,05 (9); 20 mg/kg:
40,98 + 4,59 (9); 40 mg/kg: 34,11 £ 3,99 (9); controle: 54,14 + 4,28 (9); PTBA= 5 mg/kg:
23,78 £ 3,01 (9); 20 mg/kg: 24,01 + 3,31 (8); 40 mg/kg: 14,13 £ 2,18 (9); controle: 44,5 +
6,45 (10)].
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Diazepam 1 mg/kg aumentou todos os parametros: NEBA [9,0 + 0,33 (8)]; TPBA
[136,1 + 8,18 (8)]; PEBA [57,71 + 1,53 (8)] e PTBA [61,81 + 4,13 (8)] em relagdo aos
controles (Figuras 6,7, 8 e 9).
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FIGURA 6 - Efeito da cumarina e diazepam sobre o niimero de entradas nos bracos abertos (NEBA) no
teste do labirinto em cruz elevado. Controle (veiculo), cumarina (5, 20 ou 40 mg/kg, i.p.) ou diazepam
(DZP: 1 mg/kg) (i.p.) foram administrados 30 min antes do experimento. Os valores representam a média
+ EPM do nimero de entradas nos bracos abertos (NEBA) durante 5 min. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos p<0.05.
a, b, ¢ e d comparados ao controle, CUM 5, CUM 20 e CUM 40, respectivamente.
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FIGURA 7 - Efeito da cumarina e diazepam sobre o tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) no
teste do labirinto em cruz elevado. Controle (veiculo), cumarina (5, 20 ou 40 mg/kg, i.p.) ou diazepam
(DZP: 1 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 min antes do experimento. Os valores representam a média +
EPM do tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) durante 5 min. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos p<0.05.
a, b, ¢ e d comparados ao controle, CUM 5, CUM 20 e CUM 40, respectivamente.
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FIGURA 8 - Efeito da cumarina e diazepam sobre a percentagem de entrada nos bracos abertos (PEBA)
no teste do labirinto em cruz elevado. Controle (veiculo), cumarina (5, 20 ou 40 mg/kg, i.p.) ou diazepam
(DZP: 1 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 min antes do experimento. Os valores representam a média +
EPM da percentagem de entrada nos bracos abertos (PEBA) durante 5 min. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos p<0.05.
a, b, ¢ e d comparados ao controle, CUM 5, CUM 20 e CUM 40, respectivamente.
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FIGURA 9 - Efeito da cumarina e diazepam sobre a percentagem do tempo de permanéncia nos bracos
abertos (PTBA) no teste do labirinto em cruz elevado. Controle (veiculo), cumarina (5, 20 ou 40 mg/kg,
i.p.) ou diazepam (DZP: 1 mg/kg) (i.p.) foram administrados 30 min antes do experimento. Os valores
representam a média + EPM da percentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos (PTBA)
durante 5 min. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como
teste post hoc. Valores significativos p<0.05. a, b, ¢ e d comparados ao controle, CUM 5, CUM 20 e CUM
40, respectivamente.
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6.5 Avaliacao da participacao do sistema GABAérgica no efeito sedativo da cumarina no

teste do campo aberto

A relagdo entre a CUM e o flumazenil foi verificada apds tratamento agudo por
via intraperitoneal no teste do campo aberto em camundongos avaliando-se 0s movimentos
exploratorios, caracterizados pelo niimero de travessias, o nimero de rearing e grooming.

A CUM na dose de 40 mg/kg [15,5 + 3,46 (6)] foi capaz de reduzir a atividade
locomotora dos animais [F(5,50)= 9.01; p< 0.0001], assim como o DZP-1 [24,0 + 2,79 (8)],
quando comparados ao grupo controle [45,1 + 4,66 (10)]. O FLU-2,5 administrado sozinho
[45,7 = 3,61 (10)], conforme esperado, ndo apresenta diferenca em relacdo ao controle e
administrado junto com a CUM [24,33 + 2,66 (9) ndo reverte o efeito da droga testada.
Porém, reverte o efeito do diazepam [39,13 + 6,06 (8)], conforme mostrado na Figura 10.
Resultados semelhantes foram também obtidos nos outros dois pardmetros analisados, o
rearing [F(5,51)= 8,1; p< 0,0001] (Figura 11) e no grooming [F(5,55)= 4,05; p= 0,0037]
(Figura 12).
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FIGURA 10 - Avaliacao do envolvimento do sistema GABAérgico no efeito sedativo da CUM no teste do
campo aberto. Controle (veiculo), camarina (CUM: 40 mg/kg) ou diazepam (DZP: 1 mg/kg) (i.p.), quando
sozinhos, foram administrados 30 min antes do experimento; quando associados, foram administrados 15
min apds a administracio de flumazenil (FLU: 2,5 mg/kg) e, entdo, 30 min depois foram submetidos aos
experimentos. Os valores da figura apresentam a média + EPM do nimero de travessias durante 5 min.
Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc.
Valores significativos com p<0.05. a, b, ¢, d e e comparados ao controle, CUM 40, DZP-1, FLU-2,5 e DZP-
1 + FLU-2,5, respectivamente.
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FIGURA 11 - Avaliacdo do envolvimento do sistema GABAérgico no efeito sedativo da CUM no teste do
campo aberto. Controle (veiculo), cumarina (CUM: 40 mg/kg) e diazepam (DZP: 1 mg/kg), quando
sozinhos, foram administrados 30 min antes do experimento; quando associados, foram administrados 15
min apés a administracido de flumazenil (FLU: 2,5 mg/kg) e, entdo, 30 min depois foram submetidos ao
experimento. Os valores da figura apresentam a média + EPM do nimero de rearing durante 5 min. Para
analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores
significativos com p<0.05. a, b, ¢ e d quando comparados ao controle, CUM 40, DZP-1 e FLU-2,5,
respectivamente.
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FIGURA 12 - Avaliacao do envolvimento do sistema GABAérgico no efeito sedativo da CUM no teste do
campo aberto. Controle (veiculo), cumarina (CUM: 40 mg/kg) ou diazepam (DZP: 1 mg/kg) (i.p.), quando
sozinhos, foram administrados 30 min antes do experimento; quando associados, foram administrados 15
min apés a administracio de flumazenil (FLU: 2,5 mg/kg) e, entdo, 30 min depois foram submetidos ao
experimento. Os valores da figura apresentam a média + EPM do nimero de grooming durante 5 min.
Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc.
Valores significativos com p<0.05. a, b, c e d quando comparados ao controle, CUM 40, DZP-1 e FLU-2,5,
respectivamente.
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6.6 Determinacio da participacao do sistema GABAérgico no efeito da cumarina no

teste da placa perfurada (hole board)

Para pesquisar a participagdo de mecanismos gabaérgicos no mecanismo de acao
da CUM em relacdo a seu efeito ansiogénico, utilizamos o flumazenil, o diazepam e a propria
CUM por via intraperitoneal administrados isoladamente ou associados no teste da placa
perfurada em camundongos.

A andlise do envolvimento dos receptores benzodiazepinicos no efeito da CUM
mostrou que o grupo (FLU-2,5 + CUM 40, i.p.) ndo alterou o efeito depressor da cumarina no
parametro avaliado, diminui¢do do nimero de vezes que o animal colocou a cabeca no buraco
da placa perfurada (head dips), [4,62 = 1,31 (8)] [F(4,38)= 54,62; p< 0,0001] (Figura 13)
quando este grupo foi comparado ao grupo da CUM 40 [5,0 £ 0,53 (8)]. A associacao (FLU-
2,5 + DZP-1) reverteu o efeito ansiolitico do diazepam no parametro analisado [FLU-2,5 +

DZP-1: 5,0 £ 1,53 (8); DZP-1: 46,13 +£2,89 (8)].

60-
_g_ a,b
S
§ 40-
2
3 I
0 ool
P 20
E a a,c a,c
= hinhdl
MR [ p&ew
0\0 @ Q’\ Q'\ b‘Q
< S & & S
0 x
) x
af o2
13 &

FIGURA 13 - Efeito da cumarina e diazepam sozinhos ou associados com flumazenil sobre o nimero de
head dips no teste da placa perfurada. Controle (veiculo), cumarina (CUM: 5, 20 ou 40 mg/kg) ou
diazepam (DZP: 1 mg/kg) (i.p.), quando sozinhos, foram administrados 30 min antes do experimento;
quando associados, foram administrados 15 min apés a administracao de flumazenil (FLU: 2,5 mg/kg) e,
entio, 30 min depois foram submetidos ao experimento. Os valores da figura representam a média + EPM
do nimero de head dips durante 5 min. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student
Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos p<0,0001. a, b e ¢ quando comparados ao
controle, CUM 40 e DZP-1, respectivamente.



55

6.7 Determinacao do envolvimento do sistema dopaminérgico no efeito central da

cumarina no teste do campo aberto

O envolvimento dos receptores dopaminérgicos no efeito da cumarina por via
intraperitoneal foi verificado no teste do campo aberto em camundongos, utilizando a L-dopa
400 mg/kg (v.0.) e o antagonista dos receptores dopaminérgicos, o haloperidol (HALO)
0,Img/kg. Os parametros avaliados neste experimento foram os movimentos exploratdrios,
caracterizados pelo ndimero de travessias, nimero de rearing e grooming.

A CUM na dose de 40 mg/kg [15,5 + 3,46 (6)] foi capaz de reduzir a atividade
locomotora dos animais [F(6,60)= 56,80; p< 0,0001], assim como a L-DOPA 400, que levou
a uma diminui¢do menos acentuada [26,9 + 3,43 (10)], quando comparados ao grupo controle
[62,3 + 3,79 (10)]. O HALO administrado sozinho [9,3 + 1,65 (10)], conforme o esperado,
diminuiu significantemente a atividade locomotora dos animais em relagdo ao controle, assim
como sua administra¢io associada com a CUM [CUM 40 +HALO 0,1: 4,28 £ 1,5 (7)] acentua
os efeitos da droga testada e da L-DOPA [26,9 + 3,43 (10)], conforme detalhado na Figura
14. Resultados semelhantes foram também obtidos nos outros dois parametros analisados, o
rearing [F(6,78)= 28,62; p< 0,0001] (Figura 15) e no grooming [F(6,71)= 12,08; p< 0,0001]
(Figura 16).
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FIGURA 14 - Avaliacio do envolvimento do sistema dopaminérgico no efeito central da CUM no teste do
campo aberto. Controle (veiculo), cumarina (CUM: 40 mg/kg), haloperidol (HALO: 0,1 mg/kg) (i.p.) ou L-
dopa (L-DOPA: 400 mg/kg) (v.0), quando sozinhos, foram administrados 30 min ou 60 min antes do
experimento; ou quando associados, foram administrados 30 min apés a administracio do HALO e,
entio, 30 min depois foram submetidos ao experimento. Os valores da figura apresentam a média + EPM
do niimero de travessias durante 5 min. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student
Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos com p<0,05. a, b e ¢ quando comparados ao
controle, CUM 40 e L-DOPA 400, respectivamente.
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FIGURA 15 - Avaliacdo do envolvimento do sistema dopaminérgico no efeito central da CUM sobre o
nimero de rearing no teste do campo aberto. Controle (veiculo), cumarina (CUM: 40 mg/kg), haloperidol
(HALO: 0,1 mg/kg) (i.p.) ou L-dopa (L-DOPA: 400 mg/kg) (v.0.) quando sozinhos, foram administrados
30 min ou 60 min antes do experimento; ou quando associados, foram administrados 30 min apds a
administracdo do HALO e, entido, 30 min depois foram submetidos ao experimento. Os valores da figura
apresentam a média + EPM do nimero de rearing durante 5 min. Para analise estatistica foi utilizado
ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos com p<0.05. a, b, ¢
e d quando comparados ao controle, CUM 40, L-DOPA 400 e HALO + L-DOPA, respectivamente.
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FIGURA 16 - Avaliacdo do envolvimento do sistema dopaminérgico no efeito central da CUM sobre o
nimero de grooming no teste do campo aberto. Controle (veiculo), cumarina (CUM: 40 mg/kg),
haloperidol (HALO: 0,1 mg/kg) (i.p.) ou L-dopa (L-DOPA: 400 mg/kg) (v.0), quando sozinhos, foram
administrados 30 min ou 60 min antes do experimento; quando associados, foram administrados 30 min
apos a administracio do HALO e, entao, 30 min depois foram submetidos ao experimento. Os valores da
figura representam a média + EPM do nimero de grooming durante 5 min. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos com
p<0.05. a, b e ¢ quando comparados ao controle, CUM 40 e L-DOPA 400, respectivamente.
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6.8 Determinacao do envolvimento do sistema dopaminérgico no efeito da cumarina

sobre o nimero de head dips no teste da placa perfurada

O envolvimento dos receptores dopaminérgicos no efeito central da cumarina foi
verificado em experimento agudo determinado através do teste da placa perfurada em
camundongos por via intra-peritoneal conforme descrito em Materiais e Métodos, utilizando a
L-dopa 400 mg/kg (v.0.) e o seu antagonista, o haloperidol (HALO) 0,1mg/kg. O parametro
avaliado neste experimento foi o nimero de vezes que o animal colocou a cabe¢a no buraco
da placa perfurada (head dips).

A CUM na dose de 40 mg/kg [6,0 = 1,1 (9)] foi capaz de reduzir o nimero de
head dips, como visto anteriormente, [F(6,67)= 12,61; p< 0,0001], assim como a L-DOPA
400, que levou a uma diminui¢do menos acentuada [16,58 + 1,8 (12)] quando comparados ao
grupo controle [29,09 + 5,62 (11)]. O HALO administrado sozinho [6,08 + 1,04 (12)]
diminuiu de maneira semelhante o nimero de head dips em relagdo ao controle, assim como
sua administragdo concomitante com a CUM [CUM 40 +HALO 0,1: 8,57 + 1,72 (7)]. Neste
teste, ndo houve diferenca significativa entre o grupo que recebeu somente L-DOPA e o que

recebeu a associacdo HALO + L-DOPA [11,57 + 1,76 (7)] (Figura 17).
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FIGURA 17 - Avaliacdo do envolvimento do sistema dopaminérgico no efeito sedativo da CUM sobre o
nimero de head dips no teste da placa perfurada. Controle (veiculo), cumarina (CUM: 40 mg/kg),
haloperidol (HALO: 0,1 mg/kg) (i.p) ou L-dopa (L-DOPA: 400 mg/kg) (v.0.) quando sozinhos, foram
administrados 30 min ou 60 min antes do experimento; ou quando associados, foram administrados 30
min apo6s a administracio do HALO e, entio, 30 min depois foram submetidos ao experimento. Os valores
da figura apresentam a média + EPM do nimero de grooming durante 5 min. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos com
p<0.05. a, b e ¢ quando comparados ao controle, CUM 40 e L-DOPA 400, respectivamente.
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6.9 Determinacao da atividade antidepressiva da cumarina no teste da suspensao da

cauda (tail suspension)

Neste experimento, a administracdo intraperitoneal de cumarina aumentou o
tempo de imobilidade [F(4,45)= 33,9; p< 0,0001] nas doses maiores [20 mg/kg: 137,8 £ 22,57
(8); 40 mg/kg: 194 £ 10,67] relacionando ao grupo controle [91,6 £ 7,94 (10)] (Figura 18).
Pelo contrario, a imipramina 30 mg/kg, utilizada como controle positivo, diminuiu o tempo de

imobilidade [IMI-30: 22,44 + 2,86 (9)] em relacdo ao controle.
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FIGURA 18 - Efeito da cumarina e imipramina sobre o tempo de imobilidade no teste da suspensao da
cauda. Controle (veiculo), camarina (CUM: 5, 20 e 40 mg/kg) ou imipramina (IMI: 30 mg/kg) (i.p.) foram
administrados 30 min antes do experimento. Os valores da figura representam a média + EPM do tempo
de imobilidade (s) durante 6 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student
Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos p<0.05. a, b, ¢ e d: p<0.05 se comparados ao
controle, CUM 5, 20 e 40, respectivamente.
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ESTUDO NEUROQUIMICO

6.10 Dosagem de aminoacidos em coértex pré-frontal e hipocampo de camundongos

tratados com cumarina através de HPLC

Cortex pré-frontal

A Figura 19 mostra os resultados, ap6s administragdoes de cumarina (CUM 20 ou
40 mg/kg, i.p.) ou diazepam (DZP1 1 mg/kg, i.p.), sobre os niveis de aminoacidos (umol/g de
tecido) em cortex pré-frontal de camundongos. Os niveis de GABA aumentaram em 24, 19 e
398% respectivamente, apds cumarina (CUM20: 618,3 + 24,88; CUM40: 584,2 + 32.24) e
diazepam (DZP1: 1876 £ 303,8) quando comparados aos controles (471,7 £+ 8,325) [F (3, 30)
= 193,3; p<0,0001]. Cumarina elevou para 76% as concentracdes de GLU, somente na dose
de 20 mg/kg (1479 + 52,04) e o diazepam reduziu de maneira significativa o nivel deste
aminoécido (177,4 £ 50,48) comparado ao controle (360,7 £ 62,73) [F (3, 30) = 161,5;
p<0,0001]. Porém, nenhuma alteracdo foi verificada nos valores de GLU ap6s o tratamento
com cumarina na dose de 40 mg/kg (383,6 + 13,38) quando comparados ao grupo controle.
Além disso, a maior dose de cumarina elevou os niveis de GLI (CUM40: 499,3 + 37,23)
enquanto o diazepam reduziu (255,6 + 50,41) quando comparado ao grupo controle (388,5 +
27,74) [F (3, 30) = 8,366; p=0,0004]. Concentragdes elevadas de TAU [F (3, 30) = 37,45; p <
0,0001] foram observadas apds a cumarina, na dose de 20 mg/kg (CUM20: 729,4 + 54,07), e
diazepam (1418 + 216,4), comparando ao controle (324,5 +26,92).
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FIGURA 19. Efeitos da cumarina sobre os niveis de aminoacidos em cértex pré-frontal. Controle
(veiculo), cumarina (20 ou 40 mg/kg) (i.p.) ou diazepam 1 mg/kg foram administrados 30 min antes do
experimento. Dados em pmol/g de tecido sdo apresentados como média + EPM (n = 7-9). a, b e ¢ quando

comparados aos controles, CUM 20 e 40, respectivamente. GABA: acido Y- aminobutirico; GLU:

glutamato; GLI: glicina; TAU: taurina.



umol/g de tecido

61

Hipocampo

Nao foram observadas diferencas significativas nas concentracdes de GLI no
hipocampo de camundongos, apds a administracdo da cumarina (20 ou 40 mg/kg, i.p.) ou
diazepam (1 mg/kg, 1.p.). Todavia, os niveis de GLU reduziram-se de maneira
estatisticamente significante apds a dose de 40 mg/kg (296,9 + 0,9767) e diazepam (181 +
53,63), comparando-se aos controles (388,0 + 28,62) [F (3,30) = 10,39; p=0,0001]. Nenhum
efeito significante foi observado nos niveis de GABA e TAU apds administragdao de cumarina
em ambas as doses. Além disso, as concentragdes de GABA [F (3, 30) = 70,03; p<0,0001] e
TAU [F (3, 30) = 84,10; p<0,0001] foram elevadas apds administracao de diazepam (GABA=
1555 + 169,9; TAU: 1525 + 172,5) quando comaradas ao grupo controle (GABA=460,4 +
6,92; TAU=333,1 + 25,82) (Figura 20).
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FIGURA 20. Efeitos da cumarina sobre os niveis de aminoacidos em hipocampo. Controle (veiculo),
cumarina (20 e 40 mg/kg) ou diazepam (1 mg/kg) (i.p.) foram administrados 30 min antes do experimento.
Dados em pmol/g de tecido sao apresentados como média + EPM (n = 7-9). a, b e ¢ quando comparados

aos controles, CUM 20 e 40, respectivamente. GABA: acido Y-aminobutirico; GLU: glutamato; GLI:
glicina; TAU: taurina.
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7 DISCUSSAO

Efeitos sedativos e ansiogénicos

Neste trabalho, os efeitos da cumarina foram estudados em varios modelos de
comportamento animal, tais como o campo aberto, rota rod, placa perfurada, labirinto em
cruz elevado e suspensdo da cauda. Estes testes sdo modelos cldssicos para triagem de
atividades sobre o sistema nervoso central em animais e fornece informacdes tais como
desempenho psicomotor, locomocao, atividades ansiolitica, miorelaxante e antidepressiva.

A cumarina foi avaliada primeiramente no teste do campo aberto, um modelo animal
classico que permite medi¢des através das quais € possivel avaliar efeitos autondmicos de
drogas e atividade geral dos animais (NOVAS e al., 1988). A cumarina, em todas as doses
utilizadas, diminuiu significantemente a atividade locomotora dos animais quando expostos a
este teste. Estes resultados sugerem uma acdo sedativa sobre o SNC caracterizada pela
diminui¢do da atividade locomotora espontanea, talvez por uma excitabilidade reduzida do
SNC (PEREZ et al., 1998).

Normalmente o procedimento consiste em confrontar o animal com a novidade do
ambiente e observar comportamentos como locomog¢do (nimero de linhas cruzadas no chao
da arena pelo animal), freqiiéncia de exploracdo vertical (rearing), tempo de autolimpeza
(grooming), defecagdo, tempo gasto para deixar a drea central. Os roedores parecem preferir a
periferia ao centro do aparelho, normalmente ambulando em contato com as paredes, ou seja,
apresentam tigmotaxia. Portanto, assim como no labirinto em cruz elevado, a tigmotaxia
estaria relacionada com a ansiedade no campo aberto (CAROLA et al., 2002; PRUT et al.,
2003).

A avaliacdo de comportamento relacionado a ansiedade em modelos animais é
baseada na garantia de que a ansiedade em animais é compardvel a ansiedade em humanos.
Mudangas comportamentais e periféricas parecem acompanhar elevada atividade nervosa
simpatica (HALL, 1936). Levando em consideracdo as diversas maneiras de manter o animal
sob estresse, € bem conhecido a partir de observagdes laboratoriais que roedores tendem
evitar dreas desprotegidas de um novo ambiente quando entram pela primeira vez neste local
(BARNETT, 1975; TREIT; FUNDYTUS, 1989).

Tem sido proposto o emprego do modelo do campo aberto na avaliagdo da
ansiedade, considerando-se que um aumento na ambulacdo do animal e maior permanéncia do

mesmo na regido central seriam indicativos de uma reducdo da ansiedade. Entretanto, esta
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proposta tem sido criticada por alguns autores, principalmente pelo fato das medidas avaliadas
poderem ser influenciadas por vdérios fatores outros além da prépria ansiedade, como
atividade locomotora e exploracdo. A novidade de uma primeira exposi¢do pode gerar
imobilidade ou extrema locomogao na periferia do aparelho (FILE, 1993).

Dados na literatura demonstraram que a redug¢do na atividade locomotora
espontinea d4 uma indicacdo do nivel de excitabilidade do sistema nervoso central
(MANSUR; MARTZ; CARLINI, 1971), e, esta reducdo pode estar relacionada com a sedacio
resultante da depressao do sistema nervoso central (PEREZ et al., 1998). O diazepam, na dose
de 2 mg/kg, diminuiu a atividade locomotora mostrando seu efeito sedativo (SOUSA et al.,
2007).

Com a administracio da CUM em camundongos, ainda no teste do campo aberto,
observamos um decréscimo do nimero de rearing de maneira dose-dependente. O rearing é
um aspecto do comportamento exploratério onde o camundongo fica em pé com apenas duas
patas e € geralmente diminuido quando o animal € colocado diante de uma nova situacio ou
em condi¢des de estresse, e pode aumentar quando drogas ansioliticas sdo administradas
(JOHANSSON; AHLENIUS, 1989).

A cumarina diminuiu o ndmero de grooming nas doses de 20 e 40 mg/kg, i.p. O
comportamento de autolimpeza ou grooming geralmente € aumentado na ansiedade ou
presenca de medo em roedores e é um indice de adaptacdo emocional a uma situacdo de
tensdo. Drogas ansioliticas diminuem o grooming no teste do campo aberto (KAMETANI,
1988).

No teste do rota rod a cumarina ndo alterou a coordenacdo motora ou causou
déficit muscular nos animais. O diazepam aumentou o niimero de quedas e diminuiu o tempo
de permanéncia na barra. A dose de diazepam utilizada foi de 2 mg/kg, dose esta que
apresenta efeito relaxante muscular (SOUSA et al., 2007). Isto sugere que a cumarina nao
exerce bloqueio neuromuscular periférico (ADZU et al., 2002).

Segundo Carlini e Burgos (1979), esse teste mede o efeito de relaxamento
muscular ou incoordenacdo motora. Nesse caso, quanto mais intenso for o efeito, menor sera
o tempo em que o animal consegue se equilibrar sobre a barra. Ressalta-se, no entanto, que se
trata de um método ndo-especifico, uma vez que mede indistintamente, efeitos neuroldgicos,
estimulantes e depressores sobre a coordenacdo motora (DALLMEIER; CARLINI, 1981).

Além do campo aberto, outra possibilidade de aumentar a aversdo de um roedor
contra uma area desprotegida é impedindo o animal de ver o ch@o ou a bancada, ou elevando

a bancada, como pode ser visto nos testes da placa perfurada e labirinto em cruz elevado,
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respectivamente. Desse modo, para verificar se a cumarina tem efeitos ansioliticos, foram
realizados mais dois testes para drogas ansioliticas, a placa perfurada e o LCE.

No teste da placa perfurada a cumarina, nas trés doses (5, 20 ou 40 mg/kg),
mostrou diminui¢do do nimero de head dips. Este teste foi estudado para explorar o potencial
ansiolitico da cumarina, onde é medido o comportamento exploratério em roedores (FILE;
WARDILL, 1975). Neste modelo, doses ndo-sedativas de benzodiazepinicos e outras drogas
ansioliticas, aumentaram o numero de head dips em camundongos, enquanto seus
antagonistas o reduziram (CRAWLEY, 1985).

Com base em estudos e informagdes de que a expressdo de um estado ansiolitico
em animais pode ser refletida por um aumento no comportamento de head dips, os resultados
deste estudo forneceram evidéncias de que a cumarina apresentou efeito ansiogénico, ao
diminuir este comportamento. Este efeito também pode ter ocorrido porque, nestas doses, a
cumarina causou reducdo da atividade locomotora dos animais. Estudos realizados com
compostos ansiogénicos, tais como, FG7142 e B-CCM, ambos derivados da B-carbolina,
mostraram que estas drogas reduziram o nudmero de head dips (TAKEDA; TSUIJI,
MATSUMIYA, 1998). Estes efeitos sugerem que a reducao no comportamento de head dips
pode refletir estado ansiogénico do animal, e que ambos os estados ansioliticos e ansiogénicos
podem ser avaliados usando o teste da placa perfurada (TAKEDA; TSUJI; MATSUMIYA,
1998).

Um outro modelo experimental utilizado para avaliagdo da ansiedade foi o
labirinto em cruz elevado (Plus-maze). Neste teste os resultados mostraram que a cumarina
foi capaz de diminuir de modo significativo o tempo de permanéncia € o nimero de entrada
nos bracos abertos. A cumarina administrada agudamente nas doses de 20 e 40 mg/kg, i.p., foi
capaz de alterar os parametros de forma significativa indicando uma atividade ansiogénica.
Este efeito provavelmente ocorre porque, nestas doses, a cumarina causou uma redu¢do na
atividade locomotora dos animais. Estudos prévios mostraram que drogas que alteram a
atividade locomotora podem levar a resultados falso positivos/negativos no LCE (ONAIVI et
al., 1992).

A ansiedade pode ser caracterizada como a antecipacdo emocional de uma
situacdo aversiva, de dificil controle e de provavel ocorréncia. Medo, no entanto, pode ser
definido como uma reacdo a uma situagcdo perigosa real e bem definida e € visto por varios
autores como uma entidade independente da ansiedade. Ainda assim, por vezes pode ser
dificil uma separacdo entre as duas. Alguns modelos animais de ansiedade evocam, pela

simples exposi¢do do animal a um novo ambiente ou estimulo, comportamentos de medo ou
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defensivos, andlogos a manifestagdes ansiosas em individuos com transtornos de ansiedade.
Por exemplo, animais expostos ao LCE apresentam um comportamento denominado de
avaliacdo de risco, o que pode ser relacionado a hipervigilancia, apresentada por individuos
ansiosos (RAMOS et al, 1997). Agentes ansioliticos aumentam e agentes ansiogénicos
reduzem a entrada e o tempo gasto nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado
(PELLOW et al., 1985).

Montgomery (1955) constatou que ratos apresentavam alto grau de exploracdo de
espacos fechados em comparacdo aos abertos e numa chance de escolha como num labirinto
em Y, preferiam consistentemente os bracos fechados. Em seu estudo, Montgomery
interpretou a aversao aos bracos abertos como sendo gerada pela neofobia (“medo da
novidade”, que induziria aversao e curiosidade) e pela elevacdo do brago aberto (RODGERS
etal., 1996).

Para melhor esclarecer o efeito sedativo apresentado pela cumarina foi utilizado o
mesmo modelo do campo aberto e o diazepam como ansiolitico de referéncia, e ainda, a
associacdo com o flumazenil, antagonista competitivo dos receptores benzodiazepinicos
(BDZs). Os resultados demonstraram que a CUM na dose de 40 mg/kg, i.p. apresentou efeito
oposto ao diazepam, diminuindo bastante a atividade locomotora. O flumazenil ndo reverteu
os efeitos da CUM, mas como esperado, reverteu os efeitos do diazepam, sendo estes efeitos
observados também nos outros dois parametros estudados neste modelo do campo aberto
(rearing e grooming).

O flumazenil € um derivado imidabenzodiazepina, € um dos vérios derivados 1,4-
benzodiazepinico com alta afinidade pelo receptor benzodiazepinico que age como
antagonista competitivo. Ele € o tinico antagonista dos receptores BDZs utilizado na clinica,
onde sua agdo consiste em bloquear algumas das a¢des dos BDZs, porém nao antagoniza os
efeitos de outros sedativos-hipnéticos no SNC como etanol, opidides e anestésicos gerais. O
flumazenil também € utilizado como droga para o diagndstico de intoxica¢do pelos BDZs.
Flumazenil liga-se especificamente aos receptores BDZs no cérebro bloqueando os efeitos
comportamentais, neuroldgicos e eletrofisi6logicos de varios benzodiazepinicos, mas ¢&
desprovido de efeitos farmacolégicos (KLEINGEIST et al., 1998). Diante disto, os resultados
sugerem que a cumarina ndo apresenta um mecanismo de acao similar aos benzodiazepinicos
ou ndo age no sitio de acdo dos benzodiazepinicos.

Procurando esclarecer melhor este efeito sedativo provocado pela cumarina, foi
utilizado o modelo da placa perfurada, associando-se o flumazenil e a cumarina. Os resultados

obtidos mostraram que a cumarina na dose de 40 mg/kg, i.p., tem um efeito oposto ao
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diazepam, e a associacdo com o flumazenil diminuiu bastante o nimero de head dips, de
maneira similar a resposta da cumarina sozinha.

Estudos realizados por Takeda, Tsuji e Matsumiya (1998), demonstraram que,
ansioliticos benzodiazepinicos, tais como, o diazepam e o clordiazepdxido, apresentaram
efeitos consistentes no comportamento de head dips no teste da placa perfurada, ou seja,
ambos aumentaram o nimero de head dips em doses que estes compostos ndo produziam
sedacdo. Esta observacdo € consistente com resultados anteriores, que mostraram aumento na
freqiiéncia de head dips apds inje¢des de doses ndo sedativas de diazepam.

Ainda com o intuito de esclarecer as alteracdes ocorridas na atividade locomotora
dos animais, verificamos o envolvimento do sistema dopaminérgico. Em relacdo aos efeitos
da cumarina ja vistos no teste do campo aberto e levando em consideracdo que alguns autores
afirmam que os receptores dopaminérgicos D1 e D2 interagem na locomog¢do e na
estereotipia; e ainda, que a locomog¢ao depende da ativagdo dos receptores D1 (STARR et al.,
1989), enquanto o comportamento estereotipado depende do receptor D2, pode-se sugerir que
a CUM nao estimula os receptores dopaminérgicos do tipo DI, ja que reduziu a atividade
locomotora espontanea. Além disso, tem sido relatado que a reducdo da atividade locomotora
€ causada pela diminuicdo da dopamina, de forma que a locomog¢do depende do aumento ou
reducdo desta monoamina (STARR et al., 1989). A levodopa + carbidopa (L-DOPA) sozinha
levou a um pequeno aumento na atividade locomotora, em relacdo ao grupo da cumarina,
talvez por levar a um aumento de dopamina, estimulando os receptores dopaminérgicos nos
ganglios basais e melhorando o equilibrio entre a atividade colinérgica e a dopaminérgica, o
que melhora a modulacdo dos impulsos nervosos voluntdrios transmitidos ao cértex motor
(GOODMAN; GILMAN, 2005). O haloperidol (0,1 mg/kg) sozinho e associado com L-
DOPA diminuiu a atividade locomotora dos camundongos, e quando associado a cumarina,
causou uma maior interferéncia na locomog¢ao, como um efeito sinérgico.

O haloperidol, antagonista da dopamina e usado na clinica como farmaco
antipsicotico, frequentemente causa efeitos colaterais motores pelo bloqueio dos receptores no
estriado (RANG; DALE, 2007). Em um estudo que mostra os efeitos do haloperidol sobre a
atividade locomotora, as doses usadas foram positivamente correlacionadas com a catalepsia
(um fendmeno de imobilidade). A catalepsia nos grupos tratados com 0,2 e 0,4 mg/kg de
haloperidol foi observada em 30 e 70% dos animais, respectivamente. A dose de 0,1 mg/kg de
haloperidol ndo induziu catalepsia, sugerindo que somente em doses mais elevadas € que esta

substancia € capaz de causar grande inibicao da locomocao (HUANG; SHYU; HSIAQO, 2010).
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Com relacdo ao rearing e o grooming (comportamentos estereotipados), ja foi
visto que a cumarina diminui ambos e alguns autores afirmam que h4 envolvimento dos
receptores dopaminérgicos do tipo D2 nestes parametros. Desta maneira, pode-se sugerir que
hda um envolvimento da CUM com esse tipo de receptor dopaminérgico, provavelmente
estimulando os receptores D2 pré-sindpticos. O haloperidol (0,1 mg/kg) também reduziu o
nimero de rearing, assim como as associagdes com L-DOPA e CUM. A atividade de rearing
parece estar relacionada com a hiperatividade dopaminérgica. Estudos apontam que o
aumento da atividade dopaminérgica induz um maior comportamento de rearing
(SWANSON et al., 1997).

De acordo com MacFarland e Reeder (1974), quase todos 0os animais gastam uma
significante parte do tempo no comportamento de grooming. Embora vérios transmissores
possam modular a expressdo deste comportamento, a dopamina estd particularmente
envolvida. Neste estudo, houve uma redugdo de grooming no campo aberto, com a cumarina
sozinha e associada a L-DOPA e ao HALO. Na literatura, é referido que o aumento de
grooming € observado em roedores apreensivos (ARCHER, 1973), e em um grande niimero
de estudos, pesquisadores observaram que drogas ansioliticas reduzem o grooming no campo
aberto (DUNN et al., 1981; MOODY; MERALI; CRAWLEY, 1993).

Acredita-se que o estresse € a depressdo sdo fendmenos inter-relacionados. O
estresse € tipicamente implicado na etiologia das desordens depressivas ou como uma
conseqiiéncia delas (TURNER; LLOYD, 1999). Os modelos animais de depressdao sao
tipicamente baseados na exposi¢do de animais a condi¢cdes estressantes (situagdo
ameacadora), e ha vdrios testes especificos para medir as respostas comportamentais e
psicoldgicas. Os dois modelos animais mais amplamente utilizados para triagem de novas
drogas antidepressivas sdo os testes do nado for¢ado e da suspensdo da cauda. Esses testes sao
bastante sensiveis e relativamente especificos para a maioria das classes de drogas
antidepressivas, incluindo, os antidepressivos triciclicos, os inibidores seletivos da recaptacdo
de serotonina, os inibidores da MAO e os atipicos (PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977,
STERU et al., 1985).

Os resultados deste trabalho mostraram que a cumarina aumentou o tempo de
imobilidade, nas doses maiores. Segundo Steru et al. (1985) uma diminuicdo no tempo de
imobilidade de um grupo submetido a administracio de uma droga padrdo ou teste, em
relacdo ao grupo controle, sugere uma acao antidepressiva. Esses efeitos sugerem que a
cumarina apresenta efeito depressor. Este resultado foi oposto aos efeitos ansioliticos

apresentados por uma cumarina presente no extrato de Hygrophila tyttha Leonard (planta
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usada na medicina tradicional da Colombia para o tratamento de ansiedade) (ARIZA et al.,
2007).

A imipramina (inibidor da recapta¢do de noradrenalina e serotonina) usada como
padrao positivo no teste da suspensao da cauda diminuiu o tempo de imobilidade dos animais,
corroborando com os estudos que mostram a sensibilidade destes testes as vdrias classes de
drogas antidepressivas (PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977).

O papel dos aminoédcidos como neurotransmissores e suas fungdes no sistema nervoso
central, tem sido foco de um grande nimero de pesquisas nos ultimos anos. Desta forma,
procuramos estudar a influéncia da cumarina administrada de forma aguda e por via
intraperitoneal nas concentracdes dos aminodcidos mais pesquisados recentemente, que sao
acido vy-aminobutirico (GABA), glutamato (GLU), glicina (GLI) e taurina (TAU)
(DANBOLT, 2001).

Neste estudo, os niveis de GABA, GLU, GLI e TAU foram determinados no
cortex pré-frontal e hipocampo de camundongos, apds administracdo de cumarina (20 ou 40
mg/kg, i.p.) ou diazepam (1 mg/kg, i.p.) usado como padrao.

Apés administracdo aguda de cumarina, os niveis de GABA aumentaram no
cortex pré-frontal. Em um estudo prévio, nds observamos que a cumarina 20 e 40 mg/kg
diminuiram a atividade locomotora, no teste do campo aberto (PEREIRA et al., 2008),
confirmando o efeito inibitério da cumarina, e sugerindo que este efeito comportamental esta
relacionado com uma elevac@o nas concentracdes de GABA no cértex pré-frontal. Um estudo
delineado por Franklin e Druhan (2000) mostrou que o sistema gabaérgico no cértex pré-
frontal inibe os neurdnios de saida para regides subcorticais, e isto também poderia estar
relacionado a inibi¢do da atividade locomotora observada.

Recentemente foi relatado que a imperatorina (uma furanocumarina isolada dos frutos
de Angelica archangelica) inibiu GABA-transaminase (a enzima responsavel pela degradacao
de GABA) e, assim, levou ao aumento do teor de GABA na fenda sindptica dos neurdnios
(CHOI et al., 2005). Drogas que aumentam a neurotransmissdo do GABA no cérebro
possuem, provavelmente, efeito anticonvulsivante (CZUCZWAR; PATSALOS, 2001)

No6s também demonstramos um aumento dos niveis de GLU somente apds
adiminstracdo de cumarina na dose de 20 mg/kg. Acreditamos que a curva dose-resposta da
cumarina no cortex pré-frontal deve ser de maneira dose-seletiva: em baixas doses ha
aumento dos niveis de GLU, e estes niveis sdo diminuidos em doses elevadas. De acordo com
Del Arco e Mora (1999) o glutamato tem um efeito modulatério sobre o sistema gabaérgico

em que um aumento de glutamato enddgeno no cortex pré-frontal estd relacionado com niveis
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aumentados de GABA extracelular. O cortex pré-frontal funcionalmente regula a liberagdo de
dopamina no estriado dorsolateral, que € circundado por receptores do dcido y-aminobutirico
tipo A (GABA,), alterando as func¢des de locomog¢do e rearing. Isto poderia explicar a
diminui¢do da atividade locomotora em camundongos observada nos testes comportamentais.
Estudos prévios tém demonstrado que surangin B, uma cumarina natural com
atividade inseticida, causa liberacdo de GABA [*H] e 4cido glutdmico de sinaptossomas de
mamiferos (NICHOLSON; ZHANG, 1995). Yanshen et al. (2003) demonstraram que
concentracoes micromolares de surangin B estimulam a liberacdo de certa quantidade de
aminodcidos enddgenos, incluindo taurina, também de sinaptossomas de cérebro de
mamiferos. Dentro deste grupo, hd substincias conhecidas por sua importante fungdo
sinalizadora no cérebro, assim como os neurotransmissores glutamato, aspartato e GABA.
Nesta pesquisa, a administra¢ao aguda de diazepam causou uma diminui¢@o nos niveis
de GLU, no cortex pré-frontal. Este resultado foi de acordo com estudos prévios que
demonstram o efeito de um pré-tratamento com diazepam sobre a resposta a estresse repetido,
no cortex pré-frontal de ratos. A inje¢do de diazepam, 30 min antes do primeiro estimulo
estressor, bloqueou o aumento do GLU extracelular (BAGLEY; MOGHADDAM, 1997).
Também foi demonstrado que os niveis de GLI, um transmissor neuroinibitdrio,
apresentaram-se elevados no cortex pré-frontal apds administracdo da cumarina na maior dose
estudada, quando comparado ao grupo controle. GLI € um simples aminodcido ndo-essencial,
formado por uma molécula de carbono ligado a um grupo amino e um grupo carboxil. Na
membrana plasmadtica, ele ativa um canal de cloro que hiperpolariza ou estabiliza o potencial
de membrana. Como resultado disto, ele bloqueia a entrada de cdlcio intracelular, que
estimula a cascata de formacdo de citocinas (ZHONG, 2003). GLI apresenta acdes
antiinflamatorias, citoprotetoras e imunomoduladoras. Isto deve possivelmente explicar as
acOes neuroprotetoras de algumas cumarinas, como mostrado em um estudo realizado com
componentes das raizes da A. gigas. Sua fracdo n-butanol também demonstrou ter uma
significante atividade neuroprotetora. Cumarinas isoladas da fracdo n-butanol, também
apresentam uma significante atividade neuroprotetora (LEE et al., 2003; YAN et al., 2004).
Além disso, um aumento nos niveis de TAU, outro neurotransmissor inibitério, foi
visto no cortex pré-frontal, apés administracdo da cumarina (20 mg/kg) e diazepam (1 mg/kg).
N6s sugerimos que a cumarina altera os niveis de TAU de maneira dose seletiva, assim como
ocorreu com o GLU, nesta area cerebral. Taurina, um aminoacido inibitdrio, tem exercido um
importante papel na manutencdo da homeostase cerebral. Em varios estudos, TAU tem

ativado receptores de glicina, em concentracdes moderadas, e apresenta-se como um fraco
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agonista dos receptores GABA (SMITH et al., 2006). TAU protege os neurdnios dos efeitos
excitotoxicos causados pelos aminodcidos excitatdrios e atenua o influxo de cdlcio durante a
isquemia (WANG et al., 2007). Em outro estudo, TAU elevou a condutiancia da membrana
ion cloreto, ao abrir os canais de cloreto induzindo a hiperpolarizacdo dos neurdnios no
hipocampo, e reduzindo a excitabilidade celular (DEL OLMO et al., 2000).

O hipocampo é uma regido do lobo temporal, responsdvel por alguns aspectos da
neurobiologia da memoéria (GOODMAN; GILMAN, 2005), como a consolidagdo da
memoria, enquanto que o neurotransmissor acetilcolina estd envolvido na modulacdo da
memoria. A ativagdo seletiva dos receptores glutamatérgicos AMPA e NMDA, assim como
os receptores metabotropicos, € seguida por uma intervencdo seqiiencial de vdrias vias
metabdlicas mediadas por proteinas quinases pré e pds sindpticas que também ativam
proteinas necessdrias a formacao da memoria (LENT, 2004). Neste caso, nds sugerimos que a
cumarina, por reduzir os niveis de glutamato no hipocampo, deve interferir com estes
mecanismos, alterando os processos de memoria. Todavia, estudos mais especificos devem
ser realizados para elucidar estas questdes.

Apés a administracdo de diazepam, a concentracdo de GABA e TAU elevaram-se
significantemente no hipocampo. Este fato ja foi descrito por Hashimoto et al. (2006), quando
a concentracdo de GABA foi significatemente elevada no hipocampo e no cerebelo, no grupo
tratado com diazepam. Todavia, nés mostramos que os niveis de GLU diminuiram
significantemente no hipocampo, ap6s administracdo de diazepam. Vdrias linhas de evidéncia
tém mostrado que o diazepam, um regulador do receptor GABA,, prejudica a funcdo da
memoria em humanos e animais e bloqueia a potenciagdo de longa duragdo no hipocampo
(HIGASHIMA; KINOSHITA; KOSHINO, 1998).

Recentemente tem sido descrito que o extrato de Angelica gigas e o decursinol, uma
cumarina isolada da A. gigas, mostra uma potente atividade inibitéria da acetilcolinesterase in
vitro (KANG et al., 2001). Ha importantes achados de que uma administragdo a longo prazo
de extrato de Angelica gigas (EAG) e seu componente, decursinol, protege os camundongos
do dano de memdria induzido pelo peptideo B-amildide. Isto sugere que o EAG e o decursinol
podem ser considerados potentes agentes neuroprotetores contra o dano de memoria
relacionado ao peptidio B-amildide, responsdvel pela doenga de Alzheimer (YAN et al.,

2004).
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8 CONCLUSAO

A cumarina demonstrou agdo sedativa e ansiogénica sobre o SNC provavelmente
devido atuac@o como antagonista dopaminérgico. Esse mecanismo pode ter sido modulado

pelos sistemas gabaérgico e, principalmente, glutamatérgico no cortex pré-frontal.
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Coumarin effects on amino acid levels in mice prefrontal cortex and hippocampus.
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Abstract

Coumarinis a compound known to be present in a wide variety of plants, microorganisms and animal species. Most of its effects were studied in organs and systems other
than the central nervous syster. The present work evaluated the effect of coumarin administration on the levels of gamma-aminobutyric acid (GABA), alutamate (GLU), alycine
{GLY) and taurine (TAU) in the prefrontal cortex and hippocampus of mice. Male Swiss mice were treated with distilled water (controls), coumnarin (20 or 40 mgdka, i.p) or
diazepam (1 morkg, i.p.). Results showed that in the prefrantal cortex, coumarin at the lowest dose increased the levels of GLU and TAU, while GABA increased with both
doses studied and GLY had its levels increased only at the dose of 40 my/ky. Diazepam (DZP) increased the levels of GABA and TAU and decreased the levels of GLU and
GLY in this area. In the hippocampus, only glutamate had its levels decreased after coumarin treatment, while diazepam increased the levels of GABA and TAU and decreased
the levels of GLU in this brain region. We concluded that coumarin stimulates the release of endogenous amino acids, increasing the levels of inhibitory and excitatory amino
acids in the prefrontal cortex, and decreasing glutamate levels in the hippocampus. Together, these results are of interest, considering that some neurodegenerative diseases
and seizures are related to the imbalance ofthe amino acid levels in the CNS suggesting a perspective of a therapeutic use of coumaring in these disorders.

PMID: 19429071 [PubMex - indexed for MEDLINE]
Publication Types, MeSH Terms, Substances

LinkQut - more resources

My NCBI Sign In

ELSEVIER

Related citations &

Effects of acute and chronic lamotrigine
treatment on hasal and stimul: [Brain Res. 2004)

Changes in hippocampal amino acid
concentrations after chro [Pharmacol Rep. 2007)
Metabolic changes in rat prefrontal cortex and
hippocampus induced by [Neurochem Int 2007

The importance of glutamate, alycine,
and gamma-ami [Toxical Appl Pharmacol. 2005]

Inhibitors of mammalian central
nentaus system selective [Curr Med Chem. 2000]

See reviews...
Seeall..
All links from this record e
Related Citations
Compound (MeSH Keyword)

Substance (MeSH Keyword)




