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RESUMO

Avaliacdo dos possiveis efeitos antipsicoticos édpinia zerumbetem camundongo.
FERNANDA YVELIZE RAMOS DE ARAUJO. Orientador(a): Pr ofa: Danielle

Silveira Macédo. Dissertagcdo de Mestrado. Programale POs-Graduacdo em
Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacogia, UFC, 2011.

Alpinia zerumbe(PERS.), da familia zingiberacea € uma espécieemiti no Brasil
por colénia. O Gleo essencial Apinia zerumbe{OEAZ) extraido das folhas da planta
foi avaliado em modelos animais classicossdeeningde drogas com atividade em
ansiolitica, antidepressiva, anticonvulsivante,ipsitotico e antioxidante, tais como
campo aberto, rota rod, suspensdo da cauda, nadad@o labirinto cruz elevado,
convulsdes induzidas por eletrochoque, avaliacdo edtereotipia induzida por
apomorfina e hiperlocomocéo induzida por cetamieaneestudo neuroquimico através
da concentracdo de dopamina, assim como a avaleagéxidante do OEA4n vitro
pelos niveis de nitrito e malonildialdeido (MDA). @QEAZ foi administrado por via
intraperitoneal em camundongos (machos) nas deséé @ 100 mg/Kg. Os resultados
mostraram que o OEAZ no teste de campo aberto daomenatividade locomotora,
assim como @rooming mas diminuiu o niumero dearing, sugerindo efeito sobre o
sistema dopaminérgico. No rota Rod ndo apreseriéiio sobre a coordenacdo motora
dos animais. O OEAZ mostrou-se com acdo depressavee 0 Sistema Nervoso
Central (SNC), pois nos testes de nado forcadsgesisdo da cauda aumentou o tempo
de imobilidade do animaNo teste do labirinto cruz elevado nao alterou sedgenho
de camundongos sugerindo que o 6leo essencialdoses utilizadas, ndo parece ter
atividade ansiolitico/ansiogénica. O 6leo essertgadlpinia zerumberpresentou na
maior dose (100mg/kg) efeito anticonvulsivante candiminuicdo das convulsdes
tbnico clonicas generalizadas, podendo esta acd@ disetamente ligada aos
constituintes do 6leo, como monoterpenos.O 6leadpaz de reverter de uma maneira
dose-dependente 0s comportamentos estereotipadiiszidos por apomorfina,
indicando fortemente a participacdo de receptoeedapamina na atividade do oleo,
hipotese confirmada pela diminuicdo dos niveis edgsturotransmissor no corpo
estriado dos animais. Quanto a hiperlocomocédo iddupor Cetamina, o OEAZ
reduziu a atividade locomotora, esses dados podemxplicados como decorrentes do
bloqueio de receptores dopaminérgicos. Em relacdgaa antioxidante o OEAZ foi
capaz de retornar os niveis de nitrito a parameinomais e reduziu os niveis de MDA.
Em conclusao estes resultados sugerem que o OBA&Zirtgortantes efeitos sobre o
comportamento antipsicotico que tem como base saafiébuidas principalmente a
inibicdo de receptores dominérgicos.

Palavras — chave Alpinia zerumbet, ansiedade, depressédo, anticonvulsivante,

antioxidante



ABSTRACT

Determination of the possible effects of antipsychias Alpinia zerumbeton mice.

FERNANDA YVELIZE RAMOS DE ARAUJO. Supervisor: Profa : Danielle

Silveira Macédo. Dissertagdo de Mestrado. Programale POs-Graduacdo em
Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacogia, UFC, 2011.

Alpinia zerumbe{Pers.), zingiberaceae family, is a species kniovBrazil as a colony.
The essential oil of Alpinia zerumbet (OEAZ) exteat from leaves of the plant has
been evaluated in classic animal models of drugnscg with activity in anxiety,
depression, seizures, psychosis and antioxidanh as the open field, rota rod, tail
suspension, forced swimming, plus-maze, seizurdsced by electroshock, evaluation
of apomorphine-induced stereotypy and ketaminedaaduhyperlocomotion tests and
neurochemical analysis through the dopamine coratgont, as well as the antioxidant
evaluation of the OEAZ in vitro by nitrite level§he OEAZ was administered
intraperitoneally into mice (males) at 50 and 10§/rkg doses. The results showed that
OEAZ in open field test increased locomotor acyivias well as the groomindut it
decreased the rearing quantity, suggesting anteffethe dopaminergic system. In the
rota rod test it had no effect on motor coordimatio animals. The OEAZ showed up
with a depressant action on the central nervoutesy$CNS), because in the forced
swimming and tail suspension tests increased theoiofity time in animals. In the
plus-maze test it did not alter the mice perforneasgggesting that the essential oil in
the doses used did not appears to have anxiolgixiogenic activities. The essential
oil of Alpinia zerumbet showed the highest dosed(tf/kg) anticonvulsant effect with
decrease tonic clonic seizures, this action magliteetly linked to the oil constituents,
as monoterpenos. The oil was able to revert tose-eitependent manner apomorphine-
induced stereotyped behavior, strongly indicatifg tinvolvement of dopamine
receptors in the oil activity, a hypothesis confan by the decrease of the
neurotransmitters levels in the striatal dopammeels. As for the ketamine-induced
hyperlocomotion, the OEAZ reduced locomotor agfivihese data can be explained as
resulting from blocked dopamine receptors. Regardire antioxidant action, OEAZ
was able to return the nitrite levels to normalapaeters. In conclusion these results
showed that the OEAZ had important effects on bieinathat is based on actions
attributed mainly to inhibition dopamine receptors.

Key-words: Alpinia zerumbetanxiety, depression, anticonvulsant, antioxidant
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1. INTRODUCAO

Quase todas as doencas do cérebro podem causamasntpsiquiatricos.
Disturbios cerebrais, que causam sintomas psigqroatrsao chamados de transtornos
neuropsiquiatricos. As principais caracteristicas dintomas neuropsiquiatricos sao:
ocorréncia simultdnea de varios sintomas psiga@gfi comprometimento cognitivo
como sintoma principal e alteracbes cerebrais esmBbgesultantes de transtornos
psiquiatricos. Os sintomas mais comuns neuropgiipod sao a ansiedade, depresséo,
alucinacdes, delirios, alteracfes comportamentdéspersonalidade, e déficit cognitivo
(LYKETSOS, 2006).

Depressédo, mudancas de comportamento, apatieracéiés cognitivas ocorrem
simultaneamente na doenca de Alzheimer; alteragddwnor, apatia, alucinacdes
visuais e prejuizo cognitivo sédo encontrados semelimente em pacientes com doenca
de Parkinson. Qualquer um dos sintomas neuropsiais raramente ocorre de forma
independente no curso da doenca. As manifestacliescas de transtornos
neuropsiquiatricos geralmente consistem de variesnponentes de sintomas
psiquiatricos (MIYOSHI KOHO; MORIMURA YASUSHI, 2010

Diversos estudos recentes tém apontado uma atalpncia de transtornos
neuropsiquiatricos (TNP) na populacao geral. Tedo sada vez mais reconhecido que
os TNP, além de serem uma grande fonte de sofmpata seus portadores e
familiares, possuem vultuosos impactos na capaeidiadcional e na sobrevida dos

pacientes.

Os TNP representavam 22% do total de anos de wddidos nos paises
desenvolvidos. Projecdes para 2020 apontam paepr@stdo como a maior causa de
anos de vida perdidos em paises em desenvolvimesjeondendo por 5,6% do total
(MURRAY, 1997). Diversos estudos longitudinais t@&pontado para uma relacéo
direta e sincronica entre depresséo e incapacidapiera da depressédo é acompanhada
de uma piora da incapacitacdo, assim como a melhesaa é seguida de menor

incapacitacdo. Também ha evidéncias suficientes g@arconcluir que o tratamento da
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depressdao melhorastatusfuncional dos pacientes (ORMEL, J. & VON KORFF, M,
2000).

Os estudos epidemioldgicos no Brasil demonstram cprea de 30% da
populacdo adulta apresenta algum transtorno mem@l, periodo de um ano
(LYKETSOS, 2006). Quando este transtorno necedsitalgum cuidado médico passa
a ser de 20 % desta populacédo, podemos entdo glizeum em cada cinco pessoas
adultas necessita de algum tipo de atencdo em sa€wdial no periodo de um ano. As
mulheres sdo mais acometidas de transtornos dedadsi (9,0%), os transtornos
somatomorfos (3,0%) e os transtornos depressivg@o]2 Entre os homens tem
especial destaque a dependéncia de alcool (8%nstdrnos de ansiedade (4,3%). Os
transtornos psiquiatricos sdo mais freqientes palpgdo feminina; aumentam com a
idade e tem maior incidéncia e gravidade no extdmabaixa renda (LYKETSOS,
2006).

Para realizacéo de um estudo para tratamento gestagpatologias culminando
com o desenvolvimento de terapéuticas eficazeseogssario compreender bem a
fisiopatologia dos disturbios. Algumas caracterésti das principais psicopatologias

serdo abordadas a seguir.
1.1Ansiedade e Depressao

A ansiedade, assim como medo sdo sentimentos egeados por todas as
pessoas ao longo de toda vida, sendo denominadosnugdes (GRAEFF &
BRANDAO, 1994). Esta emocdes sdo resultantes demsroos neurobioldgicos que
nos permitem lidar com situacées emergenciais esttesse, que sao importantes tanto

para o desempenho como para sobrevivéncia do homem.

A ansiedade consiste em um estado que pode serde@u® normal ou
patologico, sendo muitas vezes dificil estabelaocgtimite preciso entre a normalidade
e a anormalidade. Quando a ansiedade esta presemtiyeis anormais, ela passa a ser
inconveniente e incapacitante, sendo consideradalépaca, com necessidade de

tratamento farmacoldgico e/ou psicologico (GRAEBRADAO, 1999).

Os disturbios de ansiedade como a ansiedade {iezadsa os disturbios do
panico, o transtorno obsessivo-compulsivo, as fobiao estresse péds-traumatico, sao

0s tipos mais comuns de transtorno mental (RANGLBA004).
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Para melhor tratar os pacientes vitimas destesttramos € importante a
compreensao dos mecanismos anatbmicos e fisiogatosbde cérebro envolvidos na

ansiedade.

Ja é sabido que algumas areas cerebrais estawidagaho processamento das
emocdes, como, o hipocampo que esta implicado noepsamento da informacao
contextual, consolidando a memoaria de contetdo emalce por isso pode influenciar
na temporarizacdo da resposta ao medo (CANNISTRARAD, 2003, LENT, 2004); o
hipotalamo que inicia a conversédo das emocdesidaebm manifestacdes fisiologicas
através da ativacdo do sistema nervoso autbnonmol@®no; e, por fim, a amigdala
(botédo de disparo das emocdes) que mostrou seesimdura de extrema importancia
no controle das emoc¢bes (LEDOUX, 2003) e mais éspmnente nas respostas ao
medo (MAREN, 2001).

No tratamento farmacoldgico da ansiedade, drogas s benzodiazepinicos
(BDZ) séo muito utilizadas por serem eficazes, emloausem efeitos colaterais como:
sedacao, bloqueio neuromuscular, dependénciaagdes cognitivas (amnésia), quedas
(principalmente nos idosos) e efeito sinérgico coutros farmacos que afetam o
sistema nervoso, limitando sua utilizacdo racio@d. BDZ atuam ao promover a
interacdo do neurotransmissor GABA de modo seletiobre o0s receptores (acido
gama-aminobutirico) GABA(A), que medeiam a transddsalostérica inibitoria rapida,
tendo a capacidade de aumentar o numero de alsertdos canais de
cloreto(GOODMAN & GILMAN, 2006).

E de extremo interesse o desenvolvimento de neu@stancias com novos
mecanismos de acdo, com alvos cada vez mais @speaifle forma a proporcionar
maiores beneficios da farmacoterapia, garantindo tedamento efetividade,

comodidade e seguranca.

Outra patologia comum que afeta 0 SNC é a derepsé segundo a OMS —
Organizacdo Mundial de Saude, afeta 121 milhdepedsoas em todo o mundo. O
termo depresséo é atribuido a um conjunto de efiesacomportamentais, emocionais e
de pensamento, tais como, afastamento do convbd@ls perda de interesse nas
atividades profissionais, académicas e ludicas,dgpedo prazer nas relacbes
interpessoais, sentimento de culpa ou autodepéexib@ixa auto-estima, desesperanca,

apetite e sono alterados, sensacao de falta dgi@eedificuldade de concentragao. Tais
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alteracdes tornando-se cronicas trazem prejuigosfisativos em varias areas da vida

de uma pessoa.

De acordo com a Classificagdo Internacional de Baer(CID) a depressao
pode ser classificada como transtorno de humotia#, incluindo também nela

distimia, transtorno bipolar e depressao maior.

Uma das primeiras teorias para explicar a fisidpgta da depressédo foi a
hipotese das monoaminas, que afirma que a depresséausada por um déficit
funcional das monoaminas transmissoras em certassldo cérebro, enquanto a mania

resulta de um excesso funcional (MANJI et al., 2001

Os sistemas monoaminérgicos se originam em peguefoleos no tronco
cerebral e projetam-se difusamente para o corggtema limbico. Esses sistemas séo
compostos por neurbnios que contém norepinefrin&),(Nserotonina (5-HT) e
dopamina (DA). Junto com a acetilcolina (ACh), edeercem efeitos de modulacéo e
integragdo sobre outras atividades corticais e cstibais e estdo envolvidos na
regulacéo da atividade psicomotora, apetite, sanmer (SCHILDKRAUT, 1965).

A observagao dos efeitos antidepressivos dos mribgdda monoaminoxidase
(MAO) e dos triciclicos, a partir do final da déaade 50, permitiu o surgimento de
especulacdes sobre os substratos cerebrais nettreos afetivos. Pesquisas nas areas
basicas sugeriam que os inibidores da MAO aumemtagconcentracdes cerebrais de
NE e 5-HT. Os antidepressivos triciclicos, por gez inibem a captacdo pré- sinaptica
das monoaminas, principalmente de NE, mas também5-tl, aumentando
agudamente os niveis sinapticos catecolaminérqiC@PPEN A.J, DOOGAN D.P,
1988).

Pode-se dizer que a partir da formulacdo das Hpsteoradrenérgica e
serotonérgica, a atividade desses sistemas veno sexalistivamente pesquisada.
Estudo realizado por Potter e Manji (1993) procuroanfirmar a hipotese
monoaminérgica na fisiopatologia da depressédo erele=u anormalidades nos niveis

desses metabdlitos no sangue, urina e liquidoaréfgidiano (LCR).

Apesar da teoria das monoaminas, foi sugerido queewotransmissor DA
também tem participacédo na depressédo (BROWN €1993). A DA esta implicada na

regulacdo do humor e foi mostrado que em modelanads de depressdo o nivel
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extracelular de DA no cérebro estava diminuidos§BBETTI et al., 1993). Além disso,
recentemente tem sido considerado que a DA estiolviadew com efeitos
antidepressivos das droga (JOCA.,2000), pois aitmmsp um inibidor seletivo da
captacao de DA é clinicamente utilizado em humaoaso antidepressivo ou na terapia
de dependéncia de nicotina ( ASCHER et al.,1995RWIN et al., 1990; RICHMOND
& ZWAR, 2003).

1.2Esquizofrenia / Psicose

A esquizofrenia segundo Golan (2009) é um tranetatm processo mental,
caracterizado por um ou mais episddios de psiaasagrometimento dos sentidos de

realidade).

A esquizofrenia € uma das mais intrigantes doepsagliatricas e, talvez por
isso, uma das mais pesquisadas, com grandes avaobos sua fisiopatologia no

ultimo século.

A descricdo dos sintomas atualmente conhecida®iéoa como esquizofrenia
foram embasados nos estudos de Emil KraepBimentia Praecox and Paraphreiia
publicados em 1919, que descrevia a deméncia precagsicose maniaco-depressiva.
Na mesma época, Eugen Bleurer sugeriu o termo iasdgenia” (divisdo da mente)
para o transtorno caracterizado pela perda da ias8oc entre 0s processos de
pensamento, emo¢do e comportamento, indicando togeatomas primarios (0s
quatro “A’s): associagcdes anormais, comportamentpersamento autistas, afeto
anormal e ambivaléncia (KAPLAN & SADOCK ,1999).

O termo psicose vem do Grego, significando estadéatah anormal (psic -
mente ;ose - condicdo anormal). O termo “psicosetfiado pelo psiquiatra austriaco
E. Feuchtersleben, em 1844, nas suas aulas degiatatental em Viena. Através das
investigacoes, dos estudos e dos conhecimentosripostente adquiridos, a psicose
passou a ser entendida como um estado psiquicoter@ado por uma profunda
alteracdo da consciéncia do sujeito e criacdo da naova realidade (INFOPEDIA,
2003, 2011).

O inicio dos sintomas ocorre geralmente nos proeeanos da vida adulta e o

transtorno deixa variados graus de prejuizo res{fMBINER, 1998). As pessoas com
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esquizofrenia freqientemente tém seu progressoaeidnal perturbado, geralmente
sendo incapazes de terminar a escolarizagdo ouemant trabalho por periodos
prolongados. Seus relacionamentos interpessoaisiegativamente alterados e suas
auto-estimas sao invariavelmente diminuidas. A rmeiados individuos com
esquizofrenia ndo se casa e a maior parte manténates sociais limitados. A
expectativa de vida para essas pessoas é menpacpua populacdo em geral, sendo o
suicidio um importante fator, uma vez que 10% dwlviduos com esquizofrenia o
cometem em virtude da qualidade insuportavel do®msias (DSM, 1995; KAPLAN;
SADOCK,1999).

Ja foram feitas varias tentativas de classificasistematizar os sintomas da
esquizofrenia e atualmente existe ampla aceitagh@uE a mesma apresenta trés
dimensfes sintomaticas: negativa, positiva e dastargda (ELKIS, 1999). Os sintomas
negativos, representados principalmente pelo isahéon social e baixa iniciativa,
parecem um grupo sintomatico bastante homogéneog glefinido de maneira muito
similar por varios autores. Ja os sintomas postisado basicamente os delirios e
alucinacdes, parecem demonstrar uma complexa geteemlade, 0 que, muitas vezes,
resultou na subdivisdo deste grupo elmsterssintomaticos menores (DOLLFUS &
EVERITT, 1998). A dimensédo desorganizada agrup&omsias como 0s transtornos
formais do pensamento, o comportamento bizarro a&eto inapropriado (ELKIS,
1999).

Oitenta a noventa por cento dos esquizofrénicedar®l uma gama de sintomas,
que incluem mudancgas nas percepgdes, crencgas,c@ogmumor e comportamento,
antes de ficarem psicoéticos. Sdo os chamados sast@rodromicos da doenca. Os
demais 10 a 20% desenvolvem quadros psicoticosoaguegm sinais prodromicos
(WONG & VAN TOL, 2003).

A introducdo dos primeiros antipsicoticos na decdeab0 alterou a evolugao
natural da esquizofrenia, assim como proporcionatsisios para a melhor
compreensao de mecanismos envolvidos em sua fislogm (MIYAMOTO ET AL.,
2003). A fisiopatologia dos distarbios psicoticesyolvem varias alteragdes cerebrais

gue englobam os sistemas dopaminérgico, serotaoéegjlutamatérgico.
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Para fisiopatologia da esquizofrenia postula-seajgamento da neurotransmissao
dopaminérgica estaria por tras de todo o processolggico (MIYAMOTO et al.,
2003; WONG & VAN TOL, 2003). A hipétese dopamin@ai baseia-se em 2

observacdes fundamentais:

» Abuso de estimulantes como cocaina e anfetamiadrigieanente drogas que
aumentam a neurotransmissao dopaminérgica, podedaym estado psicoético
semelhante aos sintomas positivos da esquizofrenia;

» Drogas antipsicoticas como haloperidol e clorpram@azém em comum a
propriedade de bloquear receptores dopaminérgipoDR; a afinidade destas
drogas por estes receptores esta relacionadarmdeeta a sua capacidade de
aliviar os sintomas positivos da esquizofrenia.

A hipétese dopaminérgica foi perdendo forca quasdodemonstrou que o0s
antipsicoticos de 22 geracdo ou atipicos apresegtanmde afinidade pelos receptores
serotonérgicos do tipo 5-HT2 (MELTZER et al.,, 2008jualmente € aceito que a
hiperativacdo de receptores D2 esteja mais proveerde associada aos sintomas
positivos da doenca do que com 0S Seus sintomasgtivieg) e comprometimento
cognitivo (WONG & VAN TOL, 2003).

Kapur e Seeman (2001) discordam dessa observacacelagfo a acdo dos
atipicos, apontando as seguintes evidéncias: attig®s tipicos, como a loxapina e a
clorpromazina, mostram graus comparaveis aos asile ocupagao nos receptores 5-
HT2A; a ocupacdo maxima 5-HT2A é obtida com dosesatipicos que ndo sao
antipsicoticas e os atipicos s6 se tornam efetjuasmido a ocupacéo de D2 excede 65%,
limiar que néo difere do necessario para a acabattperidol. Dessa forma, a teoria
serotoninérgica como modelo explicativo da esquézod € controversa e carece de

evidéncias mais consistentes.

Um outro neurotransmissor envolvido na fisiopat@oga esquizofrenia é o
glutamato. Este é o neurotransmissor das célutamjalais, que sdo as fontes das vias
eferentes e associativas do cortex cerebral estiensa limbico, regides envolvidas na
fisiopatologia da esquizofrenia (BEAR & COLS., 2D02

As acles do glutamato sdo intermediadas por 2edgssncipais de receptores
(LENT, 2002):
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» Receptores metabotropicos, acoplados a proteinaa@ndo via

fosfolipase C ou inibindo a adenilciclase;

* Receptores ionotrépicos, que podem ser subdividelns2 familias:
receptores AMPA/kainato e receptores NMDA(N-metikEpartato).

O glutamato tem um papel importante na migracao ramal, no
desenvolvimento de neuritos, na sinaptogénese moda neuronal por apoptose. Ha
uma grande diversidade de subtipos de receptontanmtérgicos que sao codificados
geneticamente, mas cuja expressdo pode ser alteoadatores ambientais durante o
desenvolvimento cerebral, criando um modelo deudgdo glutamatérgica para a
interacdo de fatores de risco genéticos e ambgeobsiervados na esquizofrenia (GOFF
& COYLE, 2001).

Os receptores NMDA apresentam algumas caractadgstjoe os diferenciam
dos receptores metabotrépicos: possuem um sitiigdedo para glicina, como co-
agonista do glutamato para sua abertura; sdo pnenta bloqueados pelos ions Mg2+,
bloqueio este que apresenta acentuada dependénc@tagem (isto quer dizer que o
blogueio ocorre quando a célula é normalmente ipalda, desaparecendo com a
despolarizacdo) (BEAR & COLS., 2002).

A Fenciclidina e a Cetamina sao drogas que em otragdes adequadas, agem
como antagonistas ndo competitivos do receptor NM@Ando-se a um sitio no canal.
A Fenciclidina provoca um quadro psicotomiméticanethante a esquizofrenia,
incluindo os sintomas negativos e cognitivos (TSACOYLE, 2002). A Cetamina
também causa sintomas psicoticos em doses subsinast€(SEEMAN & COLS, 2005)
principalmente delirios e outros disturbios do pemsnto e comprometimento
cognitivo, além de causar sintomas negativos elwighabs normais e esquizofrénicos

compensados.

A adenosina tem acdo modulatéria sobre os sisteghatmmatérgico e
dopaminérgico. O aumento de adenosina durantesas faiciais do desenvolvimento
cerebral tem sido relacionado a alargamento verdric alteracdes difusas de

substéancia branca e cinzenta e reducao do voluor&@bXlém disso, insultos cerebrais
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como hipdxia, convulsdes, infeccdes e traumas palenentar os niveis de adenosina.
Essas evidéncias sugerem um modelo explicativo pa@bservacdo dos eventos
obstétricos como fator de risco para a esquizadrénARA et al., 2001; 2006).

Existem ainda evidéncias de envolvimento de outresstemas
neurotransmissores como o colinérgico (TANDON,1998) entanto, a demonstracéo
de estudos epidemioldgicos de fatores de riscotigesée ambientais, somada aos
achados de estudos neuropatoldgicos e de neuraméa@rece um modelo interativo
em que inUmeros eventos concorrem para uma alterggéirestrita apenas a sistemas

neurotransmissores isolados, mas também a todesemdolvimento cerebral alterado.

Nesse contexto, o estudo de sistemas reguladosessldiferentes processos, como o
glutamatérgico e a adenosina, parece promissor aammanodelo de compreenséo

integrativo.

Os achados neuropatoldgicos apontadores de d@léxae metanalises
confirmaram a presenca de alargamento ventricuthmeéuicdo do volume cortical e
hipocampal (HARRISON, 1999). Essa redugdo volumetrparece estar mais
relacionada a diminuicdo do volume neuronal e dasficacbes dendriticas e axonais
do que a uma reducdo do numero de neurdnios, sdgajue a alteracdo sinaptica seria
o elemento central na fisiopatologia da esquizadre(GLANTZ et al, 2006;
HARRISON, 1999). A auséncia de gliose e da assiamewrtical normal tem sido
apontada como achados sugestivos de uma alteraggoce no desenvolvimento
cerebral em esquizofrénicos levando a ser conslderauma doenca
neurodesenvolvimental (BOGERTS, 1999).

No tratamento cronico com antipsicoticos os efeibaaterais incluem o
parkinsonismo induzido pelo uso de neurolépticogual é idéntico a doenca de
Parkinson, com a triade classica tremor, rigideadibinesia ou acinesia e outros sinais
psicomotores caracteristicos desta doenca commiaudcdo dos reflexos posturais e
salivacdo excessiva. Acatisia (ansiedade, inguie)acdistonia aguda (espasmos
involuntérios dos musculos), discinesia tardia (ma&wntos involuntérios, como mascar
e movimentos de protrusdo da lingua), sindromeoléatica maligna (rigidez muscular
intensa e aumento da temperatura), convulsdes iwsefperiféricos nos sistemas
gastrintestinal e cardiovascular também podem aaohgr o uso dos neurolépticos
(RANG et al., 2004).
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E importante a descoberta de novas terapias pdratamento de sintomas
psicoticos, que minimizem os graves efeitos caégercausados pelo uso dos
antipsicoticos disponiveis.

1.3Papel do Estresse Oxidativo nas Doencas Neuropsigtricas

Os mecanismos bioquimicos envolvidos na maioriaditgsicas psiquiatricas
ainda nao estdo esclarecidos. Estudos recentesugenido a participacdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) em diversas patologhes. estresse oxidativo (EO) é
atribuida participacédo na doenca de Parkinsonciueiate vascular cerebral, na doenca

de Alzheimer, na esclerose multipla e catarata.

Um radical livre (RL) é definido com@tomos ou moléculas com numero impar
de elétrons na ultima camada eletrénica. Ou se@étoon que deveria estar pareado
(um elétron com spih para cima e o outro com spin para baixo) esta bozidessa

forma fica instavel e oxida outras moléculas.

Sendo moléculas altamente instaveis com elétroesnggarelhados, elas tém
pontos fortes de diferenciais oxidativo e, portamotencial para comprometer as
proteinas celulares, lipidios, carboidratos e &cidocléicos (CIRIOLO, 2006). Em
condic0es fisiologicas, multiplas camadas de dedgsdem para proteger contra os RL,
incluindo a restricdo de sua producéo através dauteacdo da alta do gradiente de
oxigénio entre os ambientes celulares, a remoc&o Rlo por parte de agentes
antioxidantes enziméticos e ndo enzimaticos e aragfo dos danos oxidativos por
reparos estruturais e mecanismos de substituicA¥IE5, 2000; SIES, 1997).

Em condi¢gBes normais, os niveis de RL produziddsspeacdes celulares sdo
controlados pelos antioxidantes produzidos pelamggno que agem enzimaticamente,
a exemplo da glutationa peroxidase (GPx), catal@9€l) e superoxido dismutase
(SOD) ou, ndo-enzimaticamente a exemplo da glutat{G&SH), peptideos de histidina,
proteinas ligadas ao ferro (transferrina e fealjtinacido diidrolipbico e CoQH2
(BARREIROS et al., 2006).

O estresse oxidativo (EO) acontece quando existedesequilibrio entre os
processos antioxidantes e pro-oxidantes, como uneaio da formacdo de RL, ou pela

ineficiéncia das defesas antioxidantes ou, aindl pombinacdo de ambas, podendo
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levar a processos fisiopatoldgicos que resultantoainidade celular que pode culminar
em morte celular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990; HAUWELL, 2007).

Todos os tecidos sao vulneraveis ao EO, porémenssnervoso central (SNC)
é particularmente sensivel (MAHADIK et al., 200d¢vido a alta taxa de consumo de
oxigénio; aos elevados niveis de lipidios poliinsados capazes de sofrer peroxidacao
lipidica, ao uso extensivo do glutamato como neansimissor (SCHULZ et al., 1997)
e a auto-oxidacdo de alguns neurotransmissores aoctopamina levando a formacgéo
de ERO (OBATA , 2002).

As defesas também chamadas de antioxidantes podendefinidas como
substancias capazes de retardar ou inibir a oxddedsubstratos oxidaveis, podendo
estes serem enzimaticos ou nao enzimaticos, tam:ao-tocoferol (vitamina E)J-
caroteno, ascorbato (vitamina C) e os compostadites (flavondides) (HALIWELL,
2001; SOUSA et al 2007). O consumo de antioxidantes naturais, cosneomMpostos
fendlicos presentes na maioria das plantas querméformacéo de radicais livres, tem
sido associado a uma menor incidéncia de doen@domadas ao estresse oxidativo
(DROGE, 2002).

Evidéncias sugerem que RL tenham um papel impertaatfisiopatologia de
transtornos mentais como a esquizofrenia (YAO ¢t1898). Alguns estudos relatam
problemas com a defesa antioxidante e aumento m&igacao lipidica em pacientes
esquizofrénicos virgens de tratamento (ARVINDAKSHANal., 2003; REDDY et al.,
2003) e naqueles tratados cronicamente com neticagptipicos (HERKEN et al.,
2001).

Foi relatado que pacientes esquizofrénicos aprasemiveis reduzidos das
principais enzimas antioxidantes — SOD, CAT e G8HN OTHMEN et al., 2008);
outros trabalhos mostram niveis inalterados desgssenzimas (SRIVASTAVA et al.,
2001), ou alteracbes apenas na concentracdo dmanmdividuais (ZHANG et al.,
2006).

Em estudos recentes, também foi mostrado que sstoggdativo esta associado
a ansiedade em diferentes modelos de comportanamioeal (GINGRICH, 2005;
HOVATTA et al, 2005;. BERRY et al, 2007).
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1.4Utilizacédo de Plantas Medicinais atraves das Gerae8é

Historicamente o uso de plantas € milenar, nesteepso, conhecimentos foram
passados sucessivamente por geracfes atravéssdegstros e manuscritos sendo ao
longo do tempo aprofundado e diversificado, semcauporém, cair totalmente no

esquecimento.

As referéncias historicas acerca das plantas nmadcforam relatadas muito
antes de aparecer qualquer forma de escrita, orhg@aeitilizava as plantas e, entre
estas, algumas como alimento e outras como rem@d®, por sua vez curavam,

produziam efeitos colaterais severos ou matavanR(DX) 1998).

A arte de curar, em tempos primitivos, era essbneide magica, sendo
empregadas plantas em rituais carregados de mistice religiosidade. Encontram-se
também descritos relatos lendarios relativos aatestas das propriedades das plantas
medicinais, muitas vezes atribuidas a uma intedemiivina, pois seu uso fazia parte
de rituais religiosos, em que Ihes eram atribujatzderes de colocar os homens em
contato direto com os deuses (GOFF, 1997).

Para se ter uma visdo do conjunto do progressccaimsecimentos humanos
referentes as plantas medicinais, devem distirgpuirés grandes periodos. Durante as
Antiglidades Egipcias, Grega e Romana acumulameseenmnsos conhecimentos
empiricos que foram transmitidos, especialmente iptermédio dos éarabes aos

herdeiros europeus dessas civilizacoes desapasdbidi@ANDA, 1998).

No Papiro de Ebers, de 1550 a. C. descoberto erdaneke século passado em
Luxor, no Egito, foram mencionadas cerca de 70Q@abaliferentes, incluindo extratos
de plantas, metais (chumbo e cobre) e veneno deaancom propriedades terapéuticas
(ALMEIDA, 1993; HALBERSTEIN, 2005). Os egipcios thém sao creditados com o
uso precoce de vinho medicinal, éleo de ricino,anha, épio, horteld e cerveja feita
de cevada e trigo; assim o0s autores seguem apontum os egipcios foram os
primeiros a utilizar um consideravél nimero de dsogue estudos recentes provaram

ser medicinalmente eficazes.
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A “Tubuinha Sumeriana”, uma colecdo de textos nu&dam tabletes de argila,
que contém registros dos primeiros sintomas de gdm@ere a prescricdo para cada
enfermidade, foi considerada o mais antigo tratedmedicina (DEVIENNE, 2004).

Segundo Miranda (1998) no século Xlll A.C. um cuaieino chamado Asclépio,
profundo conhecedor de ervas, criou um sistemaudle éundando o primeirepade
que se tem conhecimento, com tratamentos baseadash@&s. Os templos de cura
apareceram em toda Grécia e Asclépio foi deific&Bscentos anos depois, Tales de
Mileto e Pithgoras compilaram essas receitas. @gogr pouco sabiam sobre os
mecanismos de acdo, mas acompanhavam atentamemi@cées de seus pacientes e

COmMo 0 organismo se re-estabelecia.

O médico grego conhecido como o “pai da medicirifipcrates (460-377 a.C)
descreveu inidmeros medicamentos incluindo o uswedetais, vinhos e compostos
para tratamento e cura de doencas genitais; Thastpkr(300 a.C), conhecido como pai
da botéanica, escreveu um livro intitulado “Histates Plantas” onde descreveu espécies
vegetais relacionando qualidades e peculiaridaalén) do “Tratado dos Odores” que
reuniu informacdes sobre preparacdes e usos dagldatdo (234-149 a.C) relacionou
120 plantas em sua obra “De Re Rustica”; Mithrigldi (100 a.C), considerado o
promotor da toxicologia, foi reconhecido como déscior da arte dos vegetais e as
acOes necessarias para neutraliza-los ( TAVARESS;1PARTY, 1966).

Em sua pesquisa no Museu Britanico, doutor Regicadpbell Thompson,
identificou que no império Romano os médicos balilds utilizavam cerca de 250
vegetais, minerais e substancias diversas comolaaldma, administrada contra 0s
espasmos, tosse e asma. A civilizacdo Romana adaph@dicina grega, na qual foram
incluindo novas drogas de origem vegetal proveagedas regides que iam integrando
0 seu império. Dioscorides foi autor da primeiraaligdo sistematica de 580 plantas,
suas 4600 utilizacdes e formas de atuacdo em Dérisldtiedica (£ 65 d.C.). Os
conhecimentos nele contidos foram de importanc@sie para a medicina européia
até aos séculos XVII-XVIIl. Nesta obra as plantatde ordenadas de uma forma
utilitaria. Fato interessante também é a mencaesoimaneira como se devem efetuar
as colheitas e conservar as drogas. Este livro deasede importancia na terapéutica,
tendo sido copiado muitas vezes e traduzido p&m,lairiaco e arabico (THOMPSON,
1970).
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Em 1808, a Familia Real Portuguesa mudou-se pBrasil e instalou a sede do
governo no Rio de Janeiro. Nesta época, D. Jo@o ariJardim Botanico, na época
chamado Jardim de Aclimacdo, com a finalidade dmptadl as espécies vindas das
indias Orientais (POSSE, 2007). No Brasil, os Jasufouxeram aboticas portateis
para tratar os colonos e nativos acometidos pongé@ecomo tuberculose, variola e
sarampo. Entretanto, foram obrigados a assimilgplastas nativas, utilizadas pelos
indios para suprir as deficiéncias de Portugal.aBsim que a ipeca, a quina, a jurubeba

e a copaiba passaram a fazer partdodasasdos Jesuitas (DUNIAU, 2003).

Existem cerca de 200.000 espécies vegetais qeampaso Brasil, na opinido de
alguns autores, pelo menos a metade pode ter alguopaiedade terapéutica util a
populacdo, mas nem 1% dessas espécies com pofenaiativo de estudos adequados
(MARTINS, 1995; POSSE, 2007).

A OMS estima que pelo menos 4 bilhbes de pessoa80&6 da populacdo
mundial utilizam algum tipo de medicina herb4ces matratamento primério da saude
e reporta que, num total de 119 drogas derivadgslai#as, os usos terapéuticos de
cerca de 74% estdo diretamente correlacionados a@areo tradicional das plantas

presentes naquela formulacdo farmacéutica.

E sabido que, no Brasil, pelo menos 50 milhdelsrdsileiros ndo tém acesso ao
medicamento industrializado. Enquanto na 12 Edidao Farmacopéia Brasileira
constavam cerca de 500 monografias de fitoterapaastual edicdo constam apenas
14.

A idéia primordial na indicacdo do uso de fitopgcds ndo € substituir
medicamentos registrados e ja comercializados siras,aumentar a op¢cao terapéutica
dos profissionais de saude, ofertando medicamefoivalentes e mais baratos, com
espectros de acdo mais adequados e com indicagépéuticas complementares as das
medicacdes existentes. Objetivos secundarios, rdasmenos importantes, seriam a
validacdo das tradicdes populares e o fornecimeetcsubstrato autoctone para o

desenvolvimento da industria farmacéutica local.

Apesar do decorrer dos milénios o homem ainda absstucbes para 0s
problemas de saude, com o adjunto da descobedeodas sintéticas, que aumentou a

estimativa de vida humana, a busca por curas atde@rodutos advindos da natureza



31

ainda perdura. Atualmente isto se deve principalenpgelo alto custo financeiro destes
farmacos sintéticos, assim a utilizagdo de plamtegicinais tornou-se uma ferramenta
de baixo custo, sendo utilizada prioritariamente populacdes de baixa renda. Em
contrapartida as grandes maiorias destas fontegamatndo foram bem elucidadas

cientificamente e podem trazer danos a saude da qoesome.

1.5 Alpinia zerumbet

Alpinia zerumbe(Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm(Figura 1), planta originaria da
Asia, pertence a familia Zingiberaceae é encontralditeratura cientifica com as
sinonimias deAlpinia speciosak. Shum, Costus zerumbePers.,Languas speciosa
Small, Alpinia nutansRoscoe,Globata nutansRedoute, eZerumbet speciosud C.
Wendel (LORENZI ; SOUZA, 2001).

Fonte: http://culture.teldap.tw/culture/index.php?opticom_content&view

FIGURA 1: Folhas e Flores dalpinia zerumbe(Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm.

O meédico e botanico Carl von Linné denominou o g&nAlpinia, em
homenagem ao também médico e botéanico italianopProsAlpini em meados do
século XVII. O género Alpinia pertence a familias déingiberaceas, que inclui duas

grandes ordens: Bromeliales e Zingiberales. Nanordas Zingiberales, estdo incluidas
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as familias Musaceae, Lowiaceae, Cannaceae, Meeaigt& Zingiberaceae (DI STASI,
2002). A familia das Zingiberaceas é a maior da@mrdingiberales, contituida por 53
géneros e mais de 1.200 espécies nativas de regifésais, especialmente do sul e
sudeste da Asia (CRONQUIST 1981; KRESS et al. 2002)

Conhecida popularmente por varios nomes como: ifggoGrand-dégonflé,
Lavande, Lavande blanche, Guérit-Tout em Guadalapmymau em Martinica; Shell
plant em Barbados, Shell Flower, ShellFlower Gingas Estados Unidos. No Brasil é
conhecida principalmente por estes nomes vulgarel§inia, paco-serosa, pacova,
cuité-acu (ALMEIDA, 1993), gengibre-concha (LORENZISOUZA, 1995),
cardamomo-falso, cana-do-brejo, cana do mato (MADBAL996).

A Alpinia zerumbefoi trazida para o Brasil para o Jardim BotanicoRdo de
Janeiro no século XIX, onde recebeu o nomeflolede-redencdo e bastdo - do —
imperador Relatos histéricos revelam que ao assinar a eed em 13 de maio de
1888, a princesa Isabel foi presenteada com fldesta planta. Dai se deu o fato de a
coldnia também ser conhecida popularmente por astasenclaturas (CORREA,
1975).

A Alpinia zerumbeg conhecida principalmente pelo codinome poptdédnia
(devido ao aroma de suas flores), e trata-se deplaméa herbacea, robusta, perene,
com colunas de dois a trés metros de altura, Neade-claras, agrupadas em touceiras.
Folhas lanceoladas oblongas, pontudas, invaginamesle-luzidias, de margens
ciliadas de 50 a 70 cm de comprimento sobre 10 delfargura. Suas flores estédo
dispostas em cachos grandes, amarelo-réseas cofolios e um grande labio. Capsula
subglosa, de dois cm de diametro, polispémica (ALDAE 1993). Esta espécime
possui cachos de flores cuja forma se assemelhalgnms aspectos as orquideas
(PRUDENT et al., 1993), sendo por isso vulgarizestao planta ornamental formando
grandes touceiras pelo crescimento de pés-filho TM8, 1994). Como planta
ornamental era cultivada nos jardins do Cairo ex&idria, além de ser cultivada para
estabilizar rios, canais, diques e fortalecer terseem lugares umidos (PRUDENT et
al., 1993).

E comum no Sudeste bem como nas regifes Norte a@edterdo Brasil sendo

cultivada em torno das cidades de Manaus e BéldoZ (&t al.,1984). No Ceara, é
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encontrada em abundancia na Serra de Guaraminaag#éjade de Fortaleza em sitios,
hortas e jardins. A colbnia faz parte do programtadual de fitoterapia “Projeto
Farmacias Vivas”, sendo largamente cultivada notoladas plantas medicinais em
municipios do estado do Ceara (MATOS, 1996Alginia zerumbetambém faz parte
da lista com 71 plantas de interesse para o SUSade Relacdo Nacional de Plantas

de Interesse para o SUS ou Renisus.

1.5.1 Aspectos Quimicos dalpinia Zerumbet

O dleo essencial da planédpinia zerumbetontém substancias como: cineol,
eugenol, pineno, éter metilico, acido cinamico,ireaub, galangina, éter metilico de
galangina, canferina, bassorina, amido, matériaslaginosas e resinosas (COIMBRA;
DINIZ, 1943). Alpinetina, cardamonina, canfora (B&®ARIS, 1995). Esterosideos
flavondides (LOPEZ, 1992). Sesquiterpenos, feniligietonas, compostos flavonicos,
resina, taninos (FITOTERAPIA, 1998).

Trabalho realizado por Victério et al.,(2009) mostigque o 6leo essencial das
folhas da planta analisado por cromatografia gasggactrometria de massa apresenta
uma grande porcentagem de monoterpenos oxigen&)S%). Os componentes
principais foram terpinen-4-ol, 1,8 cineol e temsio y. Estes componentes foram
encontrados em estudos com o O6leo essencial dasoatnostras dé. zerumbet
(ZOGHBI et al., 1999; ELZAAWELY et al., 2007a; VIORIO et al. 2009). Oxido de
cariofileno também foi encontrado em pequenas ¢ledes. Como principais
constituintes fendlicos de Oleos essenciais e testrdas flores e sementes Aa
zerumbet o 1,8-cineol, a canfora, o metil cinamato e onbkot foram os principais
constituintes dos 6leos essenciais das flores,amigugue 0s principais componentes
dos oOleos das sementes foram o alfa-cadinol, T-oholuralfa-terpinenol, delta-
cadineno e o terpineno-4-ol. A anélise da compodigadlica feita indicou que o acido
p-hidroxibenzéico, o acido ferulico e acido sirttmiforam os fendlicos predominantes
no extrato de acetato de etila das flores, enquar&oido p-hidroxibenzdico, o acido
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siringico e a vanilina foram os principais fenéiquesentes nas sementes (Elzaawely et
al., 2007a).

1.5.2 Usos Populares e Propriedades Farmacologidastudadas

A colbnia tem sido amplamente estudada para assomiecimento popular e
comprovacéo cientifica no intuito de tornar a ziido da planta mais segura e eficaz

para populagéo.

No Para é utilizada como sedativa (BERG, 1984plania, também conhecida
por vindica, € bastante utilizada entre a populaiE@dlarapanim, na forma de ché da
flor para “dor no coracdo” e na forma de banho mara@mar crianca e tirar dor de
cabeca (FURTADO, 1978). No Amazonas, € usada cogenta cardiovascular
hipotensor (LUZ et al 1984). No Sul do Brasil, o cha das folhas é reumrtcomo
detentor de funcdo anti-hemorroidaria (PRUDENTI ¢1203).

Pesquisa para a selecdo das plantas mais usadedigna popular do Ceara,
visando a recuperacao de informacdes para o Ban&mdos de Plantas Medicinais do
Sistema Unico de Salde (SUS), destada aerumbetdentre as plantas classificadas
como calmantes (MATOS, 1984). Nas Antilhas fransesadecocto das folhas é
utilizado no tratamento do meteorismo, a infuséfdthas e flores como anticatarral e
o infusato das folhas como diurético. No Oesteritial é usada para tratar dores de
cabeca (STHELE e STHELE, 1958). No Japao, as sesesdo utilizadas como
estomaquicas (KIMURA et al1966).

Na pesquisa realizada por Keef (1986), apontélpaia como uma detentora
de efeitos vasodilatadores coronarianos, usadanaaaaento do infarto do miocéardio e

insuficiéncia coronariana.

Segundo Correa (1926), os rizomas triturados emdotle pd, sédo utilizados
como antidiarréicos, no tratamento de Ulcera gasttosse e artrite. O rizoma em forma

de decocto é usado no tratamento de cistite. Aagoém infusdo para o tratamento da
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asma; micoses de pele, pélos e unhas; como pdoficaanguineo; como anti-
hipertensivo; calmante e antiestresse ). Outragrigadades medicinais, tais como anti-
histéricas, estomaticas e vermifugas relacionadasolaas, flores e rizoma foram
descritas por Almeida (1993).

Dentre as propriedades farmacologicas comprovades gAlpinia zerumbet
destacam-se os efeitos hipotensor e levementetidwrébtidos através do cha das
folhas, que foram confirmados pelos estudos de biegalet al., (1991) e Laranja et al.,
(1991, 1992). A atividade antimicrobiana comprovpdea Oleos essenciais da espécie
varia segundo sua composicao (WATTIEZ; STERNON 2)94

O extrato metandlico do rizoma édpinia zerumbepossui atividade inibitoria
contra a contracao induzida por histamina e clodetdario em ileo isolado de cobaia
(ITOKAWA, et al.,1981a). De acordo com LEE et #1982) demonstracdo do extrato
metanodlico de sementes da referida espécie apacatwvidade antioxidante maior do
gue o butil-hidroxitolueno, enquanto o extrato hee& mostrou n&o deter tais
propriedades antioxidantes. Rizomas d&pinia zerumbet detém atividade
antiulcerogénica e este efeito tem sido atribuio® diterpenos e compostos fendlicos
como 5,6-deiidrokavaina e diidro-5,6-diidrokavaigmasente nesta planta (HSU, 1982,
1987).

Estudando a atividade antioxidante de espécievaddts em Okinawa (Japao) e
utilizadas como comestiveis e medicinais, Masudal.e{2002) comprovaram forte
atividade redutora do radical 1.1-difenil-2-picilirazil (DPPH) promovida pelos
extratos do rizoma d&lpinia zerumbeé potente atividade inibitéria da lipoperoxidagéo
promovida por extratos de frutos e rizomas. Coratnipor uma potente capacidade
antioxidativa para a espécie, ja referida por ed@s estudos quando isolaram
antioxidantes do rizoma d&lpinia zerumbetEm ensaios fitoquimicos realizados por
Elzaawely et a( 2007a; 2007b), foram isolados do 6leo essenmahpostos fendlicos
e dihidro-5,6- dehidrokawaina das folhas, rizomtgres e sementes dAlpinia
zerumbet,onde foi demonstrado que esses compostos apresantanatividade

antioxidante.

A administracdo do extrato hidroalcoolico Aépinia zerumbetem animais,
produziu excitacdo psicomotora, contor¢cdes, hipgsanalém de prolongar o tempo de

sono (DI STASI, 2002). Nos estudos clinicos comhé das folhas de coldnia, os
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resultados apresentaram-se significativos quantseap efeito diurético. No ensaio
sobre a acdo antiinflamatéria, o extrato etandbgwesentaram uma inibicdo do
processo edematoso de 66% (SANTANA,1966). Foi iflemla uma acao
anticolinérgica competitiva que inibe a contracaassoular (VANDERLINDE,1986).
Segundo este autor, flores, folhas e rizomas spordtvas e diuréticas, anti-histérica,

estomaquica e vermifuga.

Os efeitos centrais do 6leo essenciahtiBnia zerumbesd foram recentemente
estudados através de dois trabalhos. Satou ef2all0) demonstraram que apos a
inalacdo do OEAZ os camundongos apresentaram redunggparametros de ansiedade
claramente evidentes principalmente no modelo bioitéo em cruz elevado (LCE). Da
mesma forma, Murakami et al., (2009), mostraramagjumalacdo do OEAZ (0,087 e 8,7
ppm) apresenta efeito ansiolitico-simile no laliriem cruz elevado. A inalagédo de 8,7
ppm do 6leo também apresentou comportamento de readt animais, comportamento

este parcialmente revertido pelo pré-tratamento fhooxetina.

Atualmente importantes plantas medicinais, inclaia Ginkgo biloba, Erva de
Sdo Joado, kava-kava, Valeriana, Bacopa monnieraomvdB/ulus pluricaulis s&o
amplamente utilizados por sua eficicia no tratamdattranstornos neuropsiquiatricos
(KUMAR, 2006). Os transtornos mentais mais freqéemante tratados pelo uso de
plantas medicinais incluem transtornos do humorin¢almente depressao),
ansiedade, transtornos somatoformes, relacionados @ envelhecimento, declinio

cognitivo e, por vezes, perturbacdes psicoticaREMA, 2008).

1.5.3 Toxicidade

Relevante estudo toxicolégico pré-clinico foi reatlo por Oliveira (2008),
avaliou o perfil toxicologico e genotoxicilégico a@xtrato aquoso e do 6leo essencial
das folhas délpinia zerumbetalém de estabelecer a DL50 do extrato aguosainfieg
Oliveira, o0 extrato aquoso e 0 Oleo essencial réianestraram citotoxicos e nem
genotoxicos. A DL50 do extrato aquoso das folha\énia zerumbefoi > 5g/Kg
demonstrando que os principios ativos do extratmsm apresentam baixa toxicidade.

Costa et al.,, (2007) testaram a atividade citowxdns extratos cloroformicos,
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hexanicos e hidroalcodlicos e zerumbet, Chenopodium ambrosioigescmella
oleracea sobre quatro linhagens celulares cancerigenas GIEYCI-H292, KB e
HelLa). Os resultados mostraram auséncia de cimtiade significativa para todos os
extratos testados frente a estas linhagens ceduldoeano seguinte, dando continuidade
aos estudos da atividade citotoxica Ale Corréa;Costa (2008) testaram o0s extratos
acetbnico e metandlico da espéewabre células HEp-2, NCIH292 e KB. Os resultados
também mostraram auséncia de citotoxicidade stgtifia para os extratos testados.

Estudo clinico realizado por Santana (2009), aualioseguranca e potencial
genotoxico do cha d&. zerumbeém voluntarios sadios. Os voluntarios foram trasado
durante 28 dias ininterruptos com 540 ml de cha Gi#onia ou Placebo. A
genotoxicidade foi investigada mediante o empregoteste do cometa. O estudo
concluiu que o ch& de colbnia ndo apresenta t@deidtlinica nem genotoxicidade em

voluntérios tratados por 28 dias ininterruptos.

Baseado no fato de que as plantas medicinais pedefarramentas importantes
para o0 tratamento de algumas patologias, incluirao transtornos mentais,
principalmente devido a sua baixa toxicidade € #w@sso pela populacéo, decidiu-se

estudar neste trabalho os efeitos centraslpiaia zerumbet
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

* Investigar as acfes no sistema nervoso centraleoassencial délpinia
zerumbetem modelos animais de ansiedade, depressao, @&Ecosnvulsdo

em camundongos.
2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar os efeitos centrais do 0Oleo essencial fdéhas deAlpinia
zerumbet(OEAZ) utilizando modelos comportamentais experimentaia pa
estudo da:

— Atividade locomotora e coordenacao motora (testeashopo aberto e
rota rod, respectivamente);

— Atividade depressora/antidepressiva (Teste de n#mgado e
suspensao da cauda);

— Atividade ansiolitica (labirinto em cruz);

— Acao anticonvulsivante (teste das convulsbes imdszi por
eletrochoque).

— Atividade antipsicética (testes da estereotipia umda por

apomorfina e hiperlocomocgé&o por cetamina);

* Determinar a acdo antioxidante do 6leo utilizandon@delo de estresse
oxidativoin vitro induzido por choque térmico.
» Verificacdo das alteracbes nos niveis de dopambsandcleos da base de

animais tratados codlpinia zerumbet;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Para realizacdo do presente estudo utilizaram4seirdongos Swiss machos,
com peso de 20 a 30 g. Os animais foram provesiedte biotério Central da
Universidade Federal do Ceara (UFC), e mantidoseemperatura constante de 24°C e
ciclo claro/escuro de 12 horas, com livre acesama dieta padréo e agad libitum
seguindo as recomendacfes internacionais (Congefimadense de Cuidado com
Animais, 1993). Os procedimentos foram realizadonsenformidade com o Manual de
Cuidados e Uso de Animais de Laboratorio do Col&yamsileiro de Experimentagéo
Animal, sendo que todos os esfor¢cos foram feitas painimizar o sofrimento dos
animais. O protocolo do estudo foi aprovado pelmite de Etica Animal da UFC com

0 numero 45/10.

3.2 Drogas Utilizadas

3.2.10btencédo do Oleo Essencial dépinia zerumbet

O dleo essencial foi extraido das folhasAdiginia zerumbe{OEAZ), coletadas
no Jardim Plantas Medicinais do Laboratorio de sl Naturais da UFC, em
dezembro de 2008. Uma exsicataAdiginia zerumbetoi depositada no Herbario Prisco
Bezerra (n°® 10858), conforme identificado pelostdi@s Edson Paula Nunes, e Martins
Peres. O isolamento do 6leo essencial foi realizaoloDepartamento de Quimica
Organica e Inorganica da UFC, de acordo com o rétiedcrito por Craveiret al.,
(1976). Para a extracdo do 6leo essencial dassfaagplanta recém-cortada, as folhas
foram colocadas em um frasco de vidro ao qual @iitienada agua destilada em
quantidade suficiente para emergir todo materiami8tura foi submetida a ebulicao
através de um baldo de vidro conectado a um coadensesfriado a agua. A agua foi
aquecida por aproximadamente trés horas. ApoOsndeosacdo, a fase aquosa com

seus solutos, aqui chamado de "hidrolato”, foi sfm de uma fase oleosa, por
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separacao simples em camada de sulfato de sodipidi®, para retirar tracos de agua

ainda presente no 6leo essencial.

A composicdo da OEAZ foi determinada por cromati@ragasosa e
espectrometria de massas. Continha: 1,8-cined@/28), terpinen-4-ol, com 19,39%; g-
terpinene, 15,08%; sabineno, 9,68%, p-cimeno, 8,544 tujene, 6,35%; um
terpinene, 3,88%; b-pineno, 3,02%; limoneno, 2,64%;pineno, 2,38%; terpinoleno,
1,93%; bmircene, 1,20%; cariophilene-trans, 1,118t terpineol, 0,86%; nao
identificados, 3,35%Figura 2).

No presente estudo o0 Oleo essencial foi emulsiomexodgua destilada com
Tween 80 a 2% (Sigma, St. Louis, EUA) para admiagsto aos animais.
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Figura2- Principais constituintes do Oleo essencial das f@k deAlpinia zerumbet
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utilizado no estuda a-tungeno (1),a-pineno (2), sabineno (3f3-pineno (4), a-
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terpineno (5),p-cimeno (6), 1,8-cineol (7)y-terpineno (8), terpinoleno (9), linalool
(10), terpinen-4-ol (11)y-terpineol (12), z-cariofileno (13), 6xido de cdileno (14).

3.2.2 Demais Substancias Utilizadas nos Experimentos
3.2.2.1Diazepam (DZP)

Ampolas de Diazepam (Unido Quimica, Brasil) foratiizadas. A droga foi
diluida em agua destilada e administrada na doshrdgkg, via intraperitoneal (i.p)
como droga padrdo o teste de Labirinto Cruz Elevadno modelos do Choque

Eletroconvulsivo.
3.2.2.2 Imipramina (IMI)

Comprimidos de Cloridato de Imipramina (Imipra 2%ng Cristalia Farma —
Brasil), foram pulverizados e dissolvidos em agastithda. A droga foi administrada
por via i.p., na dose de 10 mg/kg, como padréofdigoeantidepressivo no teste de
Nado Forgado.

3.2.2.3 Haloperidol (HALO)

Ampolas de Halperidol (0,2mg/mL — Sigma Pharmaaromtilizadas. A droga
foi diluida em agua destilada e administrada n& @g®mg/ kg, via i.p., utilizado como
antagonista dopaminérgico (antipsicotico padradijizddo no Teste de Suspensao da

Cauda e Hiperlocomocéo induzida por Cetamina.

3.2.2.4Apomorfina (APO)
Apomorfina obtida da Sigma, St. Louis, EUA foigbi$/ida em agua e utilizada
nos experimentos na dose de 20 mg/kg, i.p.

3.2.2.5 Cetamina (CETA)
Cetamina (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) foi utilita nos experimentos na dose de
20 mg/kg.
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3.3 ESTUDO DOS EFEITOS COMPORTAMENTAIS DO OEAZ

Os testes foram realizados sempre no mesmo h@i&xid0 as 14:00 horas), em
uma sala fechada com temperatura constante (23°) #e lluminagdo de pouca
intensidade (luz vermelha de 15V), com excecado ektetde nado forcado. Para
realizacdo dos experimentos, os animais foram idesdem grupos e tratados com
veiculo (tween 80 a 2%, 10 ml por via i.p), OEAZ dases de 50 e 100 mg/kg por via
intraperitoneal ou a droga padréo especifica parodelo comportamental realizado.
Decorridos trinta minutos apos a administracaoddagas os animais foram submetidos

aos testes comportamentais descritos a seguir.
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3.3.1 TESTE DO CAMPO ABERTO

O campo aberto (CA) é bastante utilizado para avaliacdo de farmacos sobre
a atividade locomotora. O aparelho consiste em am@aa de 30 x 30 cm, com paredes
confeccionadas em acrilico transparente e piseriéa de cor preta com demarcacdes
de nove quadrantes iguais (ARCHER, 1973, SIEGE#46).9

Os camundongos foram colocados em um campo al@rorgitos (min) apos a
administracéo i.p., do OEAZ (50 e 100 mg/kg), viEidiween 80 a 2%, 10 ml). Cada
animal foi deixado no campo aberto por 5 min. Dtgass 5 min foram contados o
namero de cruzamento (NC) de um quadrante para,quistura no qual o animal fica
na vertical, apoiado nas patas traseirasaring (NR), e movimentos de autolimpeza —
grooming(NG). Para registro do NC, foram contados todoguasirantes cruzados pelo
animal, quando este se encontrava com as quate gahtro do mesmo quadrante. Na
troca de um animal para outro a arena do CA fgbdiroom alcool 70% para eliminar o
possivel viés devido ao odor da urina e bolos $eqaie poderia ser deixado pelos

animais anteriores.

Figura 3 - Arena do Campo Aberto. Utilizado para avaliarcdcade farmacos

sobre a atividade locomotora.
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3.3.2 TESTE DO ROTA ROD

No teste do Rota Rod os animais previamente tratadm veiculo (tween 80 a
2%, 10 ml), OEAZ (50 e 100 mg/kg) por via i.p.,dor colocados com as quatro patas
sobre uma barra giratoria de 2,5 cm de diametneadle a 25cm do piso; uma rotacao
de 12 rpm, por um minuto. Assim foram registragl@asimero de quedas (NQ) sofridas
(sendo o limite de trés quedas para cada animal}eanpo de permanéncia (TP) na
barra giratéria como parametros avaliados (DUNHAMIEYA, 1957).

Fonte: www.ugobasile.com

Figura 4 - Aparelho do Rota Rod. Aparelho utilizado para iavahcdes de
drogas sobre a coordenacao motora.
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3.3.3 TESTE DO NADO FORCADO

O teste de nado forgcado foi realizado utilizanddindios de acrilico
transparente, medindo 18 cm de altura e 14 cmateeadros, com capacidade total para
2 litros(L) de agua, contento 1,5(L) de agua a@7Ds animais foram divididos em
grupos onde receberam veiculo (tween 80 a 2%, JOOHAZ (50 e 100 mg/kg) e
Imipramina (10mg/kg), todos por via intraperitoneBlepois de trinta minutos do
intervalo da administracdo cada animal foi colocpda nadar individualmente por 5
min no cilindro, tempo durante o qual foi avaliamtempo de imobilidade (o animal foi
considerado imovel quando deixou de lutar e fidatudndo imével na agua, fazendo

apenas movimentos necessarios para manter a Gatiegada agua).
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3.3.4 TESTE DA SUSPENSAO DA CAUDA

O ensaio da suspensao da calda foi descrito pan 8teal. (1985). Novamente
os diferentes grupos foram tratados com veiculedtwd0 a 2%, 10 ml), OEAZ (50 e
100 mg/kg) e Haloperidol (0,2 mg/kg) por via inteaponeal.

Os animais foram suspensos em uma borda de unadoptag de 50 centimetros
de altura fixados por uma fita adesiva colocadaxapradamente 1 cm da ponta da

cauda. A duracédo de imobilidade foi registrada pangeriodo de 6 min.
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3.3.5 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

O labirinto cruz elevado (LCE) é baseado no mogtgposto em ratos por
Pellow et at. (1985) e validado por Lister (199@ygcamundongos, e consiste hum
aparelho composto de dois bragcos abertos (30 x Baho)s bracos fechados (30 x 5 x
25 cm), unidos entre si por uma plataforma (5 x1), @ qual esta elevada do solo 45
cm. As paredes confeccionadas em acrilico transfgae o solo em acrilico de cor
preta.

Trinta minutos apds o tratamento dos animais camiculo (tween 80 a 2%, 10
ml), OEAZ (50 e 100 mg/kg) , os animais foram cali@s no centro do aparelho com a
cabeca voltada para um dos bracos fechados e cosguortamento observado por 5
minutos. As medidas comportamentais registradasL@& foram: freqiéncia de
entradas e o tempo despendido nos bracos abemtwsfechados. A freqliiéncia total de
entradas foi obtida pela soma simples das freqagm® entradas nos bragcos abertos e
nos fechados. Para analise estatistica dos dactw¥eccédo dos graficos a percentagem
de entradas no braco aberto € calculada dividiedmfseqiiéncia de entradas nos bragos
abertos pela freqiiéncia total de entradas, e edie imultiplicado por 100. De maneira
semelhante foi calculada a percentagem do tempquenos animais permanecem nos
bracos fechados. O diazepam, na dose de 1 mg/kg,pvifoi utilizado como droga

padréo, a fim de se verificar a confiabilidade efste.
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Fonte:http: www. colinsten.com

Figura 5 - Labirinto cruz elevado. Aparelho utilizado paraléer a atividade
ansiolitica de farmacos. A analise do efeito dapede nimero de entradas nos

bracos abertos e pelo tempo de permanéncias ngsstabertos.
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3.3.6 ESTE DAS CONVULSOES INDUZIDAS POR ELETROCHOQUE
MAXIMO

A metodologia proposta por Swinyard et al.,(195®) rhodificada onde, os
animais foram tratados com OEAZ 50 e 100 mg / kécwo (tween 80 a 2%, 10 ml), e
apo6s 30 minutos foram submetidos ao modelo do @etgiroconvulsivo (ECS) , para
controle positivo, como droga anticonvulsivante dtlizado diazepan 1mg/kg (DZP).
O aparelho de ECS (Eletrochoque) é projetado espeamte para pesquisas
neurofarmacoldgicas. A saida de corrente usadatap@sultados reproduziveis,
mostrando variagdes no limiar provocada por dragass tem acdes especificas no
cortex e regides sub-corticais. Os parametros dguehforam escolhidos apds consulta
a literatura recente, para suprir a escala adegueatedo operado em animais.

Deste modo os eletrodos foram posicionados naadbk animais e o aparelho
modulado nos seguintes parametros: Frequéncia: ;7b&tgura de Pulso: 0,5 ms,
Duracgéo: 0,5s; Corrente: 13mA. Foram avaliadosnapte de laténcia de convulsédo
(LC) periodo em que o animal leva para manifestaimaeira convulséo e o tempo total
de estiramento do animal, representando a Convul$énica Generalizada (CCG)
propriamente dita. (HARTMAN (2008); PLOSKI (20065KAHASHI (2005).

Fonte: www.ugobasile.com

Figura 6 - Aparelho do choque eletro convulsivo. Utilizadarg o estudo dos efeitos
farmacoldgicos de drogas anticonvulsivantes. Aiagab é feita mediante a observacao
do tempo de laténcia de convulsdo e tempo de CsiwslClonicas Generalizadas

(segundos).
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3.3.7 AVALIACAO DA ESTEREOTIPIA INDUZIDA POR
APOMORFINA

O teste da estereotipia induzida por apomorfineméteste amplamente aceito
como modelo farmacologico de psicose. Para su#@&aeab os animais foram pré-
tratados com OEAZ (50 e 100 mg/kg) e posteriormenteberam apomorfina 20
mg/kg, i.p. Imediatamente apds foram colocadosida@s por caixa e avaliados quanto
a estereotipia por um experimentador cego ao teitoncomo descrito por pesquisas
prévias (Meller et al., 2004, Picada et al., 20@¥. animais foram observados por 1
min em intervalos de 10 min durante 1 hora. O caotapwento estereotipado € bem
definido pela permanéncia do animal em posicaociestaria exibindo movimentos
rapidos, repetitivos da cabeca e membros diantgiBatisti et al., 2000). Os
comportamentos avaliados forasniffing (ato de cheirar ininterruptamente por pelo
menos 3 s dos 10 s avaliadog)liembing (i.e., todas as 4 patas acima do piso da caixa).
O escore parelimbingou sniffingvariou de 0 a 10 para o tempo de observagao.
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3.3.8 AVALIACAO DA HIPERLOCOMOCAO INDUZIDA POR
CETAMINA

O dleo essencial foi emulsionado com 2% de TwdkerB agua destilada. A
Cetamina foi dissolvida em solucdo salina. Os aisirftaam pré-tratados com EOAZ
(50, 100 mg / kg, i.p) ou veiculo 30 min antes elstd, enquanto a Cetamina (20 mg /
kg, i.p) ou salina foram aplicados imediatamentdesando inicio dos testes
comportamentais. Os animais foram observados paniB0em campo aberto para a
determinacao da hiperlocomogao induzida por cet@n haloperidol foi utilizado

como antipsicético padrédo neste teste.
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4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OEAZ NO
MODELO DE ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO POR CHOQUE
TERMICO

Na realizagdo deste ensaio antioxidante foi avaliaa inibicdo da
lipoperoxidacdo induzida pelo choque térmico. Fonareparados homogenatos de
cérebros de camundongos a 20% sem cerebelo, erAdatedosfato de potassio 5mM
(ph7,4). Aliguotas de 1,0 mL do homogenato forastrifhuidas em tubos de ensaios em
trés solugbes de OEAZ (25,50,10@/ml) e Tocoferol (vitamina E 1@0g / ml -

utilizado como antioxidante padréo), foram acretwas aos tubos.

Apés 1 h de incubacao, previamente congelada (2Qbdr 24 h) homogenato
de cérebro a 37 ° C, a capacidade antioxidantealoulada para cada concentracdo do
Oleo. As amostras submetidas ao estresse oxidativeeja, congelado e descongelado
a 37 ° C) foram chamados de controles positivos.aA®stras congeladas e néo
incubadas por 1 h a 37 °C foram chamados contnagativos. Os homogenatos foram
usados para avaliar os efeitosvitro do EOAZ na peroxidacgéo lipidica (TBARS) e

sobre os niveis de nitrito como forma de determisamniveis de 6xido nitrico.

4.1 Avaliacédo da peroxidacéo lipidica (dosagem de malddialdeido)

Método

A peroxidacao lipidica € uma das mais importatgsressdes organicas do
estresse oxidativo induzido pela reatividade décaésl livres do oxigénio. O método
mais empregado para a determinacdo do MDA em aasobtoldgicas € baseado na
sua reacdo com o acido tiobarbitarico (TBA). Nestacdo, duas moléculas de TBA
reagem estequiometricamente com uma molécula de pH& formar uma solucéo de
cor rosa, que tem absorbancia maxima em pH acide32ma 535 nm. O coeficiente de
extincdo deste croméforo num comprimento de onda3#enm e pH 1,0 € de 1,56 x
10> M™. O método utilizado neste experimento foi des@pHUANG et al. (1998).
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Procedimento experimental

As areas cerebrais CE e CPF foram homogeneizadd® % em uma

solucao de cloreto de potassio 1,19 % gelada.

Apés obtencdo dos homogenatos 125 pl de cada howrtogeoi
adicionado a 225 pl de tampao fosfato de potaseimbésico 50 mM, pH 7,4 e a 125
pl de um sistema catalisador contendo sulfato $ereoacido ascorbico em um tubo de
ensaio. Esta mistura foi incubada a 37 °C por 30 Esta reacdo foi interrompida pela
adicdo de 250 pl de acido tricloroacético 10 % eseguida centrifugada a 3000 rpm
por 15 min. Apés centrifugacdo o sobrenadantedpasado e acrescido a este 250 pl
de acido tiobarbiturico 0,8 %. Apos agitacdo essuma foi mantida em Banho Maria
com agua fervente (100 °C) por 15 min e logo enuidaga retirada do Banho Maria
foi colocada em um banho de gelo para o retorn@agio a temperatura ambiente. A
leitura foi feita em espectrofotdmetro com compmitoede onda ajustado para 532 nm.
Como padrédo foram utilizadas vérias concentracédddA (0,627 a 16,77 umol). Os

resultados foram expressos como pmol/mg de proteina

Solucbes reagentes

& Solucédo de Cloreto de Potéssio (KCI) 1,15 %
2,3 g de cloreto de potassio (Reagen, RJ, Bramigni diluidos para um

volume final de 200 mL de agua destilada.

& Tampao fosfato de potassio monobasico 50 mM
1,36 mg de KHPO, (Reagen, RJ, Brasil) foram dissolvidos em 1000d@aL
agua destilada e o pH ajustado para 7,4.

= Sistema catalisador
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Este sistema é formado pela mistura de partessigi@iduas substancias
gue sao preparadas isoladamente. A- Fe@0O1M foi preparada pela pesagem de
0,2780 mg de FeSOH,O e dissolucdo em 100 ml de agua destilada. B- dAcid
ascorbico foi preparado pela dissolucdo de 1,76Hengcido ascorbico (Sigma, EUA)

em 100 mL de agua destilada.

= Padrao
Foi preparada uma solugcéo 0,1 mM de malonildialwéiDA) em tampéo
KCI 1,15 %. Diferentes volumes desta solucao perfda concentracdes entre 0,627 e
16,8 pmol foram utilizadas para a obtencao de umagadréo de MDA.

4.2 Dosagem de nitrito/nitrato (GREEN et al., 1981)

Método

O reativo de Griess (N-1-naftiletilenodiamina a %lem agua, sulfanilamida 1
% em acido fosférico 5 %) revela a presenca deéogm uma amostra (urina, plasma,
homogenato tecidual) por uma reacdo de diazotizagéddorma um cromoforo de cor

réseo, com um pico de absorbancia em 560 nm.
Procedimento experimental

Para a realizacdo do ensaio foram usados 100 ptealpente de Greiss e
adicionados 100 pL do sobrenadante (centrifugadd)amogenato a 10 % das areas
cerebrais dos camundongos em salina ou 100 puL dualrdgs nas varias
conccentragbes. Para o branco foram usados 100 quleaigente de Greiss e
adicionados 100 pL de salina. A leitura da absariéioi feita em 560 nm em leitor de
placa. As leituras da absorbancia dos padrbes dyant plotadas contra as
concentracdes de cada padréo (x), entdo deterrsmauequacao da reta, que foi usada
para a determinag&o da concentracdo de cada amostra
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Solucdes reagentes

= NEED 0,1 % (N-1-naftiletilenodiamina)
0,1 g de N-1-naftiletilenodiamina (Sigma, EUA) foraliluidos em 100 mL

de agua destilada.

= Acido fosférico 5 %
5 ml do &cido fosférico (Sigma, EUA) foram diluidaara um volume final

de 100 mL em baldo volumétrico.

& Sulfanilamida 1 % em acido fosforico 5 %
1 g de sulfanilamida (Sigma, EUA) foram dissolvides um volume final

de 100 mL de acido fosférico.

= Reagente de uso (Reagente de Greiss)
Misturaram-se partes iguais de NEED 0,1 %, aguaeshidda,

sulfanilamida a 1 % e &cido fosférico a 5 % (1:1)1:

& Padrao
Foi preparada uma solucdo de NaN&3toque (10 mM em tampdao). Foram
feitas diluicbes em série e usadas na obtencéaarga padrao (100, 50, 25, 12,5, 6,25,
1,32, 0,75 uM).
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5 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE DOPAMINA EM CORPO ESTR IADO
DE CAMUNDONGOS

Os animais foram sacrificados por rapida decafta@0 min apds a
administracdo do OEAZ 50 e 100 mg/kg sendo selebres removidos e lavados em
salina gelada. O corpo estriado-CE foi dissecadogelado e armazenado a -70 °C até

ser utilizadas para os ensaios (prazo maximo desg@snde estocagem).

Para a analise das monoaminas, uma coluna CLCI@D®Mm comprimento de
25 cm, calibre 4,6 mm e diametro da particula dgn® da Shimadzu, Japéo foi
utilizada. A fase movel utilizada foi composta pampao acido citrico 0,163 M, pH
3,0, contendo &cido octanosulfonico sodico, 0,6E5KS), como reagente formador do
par idénico, acetonitrila 4 % v/v e tetrahidrofurab@ % v/v. A dopamina (DA) foi
eletronicamente detectada usando um detector ampaico (Modelo L-ECD-6A da
Shimadzu, Japan) pela oxidacdo em um eletrodo r@ma vitreo fixado em 0,85 V
relativo a um eletrodo de referéncia de Ag-AgCIA(HMAN & JOSSON, 1984).
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5.1 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados foi realizada através do softvBaphPad Prism, versao
5.0 para Windows, GrapPad Softwere, San Diego &@ald EUA. Copyright (c) 1992 —
2007 por GrapPad Softwere.

Os resultados foram expressos como média + ermodpada média (EPM)
analisados através de ANOVA seguida pelo testetddeBt's-Newman-Keuls como
teste post-hoc para comparacfes multiplas. Valores significativvmsnparados ao

controle ® °p< 0,05 comparado ao EOAZ 50 mg/kg .

Na estereotipia induzida por apomorfina resultattoteste sdo expressos como
a média das seis vezes em que os animais foramvatles durante uma hora; os

grupos tratados foram comparados com os corfipel®.05.
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6 RESULTADOS
6.1 TESTE CAMPO ABERTO

O EOAZ apresentou reduziu o NC de forma dose-depdgadem relacdo ao
controle: CONT: 64,90 £ 5,30 (10); OEAZ 50: 39,6@ 50 (10); OEAZ 100: 24,36 +
1,73(10) como podem ser observadd-itaura 7.

O OEAZ também diminuiu significativamente em tormde 55% o
comportamento de autolimpeza em ambas as doseméatn CONT: 5,10 £ 0,84(10);
OEAZ 50: 2,30 + 0,47(10); OEAZ 100: 2,20 + 0,42 (Higura 9).

Nenhuma alteracao foi observada quanto a acdo dZQ@ia rearing: CONT:
8,13 £ 1,32 (10); OEAZ 50: 5,60 + 1,06 (10); OEAZD1 6,85 + 1,26 (10(Figura8).
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FIGURA 7 — Efeitos do OEAZ (50 e 100mg/kg, i.p) sobre a ativatle locomotora
(numero de cruzamentos) dos camundongobliumero de 8-10 animais por grupo. As
barras representam média + erro padrdo da meédiM)(E&nalisados através da
ANOVA seguido por Student Newman Keuls como tesmst hoc Valores
significativos comparados ao controfip< 0,05 e Pp< 0,05 comparado ao EOAZ 50

mg/kg .
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N° de Rearings/ 5 min

controle OEAZ 50 OEAZ 100

FIGURA 8 — Efeitos do OEAZ (50 e 100mg/Kkg, i.p) sobre o numerde Rearings

(atividade locomotora vertical) dos camundongos subetidos ao teste de campo
aberto. NUmero de 8-10 animais por grupo. As colunasesmrtam média = erro
padrdo da média (EPM), analisados através da AN®&Alido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Os resultados foram idem&los estatisticamente

significativos quando p< 0,05.
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N° de Groomings/
5min

I
controle OEAZ 50 OEAZ 100

FIGURA 9 — Efeitos do OEAZ (50 e 100mg/kg, i.p) sobre a ativatle de
Groomings (autolimpeza) dos camundongos submetida® teste de campo aberto
Numero de 8-10 animais por grupo. As colunas repteasn meédia + erro padrdo da
média (EPM), analisados através da ANOVA seguiddSpadent Newman Keuls como

teste post hoc. Valores significativos comparaaosaatrole %p< 0,05.
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6.2 TESTE ROTA ROD

Neste teste 0 OEAZ em ambas as doses (50 e 100nmf&gapresentou efeito
algum sobre a coordenacdo motora dos animais (teseppermanéncia na barra

giratdria), como pode ser observado na tabela 1.
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TABELA 1 - Efeitos do OEAZ (50 e 100 mg/kg) sobre aoordenacdo motora dos
camundongos em diferentes velocidades (5, 15, 40mp

GRUPOS VEL 5 VEL 15 VEL 40

CONTROLE 1,3 +0,3000 1,4+0,3712 2,500 + 0,3416
OEAZ 50 1,0 £0,3944 0,9 +£0,2333 2,100 * 0,4069
OEAZ 100 1,0 £0,3651 1,2 £0,4422 2,800 * 0,2000

Os valores representam as medias + SEM das diésrergiocidades (5,15,40 rpm).
Foram utilizados de 6-11 animais por grupo. Paralisn estatistica foi utilizada
ANOVA seguido por Student Newman Keuls como test&t hoc Nao houve diferenca

significativa.
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6.3 TESTE NADO FORCADO

O efeito antidepressivo do OEAZ foi estudado nteteée nado forcado atraves

da analise do tempo de imobilidade (em segundos).

Conforme os dados mostradosTrabela 2, CONTR: 101,3 £ 8,90 (6); EOAZ
50: 104,30 + 13,15 (7); EOAZ 100: 167,0 + 16,45 (8! 10: 18,1 + 2,74 (8)) o OEAZ
aumentou o tempo de imobilidade do animal em tolen&4% comparado ao controle.
A Imipramina (10mg/kg) utilizada como padrdo pesitpor sua acdo antidepressiva

reduziu o tempo de imobilidade quando comparadg@wo controle.
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TABELA 2 - Efeitos do OEAZ (50 e 100 mg/kg) e Imipamina (10mg/kg) no tempo
de imobilidade de animais submetidos ao teste doa@aforcado.

GRUPOS TEMPO DE IMOBILIDADE (s)
CONTROLE 101,3 + 8,90

EOAZ 50 mg/kg 104,30 + 13,15
EOAZ 100 mg/kg 167,0 + 16,45
IMIPRAMINA (10mg/kg) 18,1+ 2,73

Os valores representam as medias + SEM do tempmalglidade de 5min. Foram
utilizados de 6-8 animais por grupo. Para analsatistica foi utilizada ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como tgstst hoc Valores significativos
comparados ao controffp< 0.05.
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6.4 TESTE SUSPENSAO DA CAUDA

O teste de suspensdo da cauda avalia a acdo desdjog possam ter acoes

antidepressivas no sistema nervoso central.

O OEAZ apresentou os seguintes resultados confapresentados nabela 3
(CONT: 80,59 + 8,97 (11); EOAZ 50: 85,07 + 7,54;(EPAZ 100: 113,4 + 10,32 (8);
HAL: 197,6 + 9,98 (10)). Os resultados mostram qQUOEAZ na dose de 100mg/kg
aumentou em 40% o tempo de imobilidade do animaju® caracteriza um efeito

depressor na maior dose estudada, quando estanipacada ao grupo controle.

O grupo de animais que foram tratados com o anisigomle receptores
dopaminérgicos (Haloperidol — 0,2 mg/kg) também entou o0 tempo de imobilizacao

guando comparados ao controle.
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TABELA 3 - Efeitos do OEAZ (50 e 100 mg/kg) e Halogridol (0,2 mg/kg)
referente ao tempo de imobilidade no teste de susp&o da cauda.

GRUPOS TEMPO DE IMOBILIDADE (s)
CONTROLE 80,59 + 8,97
EOAZ 50 mg/kg 85,07 + 7,54
EOAZ 100 mg/kg 113,4 +10,32
Haloperidol (0.2 mg/kg) 197,6 + 9,98

Os valores representam as medias =+ SEM do tempmalglidade de 5min. Foram
utilizados de 8-11 animais por grupo. Para ana&@atistica foi utilizada ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como tgstst hoc Valores significativos

comparados ao controfp< 0.05.
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6.5 TESTE LABIRINTO CRUZ ELEVADO (LCE)

O efeito ansiolitico do OEAZ foi estudado nestégte®mportamental atraves de
dois parametros: NEBA (numero de entradas nos brabertos) e TPBA (tempo de

entrada nos bragos abertos — segundos).

Na Tabela 4tem-se o efeito do OEAZ sobre NEBA onde, CONT: %3898

(10); EOAZ 50: 4,10 + 0,48 (10); EOAZ 100: 5,10 #® (10); DZP: 9,60 + 1,30 (8).
Com relacdo ao TPBA ainda dabela 4 os resultados apresentaram-se da seguinte
forma: CONT: 119,90 + 10,20; EOAZ 50: 153,0 + 18,EDAZ 100: 5,10 £ 0,75 (10);
DZP: 168,0 + 16,0 (8). Desta forma observou-seq@E=AZ nas doses de 50 mg/kg e
100mg/kg nao apresentou resultados significativaando comparado ao grupo
controle. O DZP utilizado como controle positivoregentou aumento no tempo de
permanéncia do braco aberto, bem como aumentoumeroide entrada nos mesmos,

confirmando assim a sua esperada resposta amsioliti
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TABELA 4 — Efeitos do OEAZ (50 e 100 mg/kg) e Diapam (1mg/kg) referente ao
tempo de permanéncia nos abracos abertos no teste dabirinto Cruz Elevado
(LCE).

GRUPOS NEBA TPBA (s)
CONTROLE 5,38 + 0,98 119,90 + 10,20
EOAZ 50 mg/kg 4,10 +0,48 153,0 + 18,42
EOAZ 100 m/kg 5,10 + 0,75 122,90 + 17,37
DIAZEPAM 1 mg/kg 9,60 + 1,30 168,0 + 16,0

Os valores representam as medias + SEM da FEBAU@recia de entrada nos bracos
abertos) e TPBA (tempo de permanéncia nos bragasoah Foram utilizados de 8-10
animais por grupo. Para analise estatistica ftizatia ANOVA seguido por Student
Newman Keuls como teste post hoc. Valores significa comparados ao controfe<
0.05.
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6.6 TESTE DAS CONVULSOES INDUZIDAS POR ELETROCHOQUE
MAXIMO

No modelo de convulsdo induzida por eletrochoqueanfi avaliados dois
parametros: tempo de laténcia de convulsdo (tempogee o animal leva para

apresentar a primeira convulséo) e tempo de esiraim

O OEAZ nao apresentou efeito sobre a laténcia oaepma convulsdo, como
pode ser observado figura 10.

No tempo de estiramento o OEAZ na maior dose egtudd00mg/kg)
apresentou efeito anticonvulsivante significatigpando comparado ao grupo controle
(respectivamente (11,71 + 0,5654), (14,50 = 0,73@)no mostra &IGURA 11.
Como droga padrdo para o teste foi utilizado DZRg/kg) que como esperado
aumentou o tempo de LC e apresentou diminuicdo ded® estiramento quando

comparadas ao grupo controle.
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FIGURA 10 — Efeitos do OEAZ (50 e 100mg/kg. i.p) e Diazepamm@/kg) sobre a
Laténcia de Convulséo induzida por EletrochoqueimdxAs colunas representam
média = erro padrdo da média (EPM). analisadovédrda ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como tegiest hoc Valores significativos comparados ao
controle %< 0.05.
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FIGURA 11 - Efeitos do OEAZ (50 e 100mg/kg. i.p) e Diazepdmn{g/kg) sobre
tempo de estiramento (tempo de convulsdo). Paréisanéstatistica foi utilizada
ANOVA seguido por Student Newman Keuls como testestphoc. Valores
significativos comparados ao controfip< 0.05 e Pp< 0.05 comparado ao EOAZ 50

mg/kg .



73

6.7 ESTEREOTIPIA INDUZIDA POR APOMORFINA

Na estereotipia induzida por Apomorfina os aninfaimm pré-tratados com
OEAZ (50 e 100 mg/kg) e trinta minutos depois recain apomorfina 20 mg/kg. O
OEAZ na dose de 50 mg/kg reduziu em torno de 4@%texreotipia quando comparado
ao controle como pode ser observadoFigura 12. A dose de 100mg/kg do OEAZ
reverteu a estereotipia em torno de 79%, ou seja diminuicdo significativa dose-

dependente.
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FIGURA 12 - Efeitos do OEAZ (50 e 100mg/kg) + APO 20 e VeiculoAPO 20, na
Estereotipia induzida por Apomorfina. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como tgstst hoc Valores significativos
comparados ao controfi®< 0.05 e’p< 0.05 comparado ao EOAZ 50 mg/kg .
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6.8 AVALIACAO DA ACAO DO OEAZ NA HIPERLOCOMOCAO IND UZIDA
POR CETAMINA

Como esperado, os animais tratados com Cetamiid)(Q@0 mg/kg i.p
mostraram um aumento de 181% no numero de cruzasjeain comparacao aos
animais controle. O HAL (0,2 mg/kg) sozinho dimuua atividade locomotora em
comparacao aos controles. Com o pré-tratamentoE0AZ 100 e HAL (0,2 mg/kg)
ocorreu uma diminuicao da hiperlocomocéao induzidaQET.Os resultados podem ser

conferidos visualizados ragura 13.
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FIGURA 13 - Efeito do EOAZ (50, 100mg/kg) e Haloperidol (HAL ®) na
hiperatividade locomotora induzida pela administraggo de Cetamina Os
camundongos foram tratados com EOAZ ou HAL isoladassociada a CET (com um
intervalo de 30 min entre as drogas) e foram intadiante colocados em uma arena em
campo aberto. Foram utilizados de 7-9 animais papag Onde’p< 0.05 quando
comparado ao controle Bp< 0.05 para diferenca entre controle e CET. Baddise

estatistica ANOVA e Student-Newman-Keuls como tetesst hoc
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6.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OEAZ FRE NTE A
PEROXIDACAO LIPIDICA INDUZIDA POR CHOQUE TERMICO (D osagem
de TBARS em homogenatos de tecido cerebral)

A Figura 14 apresenta o efeito do OEAZ sobre as concentratg@@&esubstancias
reativas ao acido tiobarbitdrico, em homogenatotedeo cerebral, geradas a partir da
peroxidacao lipidica induzida por choque térmi€@omo pode ser observado o controle
positivo apresentou um aumento de 83% de conteédd@A em relacdo ao controle
negativo. O EOAZ, em todas as concentracfes estada8d, 50 e 100 pug / ml) reduziu
significativamente a peroxidacéo lipidica em tod® 80% em relagdo ao controle

positivo, e este efeito foi semelhante ao apredemntala vitamina E.
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Figura 14 - Deteminacdo dos niveis de MDA em homogenatos cerals
submetidos ao choque térmicoOs valores representam as medias + SEM dos niveis
de nitrito em homogenatos submetidos (controletipo$iou ndo (controle negativo)
para o estresse oxidativo e homogenatos submedinlasstresse oxidativo incubados
com EOAZ (25, 50 e 100 pg / ml) ou vit E. Orfipec 0.05 para controle positivo vs
controle negativo e’p< 0.05 para controle positivo vs controle EOAZrdPanélise

estatistica ANOVA e Student-Newman-Keuls como tetesst hoc.
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6.10 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE NITRITO EM HOMOGENA TOS
CEREBRAIS SUBMETIDOS AO MODELO DE ESTRESSE OXIDATIV O IN
VITRO INDUZIDO POR CHOQUE TERMICO

A figura 15 apresenta o efeito do OEAZ sobre ascentracdes de nitrito em
homogenatos de tecido cerebral submetidos ao sstoasdativo induzido por choque

térmicoin vitro.

Os homogenatos submetidos ao estresse oxidativo @entpositivo)
diminuiram o teor de nitrito em relagdo ao controlegativo em 22 % quando
comparados ao controle, enquanto o EOAZ em toddeses estudadas (25, 50 e 100
C1g/ml) juntamente com a vitamina E (Tocoferol) valestes parametros para os niveis

de controle negativdzigura 15.
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FIGURA 15 — Deteminacdo dos niveis de nitrito em homogenatos rebrais
submetidos ao choque térmicoOs valores representam as medias + SEM dos niveis
de nitrito em homogenatos submetidos (controletipo$iou ndo (controle negativo)
para o estresse oxidativo e homogenatos submedinleesstresse oxidativo incubados
com EOAZ (25, 50 e 100 pg / ml) ou vit E. Orfipec 0.05 para controle positivo vs
controle negativo e’p< 0.05 para controle positivo vs controle EOAZrdPanélise

estatistica ANOVA e Student-Newman-Keuls como tetesst hoc
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6.11 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE DOPAMINA EM HOMOGE NATOS
DE CORPO ESTRIADO DE CAMUNDONGOS TRATADOS AGUDAMENT E
COM OEAZ

A figura 16 mostra que a administracdo do OEAZ nas doses @e1B0mg/kg,
promoveu uma reducdo significativa nos niveis de D& corpo estriado de
camundongos em relacdo ao controle. A dose de &Kgmgduziu em torno de 25%,
enquanto a de 100mg/kg, ocorreu reducao em tori3d e
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Figura 16 - Efeitos do OEAZ (50 e 100mg/kg. i.p) sobre a cotregdo de Dopamina
(DA) no corpo estriado. As colunas representam anédirro padrao da média (EPM).
Analisados através da ANOVA seguido por Student iNaw Keuls como testpost
hoc.Valores significativos comparados ao contrépe 0.05.
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7. DISCUSSAO

As plantas medicinais séo relevantes para manuetasgicondi¢cdes de saude da
populacdo. Nas referéncias histéricas sobre plantaficinais podemos verificar que

existem relatos de sua utilizacdo em todas aszegides antigas.

O Brasil possui uma das mais ricas biodiversidadeglaneta, com milhares de
espécies em sua flora e fauna dentre elakpiaia zerumbetconhecida popularmente
por seus efeitos diuréticos, carminativos, estomcagqu anti-eméticos, espasmoliticos,
antiinflamatorios, antiofidicos, anti-histéricos cmmbate ao reumatismo e como ténico
geral (CRUZ, 1965; ALMEIDA, 1993). Neste caso o ltecimento cientifico associado
ao conhecimento popular torna o presente estudmloyalisto que a literatura
disponivel ainda ndo oferece informacgdes suficeeatdre os efeitos do OEAZ sobre o
SNC.

Os modelos de testes comportamentais utilizadde tredalho (Campo Aberto,
Rota Rod, Nado Forcado, Suspensdo da Cauda, ltabCimz Elevado, Convulsdes
induzidas por eletrochoque maximo, Estereotipia uzidh por Apomorfina,
Hiperlocomoc¢ao induzida por Cetamina,) para a detecdo dos efeitos do 6leo no
SNC, ou seja, unscreeningcomportamental de atividades que podem revelatosfei

depressores/estimulantes, bem como atividade éitsia@ anticonvulsivante.

No primeiro teste realizado, o teste do campotald€A) o animal é colocado
em um ambiente nao familiar, onde o0 comportamentploeatério diminui
consideravelmente (neofobia). O CA permite dicatiespecificidade de uma droga,
caso ela seja ansiolitica, estimulante, ansiogémicaté sedativa (LISTER, 1987). A
diminuicdo ou o aumento da atividade locomotoradoe uma indicacdo dos nivel de
exitabilidade do SNC (MANSUR,et al., 1971). O tedee CA realizado com animais
pré-tratados com OEAZ (50 e 100 mg / kg) reduziiimero de cruzamentos (NC),
como reduziu também o numero gmoming (NG) de forma dose-dependente, nao

alterando o numero dearing (NR).
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A reducdo do NC esta relacionado a uma reducadonewmotransmissao
dopaminérgica, visto que anima&isockoutpara receptores D2 apresentam reducdo na
atividade locomotora (ZUO et al., 2008).

O comportamento Grooming (autolimpeza) é uma "manutencao",
comportamento que é especificamente induzido eracgies em que um animal esta em

conflito induzido pelo estresse ou frustracao.

Nesta situacdo o comportamento de autolimpeza esadores tem sido
relacionado com receptores de dopamina (D1) ncbmrgSISPEN & ISAACSON,
1981).

Todos os receptores de DA exibem estruturas tipiedsreceptores acoplados a
proteina G. Os receptores D1-simile (Dle D5), eshd@le (D2, D3, D4), possuem
distribuicbes distintas no cérebro, onde Dlse dmmoamplamente distribuido no
Estriado (nucleo caudado, putamen, nucleo de acenshie Neocortex; D5 apresenta-
se principalmente no Hipocampo. Os receptores D@rdram-se distribuidos no
Estriado, Hipofise, Hipétalamo, Cortex Frontal (&nl2009).

Drago, et al., (1999), mostraram que a redugagrdomingocorre em animais
deficientes de receptores DEnpckouj, em contraste com grupos de animais sem a
presenca de receptor de dopamina D2 que mostranamivel normal de ativacao
comportamental. Esses pesquisadores puderam estbglie os receptores D1-simile
(D1-5) estdo extremamente envolvidos no comportgonele limpeza, mas nao
receptores D2-simile (D2-4). Com base nos fatosadog acima, a diminuicdo
significativa no comportamento de autolimpeza,nasthida pela EOAZ pode estar
relacionado com um possivel efeito inibitorio sobee receptores de dopamina D1-
simile. O efeito apresentado pelo OEAZ corroborm @b fato de que o Oleo parece
exercer um importante efeito inibitério sobre otesiza dopaminérgico, desde que
reduziu o NC e grooming no campo aberto. Vale a@atientar que este sistema é o

principal alvo farmacologico da terapia antipsicati

Dando continuidade asxreeningdo estudo, o teste do Rota Rod é utilizado para
avaliar se os tratamentos com drogas promovem lidenagcado motora nos animais, por
sedacédo e/ou relaxamento muscular (DUHAM E MYIA52P Segundo Masaquoi et

al., (1980), a perda de coordenacdo motora € umectedstica comum de muitas
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desordens neuroldgicas e um dos efeitos farmacwoi®gnais comuns em caso de
intoxicagdo, sendo também um importante efeito temh relacionado ao uso de
farmacos como os benzodiazepinicos. De acordo cpnotocolo do teste os animais
foram previamente tratados com OEAZ (50 e 100mggkegste ndo produziu alteracdes
na coordenacdo motora. Desta forma o 6leo essatedpinia parece ser desprovido
de potencial neurotéxico nas doses estudadas. Hudoss realizados em nosso
laborat6rio com a dose de 200mg/kg (dados nédo emtatos) o OEAZ também néao

apresentou alteragcées quanto a coordenacdo motora.

De acordo com Rustay et al., (2003) é recomenda®alizacdo do estudo com
varias doses de droga, pois muitos agentes depgessomo barbitlricos, etanol,
antagonistas glutamatérgicos e benzodiazepinicdgBpodem apresentar efeito
locomotor bifasico, ou seja, produzindo estimulagfo baixas doses e sedacdo em
doses maiores. Este efeito ndo foi observado comiosss estudadas do OEAZ, ao
contrario das alteracdes observadas com BZPs. Bargaoliticas classicas como BZPs
em baixas doses (2mg/kg), apresentam efeito relaxame aumenta o numero de
quedas e diminui o tempo e permanéncia na barraesddtados obtidos no Rota Rod
sdo importantes, pois revelam que o OEAZ é despoode efeitos prejudiciais ao
desempenho motor, e esta caracteristica é bast@ita quando se deseja tratamentos

farmacoldgicos que ndo causem comprometimento al@enacao motora.

Atualmente existe um crescente interesse no estadefeito antidepressivo de
plantas medicinais, pois o tratamento da depressdoantidepressivos convencionais
(inibidores da monoamina oxidase, antidepressivioglicos, inibidores seletivos da
recaptacdo da serotonina e noradrenalina), preeéremissao completa de apenas 50%
dos individuos (NESTLER et al., 2002).

A depressdo é um disturbio caracterizado por umplaagama de sintomas,
incluindo alteracbes de humor, distirbios das faac@ognitivas e pensamentos
recorrentes de morte ou suicidio. Em contraste apmxperiéncias normais de tristeza,
a depressédo clinica € uma doenca crbnica que poeerir significativamente na
qualidade de vida do individuo. Os tratamentosdaptiessivos atuais sdo eficazes em
cerca de 70-80% dos pacientes, e muitas vezes damunis de 2-3 semanas até que
0S pacientes respondam ao tratamento, além deeapas=mm consideraveis efeitos
colaterais. (PAEZ-PEREDA, 2005; TAYLOR;STEIN, 2005)
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Os relatérios de pesquisa tém indicado que extigqdantas medicinais e seus
constituintes, incluindo Hypericum perforatum, Guma longa, o Ginkgo biloba,
Schinus molle, entre outros, exercem efeito antekgivo em modelos animais de
depressdao (MACHADO et al, 2007; MCGARRY et al, 20PPENG et al, 2007;.
RODRIGUES et al 2002; SAKAKIBARA et al, 2006; WAN& al, 2008; ZHANG,
2004; ZHANG et al, 2007).

Os testes mais validados para o estudo da ativataiepressiva de substancias
sdo o Teste do Nado Forcado (TNF) e o Teste daes&p da Cauda (TSC). Estes
estudos forneceram informacgfes Uteis para o desémemto de novas terapias

farmacoldgicas.

O TNF e TSC sao amplamente utilizados para o rastte antidepressivos
potenciais. Drogas antidepressivos reduzem o tetegmobilidade em ambos os TNF
e TSC. O comportamento de imobilidade apresentadomedores quando submetido a
um estresse inevitavel e incontornavel, refleteegedpero do comportamento, que por
sua vez, podem refletir como disturbios depressemsseres humanos. Ha, de fato,
uma correlacéo significativa entre a poténcia eaefa clinica dos antidepressivos em

ambos 0s modelos.

O teste do nado forcado € um dos modelos maiscivadis para o estudo da
depressdo em animais de laboratério, por apreseitarvalor preditivo devido a
resposta aos medicamentos antidepressivos existetoposto por Porsolt e
colaboradores, em 1977, os roedores sdo exposiogmasituacdo aversiva, nadar em
um tanque cilindrico com agua, onde eles ndo pddear o fundo do cilindro ou fugir
(escape). E no TSC o animal suspenso pela caudauap@eriodo de movimentos de
tentativas de fuga de uma situacdo estressanteapésel, Com 0 tempo 0s animais
percebem que n&do tem como sair do local e deseamolima postura de imobilidade
(ZHANG, 2004).

Os resultados apontaram que o OEAZ aumentou o teepuoobilidade na dose
de 100mg/kg, tanto no TNF como no TSC. A imipram(mébidor da recaptacdo da

noradrenalina e serotonina) utilizada como contpmsitivo para o TNF diminuiu o
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tempo de imobilidade do animal, ratificando estugoes mostram a sensibilidade deste
teste a drogas antidepressivas (PORSOLT, 1977}aDesna, os resultados parecem
ser preditivos de propriedades depressoras do Q6 AANC.

Baseado no fato de que o0s neurolépticos como Hadmbe(antagonista
dopaminérgico) aumentam o tempo de imobilidade 8&,Tsugerindo que este teste
nao seja sensivel ndo somente aos antidepresamasstambém poderia ser Util para
gerar perfis de atividade para os diferentes tifgoagentes psicotrépicos (STERU et al.,
1987). Observamos o comportamento de camundongdaddss com Haloperidol
(HAL) na dose 0.2 mg/kg e comparamos com os animatados com EOAZ. Os
resultados obtidos com HAL, em nossa condi¢cdo @xpeatal confirmaram os dados
obtidos por Sterwet al (1987), mostrando que neurolépticos neste testesapiam

como resposta um aumento na imobilidade dos animais

Dando continuidade ascreeningcomportamental e baseado no uso popular do
cha de coldnia como calmante, resolvemos investigafeitos do OEAZ quanto sua
possivel acdo ansiolitica através do modelo deedade classico como o Labirinto
Cruz Elevado (LCE).

O LCE foi inicialmente desenvolvido por Handley &hdni, (1984) e validado
por Pellow et al., 1985. Neste teste observou-gedijagas ansioliticas, incluindo os
benzodiazepinicos, barbitiricos e etanol, aumen@mmumero de entradas e
permanéncia nos bracos abertos, enquanto que agansegogénicos produzem um
efeito oposto. Estudos realizados por Tedital (1993), revelam que a auséncia de
paredes laterais no braco aberto do labirinto seass importante que a altura, no
desencadeamento do medo no LCE, ou seja, o labiéinim modelo de ansiedade
animal baseado no medo inato de que os roedoresldeiicar em espacos abertos e

elevados. O LCE ¢ utilizado para avaliacdo do estedansiedade em animais.

Os disturbios da ansiedade como, a ansiedade {eadaa os disturbios do
panico, o transtorno obsessivo-compulsivo, as fobiao estresse pés-traumatico, sao
0s tipos mais comuns de doenga mental no mundoterrsou uma area de pesquisa de
grande interesse na psicofarmacologia. Os benzpisizos estdo entre 0s primeiros
na linha de drogas que tém sido extensivamentead#ds nos ultimos 45 anos para
tratar as diversas formas de ansiedade (RABBANIalet 2007). Apesar de os

benzodiazepinicos apresentarem beneficios bemitdsser caracterizados, 0s seus
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efeitos colaterais sédo: sedacao, relaxamento narsemhnésia anterograda e tolerancia-
dependéncia (KAPLAN & SADOCK, 2005). E devido aess®feitos adversos que
cerca de 43% dos pacientes que apresentam trawstden ansiedade usam alguma

forma complementar de terapia (ERNEST, 2006).

No presente estudo o EOAZ néo alterou o desempmlbamundongos no teste
de LCE, sugerindo que o 6leo essencial, nas dddizadas, ndo parece ter atividade
ansiolitica. Diazepam, como esperado, reduziu asagenatural dos animais para 0s
bracos abertos, e promoveu a exploragcdo do labiripor tratar-se de um modelo
excelente para investigacdo de drogas com acaceoegtores do subtipo GABAA, os
resultados sugerem que o OEAZ provavelmente nabateacdo farmacoldgica

semelhante aos benzodiazepinicos.

Dentre as varias terapéuticas utilizadas nos toams mentais, a
eletroconvulsoterapia (ECT) pode ser um métodorsegleficaz para o tratamento de
pacientes com transtornos mentais, como em epsddidranstorno bipolar do humor,
um dos quadros nosolégicos mais consistentes a@w lda histéria da medicina com
suas formas tipicas (euforia, mania e depressaegaazofrenia, que € uma doenca que
se caracteriza pela dificuldade que a pessoa aypaede diferenciar a realidade de suas
crengas e percepg¢des muito incomuns (MORENO €1G05).

A ECT afeta mdltiplas areas do sistema nervosotralenincluindo
neurotransmissores, hormoénios, neuropeptideosoeefaneurotréficos (WAHLUND,
2003). A teoria classica para seu mecanismo de pgémla que a ECT melhora a
deficiente neurotransmissdo em sistemas cerebBsvantes, assim como 0S
antidepressivos triciclicos, aumentando a neurstnigsdo, dopaminérgica,
serotoninérgica e noradrenérgica. Por outro ladbese que a ECT tem forte acéo
antipsicotica corriqueira quando ha diminuicdo daoadopaminérgica, o que leva a
questionar a teoria de simples elevacdo da disjidaitle de dopamina no cérebro.
(MACEDO et al., 2004).

Um estudoin vivo do cérebro através de microdidlise mostrou que a
administracdes Unica e repetidas da ECT aumentoanaentracdo extracelular de
dopamina no estriado de ratos e que a concentles®d do seu metabalito, acido 3,4 -
dihidroxifenilacético (DOPAC) foi aumentada apGadministracao crénica da ECT por
oito dias (YOSHIDA et al.,1997).
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Véarios estudos tém relatado que repetidas admagi&Es ECT causam
hiperatividade locomotora em ratos (Hidaka et GD&. Li et al, 2006, 2007). Esses
estudos sugerem que as convulsdes induzidas pelaisnlacao repetida ECT ativam o
sistema dopaminérgico central. Smith & Sharp (198@straram em seu estudo que
cinco administracfes de ECT induziu o aumento dasentracdes de dopamina que

ainda foram observados por até 3 semanas apépensas de tratamentos em ratos.

Estudo recente realizado por Hidaka et al., 201@loe que administracdes
sucessivas (7 dias) de choque eletroconvulsivo, odstraram envolvimento de
receptores dopaminergicos (D2) e serotonérgicddT®). Varios estudos vém sendo
realizados para verificacdo de possiveis acoesamillsivantes por parte de plantas

medicinais utilizando o modelo do ECT.

Desta forma acreditando em uma possivel participagh sistema
dopaminérgico nos efeitos do OEAZ resolvemos ingasttestas esse Oleo nas
convulsdes induzidas por eletrochoque maximo, avdb o tempo de laténcia de
convulsdo (tempo em que o animal leva para apr@sardrimeira convulsdo) e tempo
de estiramento do animal. Drogas que impedem oeejpaento dessas convulsdes
correlacionam-se, em geral, com aquelas empregdnesamente nas epilepsias do
tipo ténico-clénica generalizadas (SWINYARD, 195Q)06leo essencial d&.zerumbet
apresentou na maior dose estudada (100mg/kg) etsit@wonvulsivante com a
diminuicdo do tempo de estiramento. Este efeito epabtar relacionado aos
monoterpenos presentes neste Oleo essencial camm o terpinen-4-ol, 1,8 cineol e

terpinenoy.

Outros Oleos essenciais constituidos por monotegepresentaram efeitos
anticonvulsivantes, como o 6leo essencialAdiemisia dracunculus L(Asteraceae),
obtido das partes aéreas da planta. No caso dspetgfse 0leo nas doses em que esse
apresentou efeito anticonvulsivante, foram tambérbservadas sedacdo e
comprometimento motor avaliado pelo teste rotafodndlise cromatogréfica do 6leo
por cromatografia gasosa e espectrometria de nmagsaou a presenca constituintes
como o trans-anetol (21,1%), alfa-trans-ocimeno,6®&), limoneno (12,4%), alfa-
pineno (5,1% ), alo ocimeno (4,8%), metil eugend)2%), beta-pineno (0,8%),
terpinoleno-alfa (0,5%), acetato de bornilo (0,%iciclogermacreno (0,5%) como o0s

componentes principais. Portanto, os efeitos amiglsivantes observados podem estar
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relacionados a presenca de monoterpendides no edigencial. O OEAZ também
apresenta monoterpenos, embora ndo tenha apres@néuizos a coordenacao motora
dos animais 0 que mostra um beneficio desse Olesulfados semelhantes embora
também apresentando comprometimento motor foramereddos com os Oleos
essenciais das folhas Haurus nobilis Linn.Lauraceae, que tem sido usado como anti-
epiléptico na medicina tradicional iraniana. Os ponentes do 6leo essencial
responsaveis por esse efeito podem estar assocambscomponentes presentes
metileugenol, eugenol e pineno (SAYYAH M et al.; 02D e com o 6leo essencial da
raiz deAngelica archangelicéambém sendo seu efeito atribuido a presencaentes

no 6leo essencial (PATHAK, et al., 2010).

O fato da ECT aumentar os niveis de DA e baseadmwnjunto de resultados
apresentado neste estudo, como os obtidos no desteampo aberto sugere mais
fortemente um envolvimento de receptores dopamicesgias acdes do EOAZ, o que
nos levou a investigar os efeitos desse em relacaestereotipia induzida por
apomorfina (APO) um modelo farmacolégico de psioggdd ENBROEK & COOLS,
2002; RANDRUP & MUNKVAD, 1974). O EOAZ foi capaz deverter de uma
maneira dose-dependente os comportamentos indupelasadministracdo de APO
(escalada esniffing), confirmando a participacdo de receptores dop&micos nos
efeitos do EOAZ.

Comportamentos estereotipados s&do caracteristices ddencas como
esquizofrenia e transtorno obsessivo-compulsiv[(ElY, 1994). Segundo Grunblatt
et al., (2001) estereotipia induzida por apomorna roedores tem sido considerado
um modelo animal de psicose. A apomorfina é ummetagonista dos receptores D1 e
D2 da dopamina (Bianchi & Landi, 1985).

A hipotese de hiperfuncédo dopaminérgica continnalceitilizada para explicar
a esquizofrenia. As duas principais evidénciasestshdo esta hipétese sdo: 1- inducéo
de quadros psicoticos por anfetamina (agente quezifiberacdo de dopamina); 2 -
efeito terapéutico das drogas antipsicoticas satdi&vés do bloqueio de receptores
dopaminérgicos tipo D2 (Rice, 1999). Estudos sugegeie os sintomas psicoticos
resultariam de um desequilibrio entre os sisternpaminérgicos cortical e subcortical.
O hipofuncionamento do sistema dopaminérgico ddegrépré-frontal pode ser o
responsavel pelo desenvolvimento de sintomas megatienquanto os sintomas
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positivos poderiam ser atribuidos ao aumento dadatie dopaminérgica no sistema
limbico (KAHN e DAVIS, 1995; KNABLE e WEINBERGER,9B7).

Baseados no fato do OEAZ ter prevenido a esteraotiguzida por apomorfina
em camundongos, resolvemos analisar os niveispitpa (DA) em homogenatos de
corpo estriado dos camundongos tratados com o OEéiZbservado que o OEAZ em
ambas doses utilizadas reduziu os niveis de DA ampoc estriado dos animais,
ratificando a hipétese de inibicdo da neurotransfitislopaminérgica por parte do 6leo.
E importante enfatizar que o corpo estriado é uasa&leas cerebrais mais envolvidas

na fisiopatologia da esquizofrenia.

Para reforcar os achados relacionados aos efeitgsiadticos do OEAZ seus
efeitos foram investigados em outro modelo farnm@giob para o estudo da

esquizofrenia, a hiperlocomocéao induzida por Catar(CET).

A esquizofrenia é um transtorno psiquiatrico deadst que acomete
aproximadamente 1% da populacdo ao longo da vidain@ividuos geralmente sao
acometidos no auge do seu potencial produtivo eursocda doenca é crbnico e
debilitante. Apesar dos progressos no tratamentesdaizofrenia, como a introducao
de antipsicoticos atipicos, as medicacfes continsanao bastante limitadas na sua
eficacia clinica (RICE D.P., 1999). Apesar de infmse achados cientificos
demonstrarem uma disfuncdo dopaminérgica na edogriz® uma série de evidéncias
indica que outros sistemas neuroreceptores estéolvetos na fisiopatologia do
transtorno. Estudos tém sugerido que os recepgpuesmatergicos tipo N-methyl- D-
aspartatdNMDA) estdo envolvidos na fisiopatologia da esqfrienia e podem ser alvo
de tratamentos psicofarmacolégicos (DEAKIN, et397; 1989).

Os receptores NMDA sédo canais ibnicos formados difarentes proteinas
heteroméricas chamadas subunidades: NMDA R1 (isafoA-G) e NMDA R2
(isoforms A-D). Diferentes combinacdes de suburedatkterminam especificidades na
capacidade funcional de cada receptor. Os recaphiDA controlam a condutancia
de Na+, K+ e em especial em Ultima instancia do+Gafavés da membrana neuronal
(DINGLEDINE, R., 1999).

Dentre os modelos farmacolégicos da esquizofreniapdelo de hipofungéo do

receptor NMDA é o que produz quadros psicoticos ques se assemelham a
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esquizofrenia. Tal como os modelos de psicose iddymor antagonistas NMDA como
a CET induzem sintomas positivos (ex: delirios uciaa¢des) em voluntarios sadios.
Além destes sintomas, os antagonistas NMDA induzera série de sintomas que sao
tipicos da esquizofrenia, tais como sintomas negstiex: embotamento afetivo,
retraimento emocional e pensamento estereotipad)storno do pensamento (ex:
circunstancialidade, desagregacdo do pensamentojéfeeits neuropsicolégicos
similares aos observados na esquizofrenia ( KRYSTAR4; NEWCOMER, 1999).

Nossos dados mostraram que os animais tratadosC&m(20 mg / kg, i.p)
apresentaram aumento da atividade locomotora, atmugue o antagonista
dopaminérgico haloperidol diminuiu a atividade loaiora dos animais. Estes achados
sao corroborados pelos trabalhos de Andrade eR@D4; Malveira et al.,, 2004 e
mostram o valor preditivo deste teste.

O OEAZ na dose de 100mg/kg reduziu a atividadentmtora provocada pela
CET, esses dados podem ser explicados como detewrén bloqueio de receptores
dopaminérgicos. A DA esta intimamente relacionaflangdo motora e os aumentos de
seus niveis ja foram relacionados ao incrementatidadade locomotora no teste de
Campo Aberto (BUNNEY e COLS., 1978; BERNARDI e COL%981, DELFS E
KELLEY, 1990; LE MOAL, 1995).

Foi observado que mecanismos de estresse oxid&ivo sido implicados
na patogénese dos transtornos psiquiatricos. Dewidassociacdo do EO e a
fisiopatologia da depressdo o papel anti-oxidanées meacdes terapéuticas dos

antidepressivos tem sido relativamente compreehnsive

O estresse oxidativo é um importante processo @gume sendo relatado na
patogénese de algumas condi¢des que afetam o aismoso central (SNC), como é
0 caso das doencas neurodegenerativas, tipo epilepgeméncia. Este fato torna-se
facilmente compreensivel, visto que o SNC € altaensansivel ao estresse oxidativo,
em face do alto consumo de oxigénio; do alto caldelipidico, principalmente de
acidos graxos poliinsaturados, dos altos niveifede e da baixa defesa antioxidante
(HALLIWELL, 2006; VALKO et al., 2007).
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O estresse oxidativo (EO) define um desequilibritte a formacéo de espécies

reativas do oxigénio (ROS) e os mecanismos de alefgsoxidante (Sies, 1997).

Segundo Cregan., et al (2002) nas desordens g@sigas relacionadas ao
estresse, 0 EO desencadeia ou exacerba varias dotagano, como disfuncao
mitocondrial, desregulacdo da homeostasia do ¢étieracdes de rotas enegérticas,
dano aos precussores neuronais, inibicdo da newsgée inducdo dos eventos

sinalizadores de apoptose.

Efeitos antioxidantes estabelecidos por antipsiost forneceram evidéncias
indiretas para mecanismos fisiopatoldgicos da esfyj@nia. Anormalidades em niveis
de antioxidantes e produtos de oxidag&o foram sughos ao longo do tratamento com
antipsicoticos atipicos, coincidindo com melhor@natica (DAKHALE et al, 2004;
ZHANG et al, 2003).

Os radicais livres precussores do EO, sdo moleallamente reativas formadas
a partir de transferéncia de elétrons, que podemirre formar uma outra série de
espécies reativas como as Espécies Reativas dérixiERO) e, se ndo neutralizadas,
podem levar ao estresse oxidativo. Os radicaisdivncluem as ERO como: oxigénio
singlete (02), anion superoxido (O2e-), peroxido hddrogénio (H202) e radical
hidroxila (*OH), Radical peréxido (ROO). Além dessxistem também radicais livres
como o0 Oxido nitrico (ON) que ao reagir com o0 ansuperoxido gera peroxinitrito
(ONOO-). A producao de ON é catalisada pela enzirido nitrico sintase (NOS), a
qual possui trés diferentes isoformas: neuronalQ@N indizivel (iNOS) e endotelial
(eNOS).

A concentracdo das substancias reativas do aadtbarbitirico e do nitrito

foram parametros avaliados de atividade anti-oxalan

O ON é um radical livre por causa de seu elétrasem@arelhado. Porque os
radicais do ON n&o podem produzir reacbes de géoiau de propagacdo, que nao
geram reacdes em cadeia radical livre. No entantON é uma molécula mensageira
que medeia uma série de fungbes celulares, induinteurotransmissao,
neurotoxicidade e plasticidade, a vasodilatac@ulagdo do fluxo sanguineo e inibi¢cao
da agregacdo plaquetdria (MONCADA et al, 1991;. BREe SNYDER 1992;
IGNARRO et al., 1999; KRUKOFF 1999).
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Elevada producdo de ON tem sido associada a dsverdaencas
neurodegenerativas, incluindo a doenca de Alzhe(M&RRIS et al 1996;. THORNS
et al 1998)., esclerose multipla, doenca de PaskiiBOCKELMANN ;HEALES et al
1999).

Em funcéo destas informacdes o OEAZ foi estudaskindo seu potencial efeito
antioxidanten vitro. Foi avaliado sobre a peroxidacéo lipidica em hamatps de
tecido cerebral submetidos ao choque térmico. Axp@acao lipidica € um processo
extremamente lesivo, caracterizado pela quebrdipiokeos de membrana celular e a
formagcao do radical peroxil (OGH Uma vez iniciado, este processo pode ser
propagado, ja que o radical peroxil formado, paieiciar 0 processo que pode ocorrer
indefinidamente (FERREIRA et a., 1997). As conaagiies do Nitrito foram avaliadas
neste teste.

Apesar de o0 uso terapéutico de plantas ser tdgoagtianto a propria espécie
humana, o conhecimento de suas propriedades al#iirs € relativamente recente.
Diversas técnicas tém sido utilizadas para detenmanatividade antioxidania vitro,
de forma a permitir uma rapida selecdo de substreiou misturas potencialmente

interessantes, na prevencao de doengas cronicoatagjeas.

Em nossa condicdo experimental OEAZ foi capaz devemir a alteracao
induzida pelo estresse oxidativo em todo cérelhugerindo que esse efeito também
pode contribuir para seus efeitos benéficos em losdanimais de esquizofrenia. E
importante mencionar que o0 OEAZ ndo aumentam a@endé nitrito, s6 o trouxe para
niveis normais (niveis de controle negativo). Qoardos niveis de MDA

reduzidos,contribuindo pra o efeito anti-oxidantedteo.

Esta informacédo € corroborada por Liu. et al. (20@0 afirmarem que uma
série de compostos fitoquimicos como vitaminas, otéaiodes, terpendides,

flavondides, linanos, fendis e alcaloides exibeoppedades anti-oxidantes.
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7. CONCLUSOES

Através da analise dos resultados apresentadasgsodoncluir que o OEAZ
apresenta efeito antipsicético, provavelmente me@f@cio aos seus efeitos inibitorios
sobre a neurotransmissao dopaminérgica e antideisla® 6leo também apresentou
atividade anticonvulsivante, embora necessite de esudos esclarecendo o provavel

mecanismo envolvido nesta acao.
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