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RESUMO

Piper tuberculatum Jacq. (pimenta de macaco) € uma Piperaceae muito
usada no Nordeste do Brasil como condimento ou remédio. A piplartina
(PIP), uma alcamida isolada da planta, ainda é pouco estudada e isto
incentivou a investigagdo do seu potencial efeito comportamental e
neurobioquimico. Os resultados mostraram que a PIP (50 e 100 mg/Kg,
i.p.) aumentou o numero de grooming e rearing de camundongos no
campo aberto e reverteu a catalepsia induzida por haloperidol. O
composto também apresentou efeito ansiolitico, no labirinto em cruz
elevado, que foi revertido pelo flumazenil. A atividade hipnética da PIP foi
observada apenas no teste de potencializacdo do tempo de sono com
éter, mas ndo no tempo de sono barbiturico. Apesar desses efeitos, a
droga ndo induziu déficit motor nos animais no teste do rota rod. A PIP
(50 e 100 mg/Kg, i.p.) apresentou efeito antidepressivo ao reverter a
acinesia em animais pré-tratados com reserpina (10 mg/Kg, i.p.) e ao
reduzir o tempo de imobilidade dos camundongos submetidos ao nado
forcado. Neste teste, o efeito da PIP (20 mg/Kg, i.p.) foi potencializado
com a imipramina (6 mg/Kg, i.p.), mas ndo com a paroxetina (1 mg/Kg,
i.p.). Além desses efeitos a PIP (100 mg/Kg, i.p.) aumentou a
concentragao de NA e DA no corpo estriado dos animais, sugerindo que
a droga tenha uma acao antidepressiva e pré-convulsivante semelhante
aos ATC’s. Este ultimo efeito foi observado com a reducédo do tempo de
morte de camundongos tratados com PTZ (80 mg/Kg, i.p.). A piplartina
apresentou acao antimuscarinica apenas sobre os tremores induzidos
por oxotremorina (0,5 mg/Kg, i.p.), ndo sendo observados outros efeitos
da alcamida sobre o sistema colinérgico de animais tratados com
pilocarpina (350 mg/Kg, i.p.) ou submetidos ao teste da esquiva-passiva
ou sobre a densidade de receptores muscarinicos (M1 + M2). A alcamida
nao apresentou acgado anti-oxidante frente ao DPPH, mas reduziu as
concentragdes de TBARS e de nitrito, gerados em homogenatos de
cérebro submetidos ao choque térmico. Por fim, a droga (1, 5 e 50
Mg/mL) ndo alterou a viabilidade de células mesencefdlicas de ratos e
protegeu-as da agao da 6-OHDA (10 pg/mL). Na concentragdo de 100
Mg/mL, a PIP mostrou-se toxica, isoladamente ou associada a 6-OHDA.
Estes resultados mostram que a piplartina possui importantes efeitos
sobre o comportamento, que tém como base a interacdo da droga com
alguns sistemas de neurotransmissao e eventos bioquimicos celulares.

Palavras chave: Piperaceae, Piper tuberculatum, Piplartina, Ansiedade,
Depresséao, Antioxidante e Neuroprotecao.



ABSTRACT

Piper tuberculatum Jacq. (pimenta de macaco) is a Piperaceae widely
used in Northeast Brazil as a spicy or remedy. The few studies found in
the literature on Piplartine (PIP), an alcamide isolated from the plant, lead
us to evaluate its potential behavioral and neurobiochemical effects. The
results showed that PIP (50 e 100 mg/Kg, i.p.) increased the number of
grooming and rearing of mice in the open field and reversed the catalepsy
induced by haloperidol. The compound also showed an anxyolitic effect,
on the elevated plus maze, which was reversed by flumazenil. The
hypnotic activity of PIP was registered only in the presence of ether, but
not in the presence of tiopental. Despite of these effects, the drug did not
induce motor coordination deficit on the animals subjected to the rota rod
test. PIP (50 e 100 mg/Kg, i.p.) had an antidepressant effect, by reversing
the akinesia of reserpine pre-treated animals and by decreasing the
immobility time of mice subjected to the forced swimming test. In this
task, the effect of PIP (20 mg/Kg, i.p.) was potentiated by imipramine (6
mg/Kg, i.p.), but not by paroxetine (1 mg/Kg, i.p.). Also, PIP (100 mg/Kg,
i.p.) increased the level of NA and DA in striatum of pre-treated animals,
suggesting that the drug has an antidepressant and pro-convulsant TCA-
like effects. The pro-convulsant effect was noted by the decrease of the
death time in PTZ-treated mice. Piplartine showed an antimuscarinic
action only on the tremours induced by oxotremorine (0,5 mg/Kg, i.p.) and
no other effects of the alcamide were registered on the cholinergic system
of the animals treated with pilocarpine (350 mg/Kg, i.p.) or subjected to
the passive-avoidance task or on the density of muscarinic (M1 + M2)
receptors. PIP was devoided of antioxidant action against DPPH, but the
drug decreased the concentration of TBARS and nitrite, generated on
brain homogenates subjected to a thermic chock. At last, piplartine (1, 5
and 50 uyg/mL) did not alter the viability of mesemcephalic rat cells and
protected them from the action of 6-OHDA (10 pg/mL). The concentration
of 100 pg/mL of PIP was toxic, when isolated or associated to 6-OHDA.
All these findings indicate that piplartine has important effects on
behavior, as the result of the interaction of the drug with some
neurotransmitters systems and cellular biochemical events.

Key Words: Piperaceae, Piper tuberculatum, Piplartine, Anxiety,
Depression, Antioxidant and neuroprotection.



1. INTRODUCAO

1.1. GENERALIDADES:

As plantas tém sido utilizadas pelo homem desde tempos
imemoriais, para curar doencas ou promover seu alivio; houve tempos
em que elas eram a mais importante fonte de medicamentos para o
homem. Com o desenvolvimento das industrias farmacéuticas na
década de 40, essa antiga forma de terapéutica comegou a perder sua
importancia, sendo cada vez mais substituida por medicamentos
sintéticos, por ser considerada desprovida de fundamento cientifico
(Carlini, 2003).

O uso de plantas com efeitos medicinais remete ao homem pré-
historico. Evidéncias arqueoldgicas sugerem que as plantas eram
utilizadas por nossos ancestrais com fins terapéuticos (Halberstein,
2005). As grandes civilizagbes da antiga China, da india e do Norte da
Africa deixaram evidéncias escritas do uso de plantas para o

tratamento de uma grande variedade de doencas (Phillipson, 2001).

Na maioria das sociedades antigas, os produtos botanicos eram
consumidos com propositos terapéuticos e psicoterapicos. Os egipcios
sao considerados o primeiro povo a utilizar produtos naturais que os
estudos modernos comprovaram ter propriedades terapéuticas. Eles
foram os responsaveis também pela elaboracdo e relato de
substancias com acdo medicinal derivadas de recursos naturais. Os
medicos egipcios prescreviam sedativos, analgésicos e medicamentos
para tratar doengas do trato gastrointestinal e geniturinario a partir de
substancias derivadas de plantas e animais, sendo administradas de
varias formas (uso oral, topico e inalatorio). O uso de plantas
medicinais também é relatado na Antiga Grécia, na China, na india e

no Tibet, assim como nas culturas Asteca e Maia (Halberstein, 2005).

20



1. INTRODUCAO

No século XIX o homem comecgou a isolar principios ativos de
plantas medicinais e um importante marco foi o isolamento da quinina,
a partir da Cinchona que, anos depois, descobriu-se possuir
propriedades antipirética, anti-malarica e analgésica. Essas
descobertas conduziram ao interesse pelas plantas do “Novo Mundo”
e expedicbes foram feitas em busca de novos medicamentos. Um
grande numero de compostos isolados antes da Segunda Guerra
Mundial tornou-se agentes de uso clinico e muitos ainda s&o
utilizados, a saber: morfina e codeina do latex da papoula do 6épio,
digoxina da folha da Digitalis, atropina e hioscina de espécies de
Solanaceae. A era dos antibidticos iniciou-se durante aquele periodo
da histéria, a partir das descobertas de uma série de efeitos
antibacterianos de produtos naturais derivados de espécies de
Penicillium, Cephalosporium e Streptomyces. Nos anos pdés-guerra
houve uma relativa escassez de descobertas de novas drogas a partir
de plantas, uma vez que o foco de atencao da industria farmacéutica
foi direcionado a pesquisa de compostos sintéticos, tendo em vista o
sucesso de substancias como os beta-bloqueadores (atenolol) e
inibidores da enzima conversora da angiotensina (captopril) para o
tratamento da hipertenséo arterial, beta agonistas (salbutamol) para
tratamento da asma e benzodiazepinicos para tratamento dos
transtornos de ansiedade. Recentemente, tem ocorrido novo interesse
da industria farmacéutica no isolamento de compostos de fontes
naturais, evidenciando-se o isolamento de substancias como o taxol e
o etoposideo (quimioterapicos) e a artemisina (anti-malarico)
(Phillipson, 2001).

Estima-se que 25 — 30% de todas as drogas atualmente

disponiveis sao derivadas de produtos naturais (plantas,

microorganismos e animais). Apesar disso, nas Uultimas décadas,
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devido ao avango da quimica industrial, a pesquisa em produtos
naturais na industria farmacéutica tem experimentado um leve
declinio. Contudo, evidéncias recentes mostram que, para algumas
doencas complexas, os produtos naturais ainda representam uma
estimavel fonte de producdo de novos compostos quimicos, uma vez
que eles representam estruturas privilegiadas, selecionadas por
mecanismos evolutivos em um periodo de tempo de milhdes de anos.
Apesar disso, poucas plantas tém sido cientificamente estudadas a fim
de se avaliar sua qualidade, eficacia e seguranca como agentes

terapéuticos (Calixto, 2005).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 65-
80% da populagéo de paises subdesenvolvidos, em virtude da falta de
acesso aos recursos da medicina convencional, utiliza plantas com
efeitos medicinais como recurso basico em saude. Juntos, o Brasil e
os demais paises da América Latina possuem grande parte da
biodiversidade do planeta. O Brasil sozinho possui cerca de 20 — 22%
de todas as plantas e micro-organismos existentes. Apesar de
possuirem todos esses recursos naturais, esses paises nado tém
utilizado adequadamente sua grande biodiversidade em beneficio de

seu proprio desenvolvimento (Calixto, 2005).
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1.2. A FAMILIA PIPERACEAE:

e Historico:

Do ponto de vista etnofarmacoldgico, as espécies de Piper sdo
utilizadas ha séculos com as mais diversas finalidades. Na Polinésia e
Micronésia, Piper methysticum (kava) € usado no tratamento da
gonorréia, reumatismo, bronquite, asma, nas dores de cabega e de
estdbmago e nos estados de ansiedade leve e moderada (principal uso)
(Blumenthal et al., 1998). O uso medicinal da kava foi difundido na
Europa logo apdés a descoberta das ilhas do Pacifico Sul. Na
Alemanha, os primeiros relatos de preparacdes a base de kava datam
do ano de 1850 (Folmer et al., 2006).

Na medicina indiana Piper longum €& usado no tratamento da
gonorréia, nas colicas menstruais, nos disturbios do sono, na
tuberculose, nas infecgbes respiratorias, na gota e na artrite (Sunila &
Kuttan, 2005). Além dessas propriedades, Christina et al. (2006) relata
ainda o uso de Piper longum como agente antimicobacteriano,
antialérgico, antiasmatico, antitussigeno, antitérmico, hipotensor,

hipoglicemiante e vasodilatador coronariano.

Em alguns paises da Asia, as folhas de Piper betel sdo
mascadas, e utilizadas em funcdo dos efeitos carminativo, estimulante
e afrodisiaco (Arambewela et al., 2005). Santhakumari et al. (2003) e
Wirotesangthong et al. (2008) citam outras aplicagcdes de Piper betel,
como o0 uso nos disturbios gastrointestinais e nas hepatopatias, na
prevencao da halitose, na reducdo da placa bacteriana e na
cicatrizagao de ferimentos. A Tailandia tem uma grande diversidade de

especies de plantas com uso medicinal, dentre as quais se destaca
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Piper sarmentosum, uma erva terrestre muito utilizada naquela regido
por causa das propriedades carminativa, expectorante, analgésica e
antitussigena (Ridtitid et al., 1998). Os componentes bioativos
presentes no vegetal sdo os possiveis responsaveis pelos efeitos

antiagregante plaquetario e antimicrobiano (Han et al., 1992).

Na Republica de S&d&o Tomé e Principe as folhas de Piper
capense sao usadas nha cicatrizacdo de ferimentos (devido a sua
propriedade bactericida), na indigestao, flatuléncia e cdlicas intestinais
(devido as suas propriedades estomaquica e carminativa); os frutos de
Piper nigrum, por sua vez, sao utilizados como condimentos ou sao
aplicados externamente como rubefaciente e desinfectante (Martins et
al., 1998).

No Brasil, varias espécies de Piper sao utilizadas, com as mais
diferentes indicagdes. A infusdao das folhas ou dos rizomas Piper
regnelli, por exemplo, € usada na cicatrizagao de feridas e irritagcdes da
pele (Felipe et al., 2005). Ja na regido amazdnica, as folhas de Piper
marginatum s&do usadas nas desordens do figado e nas cdlicas
(Reigada, 2007) e as raizes de Piper piscatorum sdo usados pela
populacéo local como anestésico, empregado na dor de dente. Para
tanto, uma pequena porgao do rizoma € mascado, produzindo uma
sensacao de dorméncia, que dura por dez minutos, acompanhada de
intensa salivagdo (McFerren & Rodriguez, 1997). No estado da
Paraiba, Piper marginatum € usado como condimento e também como
antidoto para picada de cobra (Santos et al., 1998) e Piper
tuberculatum é usado nos problemas do estdbmago (da Cunha et al.,
2001). No sudeste do Brasil, Piper aduncum é utilizado na medicina
popular para tratar tracoma, vaginites e dores de estémago (Moreira et
al., 1998).
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e Aspectos botanicos:

A familia Piperaceae pertence a superordem Nymphaeiflorae,
ordem Piperales e compreende 14 géneros e aproximadamente 1950
espécies (Santos et al.,, 2001). Dentre esses, o género Piper e
Peperomia sdo mais abundantes, possuindo cerca de 700 e 600
espécies, respectivamente, distribuidas em ambos os hemisférios.
Estas espécies encontram-se amplamente distribuidas nas regides
tropical e sub-tropical e, algumas delas, possuem elevado valor
comercial e econbmico devido as suas propriedades condimentar e
medicinal (Reigada, 2007).

De acordo com Guimardes & Giordano (2004), estudos
taxondmicos vém sendo desenvolvidos em Piperaceae no Brasil com
base nas pesquisas realizadas por T.G. Yuncker, especialista na
familia, que estabeleceu as diretrizes para o entendimento desse
grupo. O nordeste brasileiro conta com quatro géneros: ottonia,
peperomia, piper e pothomorphe, nédo tendo sido assinalado o género
sarchorhachis, exclusivo das Regides Sudeste e Sul do Brasil. No
Ceara as espécies encontram-se representadas, principalmente, nas
superficies dos relevos residuais cristalinos mais proeminentes, cujas
altitudes e a pequena distancia do litoral determinam maiores indices
pluviométricos, desenvolvendo solos mais profundos e,
consequentemente, abrigando uma flora diferenciada. Estas regides,
denominadas serras umidas, como Aratanha, Baturité e Maranguape,
sdo as preferidas por espécies de Peperomia e certas espécies de
Piper, que apresentam individuos a sombra. Nas encostas da
Chapada do Araripe, no sul do Ceara, e no topo do planalto da
Ibiapaba e da Serra Grande, também foram registradas espécies de

Piperaceae.
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Os membros desta familia sdo geralmente ervas eretas ou
escandentes, subarbustos, arbustos ou pequenas arvores, terrestres
ou epifitas (figura 1a). Folhas estipuladas, alternas, opostas ou
verticiladas, sésseis ou pecioladas, inteiras, de consisténcia e formas
as mais diversas, tricomas muito variados, geralmente dotadas de
glandulas translucidas. Flores aclamideas, diminutas, monoclinas ou
diclinas, protegidas por bractedlas pediceladas ou sésseis,
sacadogaleadas ou peltadas, dispostas esparsas ou congestas em
espigas, formando umbelas ou n&o, ou dispostas em racemos, axilares
ou terminais, opostos ou nao as folhas. Estames 2 — 6, livres ou
adnatos as paredes do ovario; anteras rimosas, bitecas ou unitecas.
Ovario supero, séssil, geralmente imerso na raque, ou pedicelado,
unilocular, uniovulado; évulo basal, ortétropo; estilete presente ou
ausente, 1 — 4 estigmas variaveis na forma. Fruto do tipo drupa, séssil
ou pedicelado. Endosperma escasso, apresentando perisperma;

embrido minimo.
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Figura 1.2.1. Aspectos botanicos da familia Piperaceae. A
figura “a” representa o aspecto morfoldégico de um membro da familia
Piperaceae e, em detalhe, na figura “b”, as folhas e frutos de Piper
tuberculatum Jacq. sdo evidenciados.
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e Aspectos quimicos:

A anadlise fitoquimica de espécies de Piper demonstrou a
ocorréncia de varios metabolitos secundarios, muitos deles exibindo
atividades bioldgicas (Reigada, 2007). Em uma revisao feita por Pamar
et al. (1997), os autores afirmam que ja foram identificados mais de
600 constituintes quimicos pertencentes a doze classes de compostos
bioativos isolados da familia Piperaceae, tais como alcamidas,
propenilfendis, lignanos, neolignanos, terpenos, esteroides,
kavapironas, piperolidas, chaconas e diidrochalconas, flavonas e

flavanonas (figura 2).

Alguns estudos tém identificado amidas com propriedade
inseticida, diidrochalconas com atividade citotdxica e antimicrobiana e
pironas psicoativas (McFerren & Rodriguez, 1998). Curiosamente, as
kavapironas sao frequentemente encontradas em Piper methyisticum e
apresentam seus maiores efeitos sobre o sistema nervoso central
(efeito depressor, anticonvulsivante, anestésico e relaxante muscular).
Esses compostos sao derivados lipofilicos da estrutura aril-etileno-
alfapirona, com substituintes prenil ou estiril, na posicdo 6- e estao
presentes em 3 — 20% nos rizomas secos daquela espécie. As
principais kavapironas com atividade central s&o a (+)-kavaina (1,8%),
(+)-metisticina (1,2%), desmetoxiangonina (1%), iangonina (1%),
diidrokavaina (0,6%) e todas apresentaram efeito anticonvulsivante
(Bilia et al., 2002). No Brasil, estudos feitos com espécies nativas de
Piperaceae tém revelado a ocorréncia de pironas, ligndides e

cromonas, além de varias alcamidas.
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Figura 1.2.2. Estruturas quimicas de alguns compostos isolados

de espécies de Piper. A figura apresenta alguns representantes das

principais classes quimicas de metabdlitos bioativos isolados de
espécies de Piper (Pamar et al, 1997).
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Figura 1.2.2. (Continuagao). Estruturas quimicas de alguns
compostos isolados de espécies de Piper. A figura apresenta alguns
representantes das principais classes quimicas de metabdlitos
bioativos isolados de espécies de Piper (Pamar et al, 1997).
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A piperina foi a primeira alcamida isolada de espécies de Piper e
alguns estudos mostraram que este composto apresenta efeitos
depressor central, antitérmico, analgésico e anti-inflamatério. Além da
piperina, a literatura cita outras alcamidas que também apresentam
atividade biolodgica, como a deidropipernonalina, isolada de Piper
longum e dotada de efeito vasodilatador em anéis de artérias
coronarias (Pamar et al., 1997). A piplartina, também conhecida como
piperlongumina, € uma alcamida presente em muitos membros da
familia Piperaceae. Um derivado quimico deste composto, a 4'-
desmetilpiplartina foi isolado em 2000 por Dodoson et al. (2000), a
partir das folhas de Piper cenocladum. A aduncamida, isolada de
Piper aduncum, possui atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis
e Micrococcus luteus e efeito antiproliferativo em alguns tipos de
células malignas (Navickiene et al., 2000). A isopiperoleina B e a
pipericida sdo encontradas em Piper nigrum (Srinvas & Rao, 1999); no
Japao outras alcamidas também foram isoladas de Piper nigrum, a

saber: piperciclobutanamidas A e B (Fujiwara et al., 2001).

A literatura também tem descrito a presenga de lignoides e
fendis (que apresentam importante efeito antimicrobiano contra
Aspergillus flavus, E. coli, Bacillus subtilis e atividade larvicida contra
Biomphalaria glabrata) (Navickiene et al., 2000), flavondides e
terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos — componentes quimicos
comumente encontrados em varias espécies de Piper,
compreendendo os principais constituintes volateis presentes nesses
vegetais) (Martins et al., 1998; Junior et al., 1999; Mundina et al., 2001;
Santos et al., 2001).

Além dos grupos de compostos mencionados anteriormente,

varios alcanos de cadeia lateral longa, alcodis, acidos, ésteres e
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ciclohexanos oxigenados foram isolados. Os ciclohexanos oxigenados
sao raramente encontrados na natureza e sao providos de atividade
antitumoral e antimicrobiana. O primeiro relato da ocorréncia desses
compostos foi na espécie Piper hookeri, que contém pipexida e
crotepoxido. Este ultimo composto tem sido relacionado a uma
possivel atividade antitumoral in vitro. Derivados de acidos benzdicos
que foram isolados a partir das folhas de Piper aduncum mostraram
significante  atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis,

Micrococcus luetus e E. coli (Baldoqui et al., 1999).

Nas florestas umidas com baixa incidéncia luminosa no Sudeste
do Brasil encontra-se Piper |hotzkyanum, espécie vegetal de onde
alguns constituintes quimicos (cromonas, sesquiterpenos, acidos
benzdicos prenilados) foram isolados e referidos quanto a atividade
inseticida (Moreira et al., 1998a). Sesquiterpenos (E-cariofileno e
germacreno D) foram encontrados em abundancia em dez espécies de
Piperaceae da Floresta Atlantica Brasileira. Entretanto, monoterpenos
nao-oxigenados (Z)-p-ocimeno, a-pineno e B-pineno também foram
encontrados (Morais et al., 2007). Investigagbes fitoquimicas
realizadas em Piper aduncum do Sudeste do Brasil mostraram a
presenca de derivados do acido benzdico, cromonas, flavonas e
flavondides com atividade antibacteriana e citotoxica (Baldoqui et al.,
1999). Apenas um pequeno numero de flavonas foi isolado de
espécies de Piper; muitas delas sdo compostos tri- ou
tetraoxigenados; como exemplos desses compostos tem-se a
sakuratenina, isolada de Piper aduncum, (Moreira et al., 1998b), a
kaplanina (C-glicosilflavona), isolada por Moreira et al. (2000) das
folhas de Piper ilhotzkyanum, e a sakuranetina, flavona até entéo

isolada de Piper aduncum.

32



1. INTRODUCAO

Um trabalho realizado com as partes aéreas de Piper chaba
levou ao isolamento do B-sitosterol (um esterol também encontrado em
Piper betle, juntamente com acido ursdlico, acido-3-B-acetato ursalico,
que apresentam efeito antiagregante plaquetario frente aos agonistas
acido araquiddnico e ADP). Monoterpenos (cariofileno e B-cariofileno),
sesquiterpenos, hidrocarbonetos alifaticos, lignanos e neolignanos
(Bhandari et al., 1997) também foram isolados de Piper chaba. Os
lignanos formam uma familia de compostos naturais opticamente
ativos. Suas estruturas sdo formadas por duas unidades Cg,C3 ligadas
ao carbono B da cadeia lateral e os compostos formados sao providos
de atividades farmacologicas. A sesamina foi o primeiro lignano a ser
isolado a partir de Piper peepuloides (Pamar et al., 1997). A (-)-
grandisina, lignano de nucleo tetrahidrofurano, foi isolada de Piper
solmisianum. De Piper cubeba ja foram isolados vinte e quatro
lignanos (Usia et al.,, 2005), alguns dos quais mostraram atividade
inibitoria sobre as enzimas do citocromo P450, que estdo envolvidas
no metabolismo da maioria das drogas. Os neolignanos representam
uma classe de compostos com importante atividade inseticida,
antifungica e anti-PAF. Varios compostos dessa classe tém sido
isolados de espécies de Piper (Benevides et al., 1999), a exemplo do
conocarpan, constituinte majoritario de Piper regnelli (Felipe et al.,
2006).
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e Aspectos farmacolégicos:

A familia Piperaceae tem revelado inumeros representantes com
efeitos farmacologicos diversos, comprovados através de varios
estudos cientificos. Os compostos isolados de Piper philippinum, a
saber, (-)-3’-4’-O-O-demetileinocinina e 3,4-metilenodioxicinamaldeido
foram testados quanto a atividade anti-agregante no trabalho de Chen
et al. (2007). Neste trabalho, os compostos citados inibiram, quase que
completamente, o efeito do acido araquidénico, revelando assim, um
potente efeito anti-agregante plaquetario, semelhante aquele
observado com a aspirina. O grupo de Chen et al. (2007), em outro
trabalho, testou o efeito anti-agregante das taiwanamidas A, B e C, da
1-cinamoilpirrolidina e 1-(m-metoxicinamoil)-pirrolidina em uma
suspensao de plaquetas. Os resultados deste trabalho mostraram que
as taiwanamidas A e B, 1-cinamoailpirrolidina e 1-(m-metoxicinamoil)-
pirrolidina inibiram completamente o efeito do acido araquiddnico e
destes quatro compostos, a taiwanamida B e 1-(m-metoxicinamoil)-

pirrolidina foram os mais potentes.

A piperlongumina, uma alcamida isolada de Piper longum, teve
efeito anti-agregante plaquetario, como relataram Iwashita et al.
(2007). Neste trabalho, os autores afirmaram que a alcamida exerce
seu efeito ao antagonizar a ligacdo do agonista do receptor de
Tromboxano A,, o composto U46619, de maneira dose-dependente.
Park et al. (2007) observaram os mesmos efeitos com a
piperlongumina em seu trabalho. Os autores avaliram, também, o
efeito de outras alcamidas isoladas de Piper longum sobre a
agregacao plaquetaria induzida por acido araquiddnico, colageno, PAF
e trombina. A piperina, pipernonalina e piperoctadecalidina

apresentaram efeito anti-agregante nas concentracées de 30, 150, 300
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MM, em plaquetas em suspensado, na presenga de cada um dos

agonistas citados, exceto a trombina.

Piper longum também apresenta efeito inibitério sobre a
formacdo de novos vasos. Para testar a agcdo anti-angiogénica, um
extrato etandlico de Piper longum (10 mg/Kg, i.p., por 5 dias) foi
estudado em células de melanoma B16F-10 injetadas em
camundongos C57BL/6. Neste trabalho, Sunila et al. (2005)
observaram que o tratamento com o extrato etandlico de Piper longum
reduziu o numero de capilares formados nas células de melanoma e a
proliferacdo de células endoteliais, possivelmente pela reducdo da
expressdo do RNAm para o fator de crescimento do endotélio vascular
— VEGF. O efeito anti-angiogénico foi avaliado também ex vivo em
anéis de aorta de ratos, tratados com VEGF (20 ng/mL), na presenca
ou nao do extrato etandlico de Piper longum (10 ug/mL). Neste ensaio,
o tratamento com o extrato reduziu o brotamento de novos vasos nos

anéis de aorta, induzido por VEGF.

A inibicdo da indugao das moléculas de adeséo celular (ICAM-1,
VCAM-1 e selectina E) via TNFa, também foi estudado por Singh et al.
(2008). Os autores testaram o extrato cloroférmico (2,5 — 17,5 ug/mL)
de Piper longum em cultura primaria de células endoteliais de cordao
umbilical, na presenca de TNFa e neutréfilos. Os autores observaram
que o extrato cloroférmico inibiu a adesdo dos neutréfilos as células
endoteliais, em concentragées que variaram de 5 a 17,5 ug/mL. Este
efeito foi seguido da redugcdo da concentragdo das moléculas de
adesao celular, cujo efeito maximo foi observado na concentragao de
17,5 pyg/mL do extrato cloroformico de Piper longum, sugerindo que
estes fenbmenos sao, em parte, mediados pelo efeito anti-TNFa do

material vegetal. Kumar et al. (2007) desenvolveram um estudo

35



1. INTRODUCAO

semelhante para avaliar o efeito da piperina sobre a indugcdo das
moléculas de adesao celular (VCAM-1 e selectina E) via TNFa. A
piperina, de maneira dose-dependente (10 — 60 pg/mL), inibiu a
adesdo de neutrdfilos a células endoteliais em cultura, e, em paralelo,
a alcamida reduziu a expressdo das moléculas de adesio celular
VCAM-1 e selectina E, nas concentragdes maximas de 40 e 50 pg/mL,

respectivamente (kumar et al., 2007).

O extrato etandlico de Piper longum (10 mg/Kg, i.p., por 5 dias)
foi avaliado sobre algumas citocinas produzidas durante a
angiogénese. A formagao de novos vasos foi induzida em células de
melanoma B16F-10 injetadas em camundongos C57BL/6. Os
resultados deste trabalho mostraram que o tratamento com o extrato
etandlico reduziu os niveis séricos de citocinas pro-inflamatérias (IL-1
B, IL-6, TNFa) produzidas durante a angioiénese; fenbmeno que nao

foi observado no grupo de animais controle (Sunila et al., 2005).

A asma € uma doenca relacionada as vias aéreas que possui
um importante componente inflamatério. Partindo dessa premissa,
Wirotesangthong et al. (2008) investigaram o efeito do extrato
etandlico das folhas de Piper betle sobre mediadores alérgicos
produzidos por mastocitos (histamina e fator estimulador de colbénia de
macrofagos — GM-CSF) e pelas células epiteliais pulmonares (eotaxina
e interleucina-8 — IL-8) cultivadas in vitro, na presenga ou ndo do
extrato. Em cada tipo celular foram adicionados, respectivamente, IgE
(30 ng/mL) e TNFa (100 pg/mL), como indutores da resposta
alérgica/inflamatéria e os autores observaram que o extrato etandlico
das folhas de Piper betle diminuiu a hipersecregao de histamina, GM-
CSF, eotaxina e IL-8, sugerindo que Piper betle pode servir como uma

nova alternativa para o controle de doencas mediadas por citocinas.
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O extrato metandlico dos frutos de Piper cubeba foi avaliado
quanto a atividade anti-inflamatéria (Choi & Hwang, 2003). Para tal
finalidade, o extrato (200 mg/Kg, v.o.) foi administrado em
camundongos que foram, posteriormente, submetidos a testes
especificos para inflamagdo aguda e sub-crénica. Nos testes que
avaliam o processo agudo da inflamagdo, a administragdo do extrato
metandlico dos frutos de Piper cubeba reduziu, significativamente, o
edema em 70 e 45 %, nos testes do edema induzido por carragenina e
edema de orelha induzido por acido araquidbnico, respectivamente.
Os autores avaliaram, também, o efeito do material vegetal sobre a
atividade sérica das enzimas TGO e TGP, na artrite induzida por
formaldeido. Neste teste, entretanto, o extrato de Piper cubeba nao
reduziu os parametros citados, indicando que o efeito farmacoldgico

do extrato s é observado em condi¢des inflamatoérias agudas.

Stohr et al. (2001) comprovaram o efeito inibitério de 20
componentes isolados de 19 espécies de Piper, sobre a atividade das
enzimas ciclooxigenase | e 5-lipoxigenase. A analise cromatografica
revelou que a maioria dos componentes isolados eram amidas
alifaticas insaturadas. Muitos destes compostos apresentaram
consideravel efeito inibitério em, pelo menos, uma das enzimas
estudadas. Os melhores resultados sobre a inibicdo da formacéo de
leucotrienos foram obtidos com o extrato de Piper kadsura, enquanto
que o extrato de Piper boehmeriifolium foi eficaz em reduzir a sintese
de prostaglandinas, ao inibir a atividade da enzima ciclooxigenase |.
Wu et al. (2002) mostraram que os principios ativos isolados de Piper
methysticum  (diidrokavaina, @ desmetoxiangonina, flavocavaina,
cavaina, diidrometisticina, iangonina e metisticina) também tém efeito

inibitério sobre as enzimas cilooxigenase | e Il. Para tanto, foram
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usadas enzimas extraidas de vesicula seminal, na presenga de
oxigénio e acido araquiddnico como substrato enzimatico; naproxeno,
ibuprofeno e aspirina foram os controles positivos do ensaio. Dos sete
componentes extraidos do rizoma de Piper methysticum, a
diidrocavaina e a iangonina mostraram o maior efeito inibitério sobre
as ciclooxigenases | e Il, respectivamente, na concentragao de 100

Mg/mL.

Outro estudo in vitro (Folmer et al., 2006) avaliou o efeito anti-
inflamatério de componentes ativos da raiz de Piper methysticum
(kava — kavaina 400 ug/mL, metisticina 400 pg/mL, diidrokavaina 400
Mg/mL, diidrometisticina 400 pg/mL, flavokavaina A 100 pg/mL,
flavokavaina B 400 pg/mL e iangonina 400 ug/mL). O estudo usou
culturas de células leucémicas (K562, Jurkat e DSMZ), tratadas ou ndo
com o0s compostos derivados de kava ora citados. Ensaios de
viabilidade celular e biologia molecular foram realizados e mostraram
que os compostos nao interferiram com a viabilidade celular sendo,
portanto, desprovidos de efeitos téxicos; a técnica de western blot
mostrou também que aqueles compostos inibiram a atividade
transcricional para TNFa, que, por sua vez, inibe a ativacdo de uma via
sinalizadora comum do processo inflamatério, mediada por NF-«xB.
Outros trabalhos (Matsuda et al., 2008; Valdivia et al., 2008) também
foram desenvolvidos, comprovando o efeito anti- TNFao/NF-xB de

varios compostos isolados de Piper.

Em 2002 Rex et al. comprovaram o efeito ansiolitico do extrato
etandlico dos rizomas de Piper methysticum, planta tradicionalmente
usada no Pacifico Sul por suas propriedades tranquilizante e calmante.
Neste trabalho, os animais receberam uma unica dose do extrato (120

— 240 mg/Kg, via oral) ou de diazepam (15 mg/Kg, via oral) e foram
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submetidos ao labirinto em cruz elevado, aparelho validado para
avaliar efeito ansiolitico do tipo benzodiazepinico. O extrato produziu
um efeito ansiolitico semelhante aquele observado com o diazepam,
manifesto pela mudanga do comportamento natural do animal (medo e
ansiedade) ao ser submetido ao labirinto em forma de cruz, elevado a

64 cm do solo.

A despeito do efeito ansiolitico, Piper methysticum ndo causa
déficit de importantes habilidades mentais (cogni¢cdo); a amnésia
anterograda é um efeito comumente observado com o uso de
compostos ansioliticos da classe dos benzodiazepinicos. Alem disso,
Piper methysticum € bem tolerado, n&do desenvolvendo dependéncia
nas dosagens usuais e os efeitos toxicos podem ocorrer apenas em
doses altas, quando tomadas por longos periodos (a hepatotoxicidade
foi um efeito toxico observado com o uso das kavalactonas) (Bilia et
al., 2002).

Os efeitos da (x)-kavaina sobre a neurotransmissdo (canais
ibnicos dependentes de voltagem em fatias de hipocampo de cobaia)
foram o foco do trabalho de Grunze et al. (2001). Os autores
mostraram que a kavaina apresenta um fraco efeito antagonista sobre
os canais de Na’, o que parece contribuir, em parte, para o efeito
anticonvulsivante comumente relacionado ao composto.
Contrariamente, a (x)-kavaina tem um importante efeito antagonista
sobre os canais de calcio tipo L e, ao mesmo tempo, o composto age
como um modulador positivo para o aumento da condutancia do K"
através do seu canal ibnico. Este mesmo efeito ja havia sido
observado dois anos antes por Schirrmacher et al., (1999), que

avaliaram o efeito da (*)-kavaina sobre a ativagédo de canais de Na* e
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Ca?*, voltagem-dependentes, em cultura de células de ganglios da raiz

dorsal de ratos recém-nascidos.

Piper methysticum também apresentou efeito anti-oxidante, no
ensaio com DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) realizado por Wu et al.
(2002). Os autores isolaram sete compostos da raiz de Piper
methysticum  (diidrokavaina, = desmetoxiangonina, flavocavaina,
cavaina, diidrometisticina, iangonina e metisticina) e avaliaram a
atividade anti-oxidante de cada uma delas. Das sete substancias
citadas, apenas iangonina e metisticina, ambos na concentragao de
2,5 mg/mL, apresentaram efeito anti-oxidante; as vitaminas E e C
foram usadas como controle positivo da reagao e apresentaram efeito
anti-oxidante, nas concentragcdes de 25 e 50 yM, respectivamente.
Usando a mesma metodologia, outro trabalho avaliou o potencial anti-
oxidante de compostos fendlicos extraidos dos frutos de Piper nigrum
(3,4-dihidroxifenil-etanol e  3,4-diidroxi-6-(N-etilamino)-benzamida
(Chatterjjee et al., 2007). O glicosideo 3,4-dihidroxifenil-etanol (0,1
ng/mL) apresentou importante efeito anti-oxidante frente ao radical
DPPH; o mesmo nao foi observado com o composto 3,4-diidroxi-6-(N-
etilamino)-benzamida. Em contraste, os compostos citados nao foram
eficazes em impedir a oxidagao do p-caroteno, quando na presencga de

especies reativas de oxigénio.

Yamaguchi et al, (2006) testaram in vitro o efeito anti-oxidante
de compostos isolados dos frutos de Piper crassinervium
(hidroquinonas preniladas e acidos hidroxibenzoicos prenilados) frente
aos radicais DPPH e ABAP (2,2’-azo-bis-(2-amidinopropano). No
ensaio com DPPH, as hidroquinonas preniladas (40 uM) apresentaram
efeito anti-oxidante superior aquele dos acidos benzdicos; o mesmo

efeito foi observado no ensaio com ABAP, utilizando-se uma
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concentragao de hidroquinonas de 20 uyM. A inibicdo da peroxidacao
lipidica foi avaliada também em lipossomos de fosfatidilcolina como
modelo de membrana celular, frente a acdo oxidativa do complexo
Fe?/acido ascérbico. Neste modelo, a acgdo anti-oxidante dos
derivados hidroquinénicos foi, mais uma vez, superior a acado dos
acidos hidroxibenzoicos ao diminuir a formacao das substancias
reativas do acido tiobarbiturico, produtos comuns da peroxidacdo de

lipideos de mebrana.

Piper betel tem sido muito estudado por sua propriedade anti-
oxidante (Dasgupta, 2004). Battacharya et al. (2007) investigaram o
efeito efeito anti-oxidante do extrato etandlico de Piper betel (50 — 100
Mg/mL) sobre uma suspensdao de mitocdndrias de figado de ratos,
submetidas a fotossensibilizagdo com lampada de tungsténio (100 W).
A peroxidacgao lipidica induzida neste processo e o efeito anti-oxidante
do material vegetal foram determinados pela producdao das
substancias reativas do acido tiobarbiturico, dienos conjugados e
hidroperdxidos lipidicos. Todos esses parametros apresentaram-se
significativamente diminuidos na presenga de concentragdes
diferentes (50, 75 e 100 ug/mL) do extrato. Observou-se também que
a concentragdo de 50 uyg/mL do extrato foi eficaz em aumentar os
niveis da enzima anti-oxidante superéxido dismutase (SOD) e reduzir
a peroxidacao lipidica induzida por Fe**/acido ascorbico na suspensio
de mitocdndrias irradiadas. Tais efeitos ndo foram observados nos
grupos controle. Através da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), foi possivel identificar os constiuintes majoritarios do extrato
etandlico das folhas de Piper betel. Tal analise revelou a presenca dos
compostos fendlicos cavibetol e 4-alilpirocatecol, os possiveis
responsaveis pelo efeito anti-oxidante do extrato. Mula et al. (2008)

chegaram a mesma conclusdo ao avaliarem também o efeito anti-
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oxidante dos compostos ora citados, sugerindo que 0s mesmos sao
importantes agentes protetores contra danos a sistemas biologicos,

indizidos pela geragao de espécies reativas de oxigénio.

O extrato alcodlico dos frutos de Piper longum e seu
componente maijoritario, a piperina, foram testados e avaliados quanto
aos seus efeitos hematologicos (Sunila & Kuttan, 2005).
Camundongos Balb/c foram tratados, via intraperitoneal, durante cinco
dias com o extrato alcodlico dos frutos de Piper longum (10
mg/dose/animal) e piperina (1,14 mg/dose/animal) e, durante um més,
a cada trés dias, amostras foram coletadas para a analise de alguns
parametros hematoldgicos, a saber: hematdcrito, contagem diferencial
de leucdcitos, concentragdo de hemoglobina, anticorpos totais e
celularidade de medula éssea. Como efeitos hematologicos, os
autores observaram que o tratamento com o extrato hidroalcodlico e a
piperina aumentaram o numero total de células na medula 6ssea e de
leucocitos no sangue, sem promover mudangas apreciaveis nha
contagem diferencial, concentragcao de hemoglobina e hematdcrito. O
tratamento promoveu, também, um aumento no titulo de anticorpos
totais, sugerindo que o material vegetal, além de estimular o sistema
imune, também apresentou importante efeito sobre a proliferacdo de

células indiferenciadas da medula 6ssea.

O efeito hepatoprotetor do extrato etandlico (50 e 100 mg/Kg,
v.0.) dos frutos de Piper longum foi estudado em ratos Wistar
submetidos ao tratamento com CCl,; (1 mL/Kg, v.o., duas vezes por
semana, durante 28 dias). Neste estudo, a extensdo da fibrose
induzida por CCl4 e o efeito do extrato sobre essa lesdao foram
avaliados de acordo com a atividade sérica das enzimas alanina

transaminase (ALT), aspartato transaminase (AST), fosfatase alcalina
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(FAL) e a concentracao de bilirrubina total no soro. O tratamento com
o extrato etandlico (50 e 100 mg/Kg) dos frutos de Piper longum
reduziu significativamente (e dose-dependente) a atividade sérica das
enzimas hepaticas citadas e a concentracdo plasmatica de bilirrubina
total. O trabalho investigou também o efeito do tratamento com o
extrato etandlico sobre a concentragao hepatica de hidroxiprolina (HP
— marcador da fibrose hepatica). Neste grupo de animais, o conteudo
hepatico de HP encontrava-se reduzido em relacdo ao grupo que
recebeu apenas CCl,;. Esses achados demonstraram que o extrato
etandlico dos frutos Piper longum de possui importante atividade
hepatoprotetora e anti-fibrética no modelo de hepatotoxicidade
induzida por CCl, (Christina et al., 2006).

Sunila & Kuttan (2005) observaram que o extrato etandlico dos
frutos de Piper longum apresentou efeito radioprotetor em
camundongos submetidos a radiacdo (Co60 — 6 Gy/animal). A
contagem das células brancas nos camundongos controle irradiados
com Co60 foi drasticamente reduzida a 1.900 células/mm3 no terceiro
dia de radiagdo; em contrapartida, a contagem dos leucocitos dos
animais irradiados tratados com o extrato etandlico (400 mg/Kg, i.p.)
foi de 2.783 células/mm3. O numero total de células da medula 6ssea
aumentou nos animais irradiados tratados 16,7 x 106 células/fémur
quando comparado ao grupo controle, exposto a radiacao (12,2 x 106
células/fémur). O extrato etandlico dos frutos de Piper longum reduziu
os niveis de glutationa piruvato transaminase (GPT), fosfatase alcalina
(FAL) e a peroxidacgao lipidica no figado e soro dos animais irradiados
tratados. A administracdo do extrato também aumentou os niveis de
glutationa reduzida. Neste trabalho os autores afirmaram que o
mecanismo através do qual o extrato etandlico dos frutos de Piper

longum promove os efeitos citoprotetores ainda é desconhecido, mas
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os resultados sugerem uma possivel utilidade desse material como

agente protetor na radioterapia.

O trabalho de Chatterjjee et al. (2007) utilizou a técnica de
eletroforese para mostrar que compostos fendlicos (glicosideo 3,4-
dihidroxifenil etanol e 3,4-diidroxi-6-(N-etilamino)-benzamida) extraidos
dos frutos de Piper nigrum apresentaram efeito radioprotetor quando
adicionados em uma solucdo contendo plasmideos de DNA

submetidos a radiagdo y (50 kGy).

O efeito hipolipemiante de seis alcamidas isoladas dos frutos de
Piper nigrum foi avaliado no trabalho de Rho et al. (2007). Os
compostos isolados desta espécie, tais como a pipercida,
retrofractamida, pipercabamida, pelitorina, deidroretrofractamida e
deidropipernonalina foram incubadas em um meio contendo
microssomos de figado de rato, na presenga de colesterol. Este ensaio
avaliou o efeito das alcamidas de Piper nigrum sobre a atividade da
enzima ACAT (colesterol aciltransferase — enzima responsavel pela
esterificagdo do colesterol hepatico). Como resultado, foi observado
que deidroretrofractamida, deidropipernonalina, pipercida,
retrofractamida, pipercabamida e pelitorina reduziram a atividade da
ACAT, nas concentragdes de 60 uyM, 90 uM, 3,7 uM, 24,5 uM, 13,5 uM
e 40,5 uM, respectivamente. O trabalho avaliou também o efeito das
alcamidas sobre a formacdo de ésteres de colesterol em cultura de
células HepG2, na presenga de acido oléico; os seis compostos
reduziram a esterificagdo do colesterol em uma concentracdo maxima
de 10 ug/mL. Com esses resultados, os autores concluiram que os
compostos isolados dos frutos de Piper nigrum tém uso potencial na
prevencao e tratamento de dislipidemias e aterosclerose, através da

inibigdo da enzima ACAT.
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Um estudo (Arambewela et al., 2005) mostrou que os extratos
aquoso e etandlico (200 mg/Kg, v.o.) das folhas de Piper betle
apresentaram efeito hipoglicemiante quando testados em ratos
normoglicémicos e diabéticos (induzido por streptozotocina — STZ).
Neste trabalho foi observado que o extrato aquoso das folhas de Piper
betle induziu o acumulo de glicogénio no figado e musculo esquelético
dos animais tratados, indicando que o material em questdo aumentou
a captacao de glicose para aqueles tecidos ao sensibilizar os
receptores de insulina e/ou induzindo as enzimas relacionadas a
sintese do glicogénio. Nos animais diabéticos que receberam os
extratos aquoso e etandlico notou-se uma redugdo da peroxidagao
lipidica, indicando um efeito anti-oxidante dos extratos, confirmado in

vitro através do ensaio com o radical DPPH.

Ridtitid et al. (1998) afirmam que o extrato aquoso de Piper
rostratum reduziu os nives séricos de glicose em coelhos diabéticos
(modelo do alloxano) e em pacientes com diabetes mellitus tipo 2. No
mesmo ano, o efeito hipoglicémico do extrato aquoso de Piper
sarmentosum foi examinado em ratos normais e diabéticos (no modelo
de diabetes induzido por estreptozotocina); no teste de tolerancia oral
a glicose, a administragdo oral repetida (sete dias) do mesmo extrato
(0,125 e 0,250 g/Kg) reduziu significativamente a glicose plasmatica de
maneira semelhante a glibenclamida (5 mg/Kg, via oral); a
adminstragcao aguda do extrato, entretanto, nao reduziu os mesmos
parametros nos ratos diabéticos, como o fez a glibenclamida
(Peungvicha et al., 1998).

Piper sarmentosum também foi estudado devido a propriedade

relaxante muscular, referida pela populacdo da Tailandia, que utiliza

aquela planta no alivio das mialgias. Ridtitid et al. (1998) avaliaram o
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efeito relaxante neuromuscular do extrato metandlico das folhas de
Piper sarmentosum em uma preparacdao de hemidiafragma-nervo
frénico. Neste estudo, os pesquisadores observaram que o extrato,
nas concentragcoes de 3,2, 4,0, 4,8 e 6,4 mg/mL exibiu um aumento
transitorio na tensdo muscular, seguido por uma intensa diminuigéo da
tensdo, de maneira dose-dependente. O bloqueio neuromuscular
produzido pelo extrato (4,07 mg/mL) foi comparado aquele obtido com
a d-tubocurarina e succinilcolina nas concentragdes de 1,1 uM e 15
MM, respectivamente. O efeito relaxante neuromuscular foi
parcialmente revertido por tetraetilamonio (bloqueador ganglionar); o
mesmo nao foi observado com a neostigmina (anticolinesterasico),
sugerindo que o possivel mecanismo de agao consiste na inibigdo da

liberagao de acetilcolina a partir do terminal pré-sinaptico.

Piper betle também é referenciado por seu efeito contraceptivo.
No trabalho feito por Sarkar et al. (2000), o extrato etandlico das folhas
de Piper betle, quando administrado cronicamente (30 — 60 dias), nas
doses orais de 500 e 1000 mg/Kg, reduziu a fertiidade de
camundongos Swiss machos. Este efeito foi evidenciado através da
diminuicdo do numero e da motilidade dos espermatozoides, redugao
da concentracao de frutose no liquido seminal, diminuicdo do peso dos
orgaos reprodutivos e aumento da concentracdo de colesterol no
testiculo dos animais tratados. Nao foi observada, entretanto, qualquer
alteracdo na concentracdo plasmatica de testosterona e todas as
alteragcdes cessaram apos a administracdo do extrato vegetal,
sugerindo que o efeito contraceptivo de Piper betle ocorre apenas na
fase de maturacdo dos espermatozéides no epididimo, sem influenciar

o perfil hormonal sistémico.
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1.3. PIPER TUBERCULATUM JACQ.:

Piper tuberculatum Jacq. (figura 1b), um membro da familia
Piperaceae € um arbusto com ca. 2 — 2,5 cm de altura; ramos
pubérulos. Folhas com bainha alada; peciolo 0,5 — 1 cm de
comprimento, pubérulo; lamina oblongo-eliptica ou ovado-eliptica, 8 —
126 x 4 — 6 cm, base assimétrica, apice agudo,
papiraceomembranacea, brilhante, glabra na face adaxial, pubérula
nas nervuras na face abaxial; nervuras ascendentes em numero de 8 —
10 pares, peninérveas, dispostas até o apice da lamina. Espigas
eretas, com 4 — 7 de cm comprimento; pedunculo 1 — 1,5 cm de
comprimento; bractéolas triangular-subpeltadas, marginalmente
franjadas (figura 1b). Estames 4. Drupa tetragonal, ovada ou
subobovada, lateralmente comprimida, glabra, 3 estigmas sésseis.
Esta espécie pode ser encontrada no continente Americano e Antilhas
e no Brasil, nos estados do Amazonas, Para, Maranhao, Piaui, Ceara,
Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro e Mato Grosso. No Ceara é
conhecida como pimenta-de-macaco ou pimenta-longa, cresce em
altitudes aproximadas aos 550 m, em encosta umida, em capoeira e

em locais brejosos.

Piper tuberculatum Jacq. é considerada planta medicinal e
usada como carminativa pela populacdo nordestina (Braga, 1953).
Relata-se que esta espécie é também utilizada como sedativo,
analgésico para dores de dente (frutos) e até como antidoto para
picada de cobra. Alguns constituintes quimicos ja foram isolados de
Piper tuberculatum Jacq., a saber: cefaranona B, piperdardina,

piperina e piplartina (Da Cunha & Chaves, 2001).
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A piplartina (também chamada piperlongumina ou 5,6-diidro-1-
[1-o0x0-3-(3,4,5-trimetoxifenil)]-2(1H) piridinona), € uma alcamida que
possui diferentes atividades biolégicas. Capron & Wiemer (1996) e
Navickiene et al. (2000) demonstraram em seus trabalhos que a
piplartina apresenta, respectivamente, atividade inseticida (contra a
formiga Atta cephalotes) e antifungica (contra Cladosporium
sphaerospermum e Cladosporium cladosporioides). A piplartina
também apresentou efeito leishmanicida potente quando testada in
vitro em promastigotas de Leishmania donovani, na concentragdo de
100 pM. Este efeito foi observado in vivo, na dose de 30 mg/Kg, em
hamsters que apresentavam leishmaniose visceral (Bodiwala et al.,
2002).

Em ensaios de agregagao plaquetaria, a piplartina mostrou ser
um potente inibidor da agregacgao plaquetaria induzida por colageno,
acido araquiddnico, fator ativador de plaquetas, mas nao por trombina
(Fontenele et al., 2009).

Em aorta de rato, a piplartina apresentou efeito espasmoalitico,
relaxando o vaso pré-contraido por fenilefrina de maneira dose-
dependente. Esta acdo ocorreu independentemente do endotélio
funcional e da participacdo das prostaciclinas. Quando administrada
repetidas vezes durante a fase ténica da contracdo, a piplartina inibiu o
espasmo induzido por KCI, sugerindo um possivel efeito da molécula
sobre os canais de potassio dependentes de voltagem. Em meio livre
de calcio, a piplartina inibiu também a contracdo do vaso frente a
fenilefrina (Oliveira, 2000).
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Figura 1.3.1. Estrutura quimica da piplartina {5,6-diidro-1-[1-oxo-
3-(3,4,5-trimetoxifenil)]-2(1H)piridinona}. A piplartina € uma alcamida
presente em algumas espécies de Piper, dentre elas, Piper
tuberculatum Jacq.; este composto possui diferentes efeitos
farmacologicos, tais como efeito inseticida, anti-fungico, anti-
agregante, vasorelaxante, anti-tumoral e ansiolitico.

Fonte: Fontenele et al. (2009).
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A piplartina apresentou importante atividade anti-tumoral em
alguns trabalhos (Bezerra et al., 2006; Bezerra et al., 2007; Bezerra et
al., 2008), inibindo a proliferacdo de algumas linhagens de células
tumoras (HL-60 — leucemia promielocitica humana, B16 — melanoma
murino, HCT-8 — carcinoma de colon humano, CEM - leucemia
linfocitica humana, K-562 — leucemia mielocitica crénica humana e
JUKART - leucemia de células T humanas). Com esses trabalhos os
autores sugeriram que o efeito anti-proliferativo da piplartina parece
estar relacionado a inibigdo da sintese do DNA e indugdo de morte
celular pelas vias da apoptose e necrose, dependendo da

concentragao utilizada no ensaio.

Investigagdes prévias realizadas em nosso laboratério
mostraram que a piplartina apresentou importantes efeitos sobre o
sistema nervoso central (efeito ansiolitico e antidepressivo — Felipe et
al.,, 2007). A investigacdo desses efeitos foi incentivada pelo
parentesco existente entre Piper tuberculatum Jacq. e Piper
methysticum, planta bastante estudada, cujos efeitos farmacoldgicos
centrais ja sdo bem conhecidos e empregada como fitoterapico na
terapia complementar do tratamento da ansiedade e disturbios do
sono. Além disso, a escassez de informacdes na literatura sobre os
efeitos centrais dos constiuintes quimicos isolados de Piper
tuberculatum Jacq. foi outro fator que reforcou o delineamento da
pesquisa, associado ao fato de que a planta em questao é facilmente
encontrada na regidao do Cariri, onde é muito usada pela populacao

local, seja por seu valor culinario ou medicinal.
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2.1. OBJETIVO GERAL:

Investigar os efeitos comportamentais e neurobioquimicos da
piplartina, alcamida isolada de Piper tuberculatum Jacq., em

camundongos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

¢ Identificar o perfil farmacoldgico da piplartina (50 e 100 mg/Kg,
i.p.) em camundongos submetidos a testes que avaliam o efeito

de drogas sobre atividade locomotora e coordenagao motora;

¢ |dentificar o perfil farmacolégico da piplartina (50 e 100 mg/Kg,
i.p.) em camundongos submetidos a testes que avaliam o efeito
ansiolitico, hipnatico, anticonvulsivante, antidepressivo,

cataléptico e cognitivo de drogas;

e Investigar o efeito da piplartina isoladamente (1, 5, 50 e 100
Mg/mL) ou associada a 6-OHDA (10 pg/mL) sobre a viabilidade

de células mesencefalicas cultivadas in vitro;

e Investigar o efeito anti-oxidante da piplartina (25, 50 e 100
Mg/mL) sobre a peroxidacéao lipidica induzida em homogenatos

de tecido cerebral;

¢ Investigar o efeito anti-oxidante da piplartina (0,05, 0,1, 0,2, 0,5,
5 e 50 pyg/mL) frente ao radical DPPH;
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2. OBJETIVOS

Investigar o efeito do pré-tratamento com piplartina (100 mg/Kg,
i.p.) sobre a densidade de receptores muscarinicos (M1 + M2)

em corpo estriado de camundongos;

Investigar o efeito do pré-tratamento com piplartina (100 mg/Kg,
i.p.) sobre a concentragdo das monoaminas e seus metabdlitos

em corpo estriado de camundongos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS:

Para a realizagdo do presente estudo, utilizou-se camundongos
Swiss machos, com peso médio de 25 g e ratos Wistar fémeas, com
peso meédio de 250 g. Os animais utilizados foram provenientes do
Biotério da Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte — FMJ e
mantidos em ambiente com temperatura constante de 24°C e ciclo
claro/escuro de 12 horas. Todos os experimentos foram realizados de
acordo com o Guide for Care and Use of Laboratory Animals —

National Institutes of Health Guide.

3.2. MATERIAL:

e Atropina:

Sulfato de atropina (INC Biomedicals, USA) foi dissolvido em
agua destilada e utilizado como antagonista colinérgico muscarinico

(10 mg/Kg, i.p.) no teste dos tremores induzidos por oxotremorina.

e Diazepam:

Ampolas de diazepam (20 mg/2mL - Unido Quimica, Brasil)
foram utilizadas. A droga foi diluida em agua destilada e administrada
nas doses de 1 e 2 mg/Kg, via intraperitoneal, como padrao para efeito
ansiolitico e hipnético/anticonvulsivante nos modelos do labirinto em
cruz elevado, no teste do tempo de sono induzido por pentobarbital e

das convulsdes induzidas por pentilenotetrazol, respectivamente.
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3. MATERIAL E METODOS

e Escopolamina:

Metilnitrato de escopolamina (Sigma Chemical, Co, USA) foi
dissolvido em agua destilada e administrado na dose de 10 mg/Kg, via
intraperitoneal, como droga padrao para efeito amnésico no modelo da

esquiva-passiva.

e Flumazenil:

Ampolas de flumazenil (20 mg/2mL - Unido Quimica, Brasil)
foram utilizadas. A droga foi diluida em agua destilada e administrada
na dose de 2,5 mg/Kg, via intraperitoneal, como antagonista

benzodiazepinico.

e Haloperidol:

Ampolas de haloperidol (5 mg/mL - Cristalia, Brasil) foram
utilizadas. A droga foi diluida em agua destilada e administrada na

dose de 5 mg/Kg, via intraperitoneal, como antagonista dopaminérgico.

e Imipramina:

Comprimidos de cloridrato de imipramina (Imipra, 25 mg -
Cristalia Farma, Brasil) foram pulverizados e dissolvidos em agua
destilada. A droga foi administrada na dose de 30 mg/Kg, i.p., como
padrao de efeito antidepressivo nos testes da acinesia induzida por
reserpina e do nado forcado. Nos testes de potencializacao do efeito

antidepressivo, a imipramina foi administrada na dose de 6 mg/Kg, i.p.
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3. MATERIAL E METODOS

e Oxotremorina:

Oxotremorina (Sigma Chemical, Co, USA) foi dissolvida em
agua destilada e administrada na dose de 0,5 mg/Kg, via
intraperitoneal, como agonista colinérgico muscarinico, no teste dos

tremores induzidos por oxotremorina.

e Paroxetina:

Comprimidos de cloridrato de paroxetina (Pondera, 40 mg —
Eurofarma, Brasil) foram pulverizados dissolvidos em agua destilada.
A droga foi administrada na dose de 10 mg/Kg, i.p., como padrao de
efeito antidepressivo nos testes da acinesia induzida por reserpina e
do nado forcado. Nos testes de potencializagdo do efeito

antidepressivo, a paroxetina foi administrada na dose de 1 mg/Kg, i.p.

e Pentilenotetrazol:

Pentilenotetrazol (Sigma Chemical, Co, USA) foi dissolvido em
agua destilada e administrado na dose de 80 mg/Kg, via
intraperitoneal, como droga convulsivante, no teste das convulsdes

induzidas por pentilenotetrazol.
e Pilocarpina:
Pilocarpina (Sigma Chemical, Co, USA) foi dissolvida em agua
destilada e administrada na dose de 350 mg/Kg, via intraperitoneal,

como droga convulsivante, no teste das convulsdes induzidas por

pilocarpina.
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3. MATERIAL E METODOS

e Piplartina:

A piplartina, principio ativo de Piper tuberculatum Jacq., foi
extraida das cascas do rizoma desta planta. As partes subterraneas de
Piper tuberculatum Jacq. foram coletados no campus da Universidade
Federal do Cearda — UFC e um exemplar do material vegetal (excicata
n° 34736) foi depositado no herbario Prisco Bezerra no Departamento
de Biologia da Universidade Federal do Ceara — UFC. Para o
isolamento da piplartina, 450 g das cascas do rizoma foram
macerados com uma mistura de éter de petréleo/acetato de etila 1:1
(1,5 L) durante 24 horas (3x). A mistura de solventes foi rotaevaporada
sob presséao reduzida para a obtencdo de um soélido amarelado (13,24
g) que forneceu 4,35 g de piplartina apds recristalizagdo em metanol.
A piplartina [syn. Piperlongumine, N-(3,4,5-Trimethoxycinnamoyl)-A3 —
piperidin-2-one], m.p. 122.2-122.6 oC (Lit. 128-130 oC and 124 oC) foi
caracterizada através da analise de RMN mono e bidimensional (Braz-
Filho et al., 1981). No presente estudo, a piplartina foi solubilizada em
agua destilada com Cremophor 3,0% com auxilio de um aparelho
sonicador. Duas solugdes de concentracbes diferentes do alcalbide
foram preparadas, nas doses de 50 mg/Kg e 100 mg/Kg e

administradas via intraperitoneal.
e Reserpina:
A reserpina (Sigma Chemical, Co, USA) foi dissolvida em agua

destilada e utilizada como droga padrao para indugcdo de depressao

quimica (10 mg/Kg, i.p.) no teste da acinesia induzida por reserpina.
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3. MATERIAL E METODOS

e Tiopental sdédico:

Frascos-ampola de tipoental sédico (Thiopentax 1 g — Cristalia)
foram utilizados. A droga foi diluida em agua destilada e administrada

na dose de 40 mg/Kg, via intraperitoneal e usada na potencializacao
do tempo de sono barbiturico.
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3. MATERIAL E METODOS

Tabela 3.2.1. Relacdo dos equipamentos utilizados na realizagao dos

ensaios neurobioquimicos.

Equipamentos

Modelo / Marca

Agitador de tubos

Balanca analitica

Banho Maria

Bomba para HPLC
Centrifuga refrigerada
Cintilador

Coluna para catecolaminas
Contador de cintilagao liquida
Cubetas de plastico
Degaseificador

Detector de Fluorescéncia
Detector eletroquimico
Eletrodo de carbono
Equipamento de Millipore
Espectrofotometro

Estufa para secagem
Frascos para cintilagcéo
Freezera—70°C
Homogeneizadores manuais
Integrador C-R6A

Medidor de pH, modelo B374
Micropipetas

Pré-coluna

Sonicador

251, FANEN, SP, Brasil

HS5, Mettler, Suica

102/1, FANEN, SP, Brasil
LC-10AD Shimadzu Corp., Japao
Marathon 26 KMR, Fisher Scientific
Beckman LS 6500

C 18, 5 um, 250x4,6 mm, Shimadzu
LS 6500, Beckman, Fullerton
Sarstedt, Alemanha Oriental
DGU-2A Shimadzu Corp., Japao
RF 535, Shimadzu Corp., Japao
L-ECD-62, Shimadzu Corp., Japao
Shimadzu, Japéo

Millipore Apparatus, Bedford
Beckman DU 640B, Fullerton
Modelo 315 SE FANEM, SP, Brasil
Vials Beckman, Fullerton

ULT 2586-3D14, Revco Scientific
Bellico, USA

Shimadzu Corp., Japéo

Micronal, SP, Brasil

H.E., Pedersen, Dinamarca

CLC G-ODS, 4mmx1cm, Shimadzu

PT 10-35. Brinkmann Instruments
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3. MATERIAL E METODOS

3.3. METODOS — ESTUDO DOS EFEITOS COMPORTAMENTAIS DA
PIP:

Todos os testes comportamentais foram realizados sempre no
mesmo horario (de 12:00 as 16:00 horas), em uma sala fechada com
temperatura constante (23 + 1° C) e iluminagao de pouca intensidade
(lampada vermelha de 15V). Para a realizagdo dos experimentos, os
animais foram divididos em grupos e tratados com veiculo (cremophor
a 3%, i.p. — 10 mL/Kq), piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) ou a droga
padrdo especifica do modelo comportamental realizado. Decorridos
trinta minutos apds a administracdo das drogas, os animais foram

submetidos aos testes comportamentais descritos a seguir.
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3. MATERIAL E METODOS

e Acinesia induzida pela reserpina:

Neste procedimento (Askew, 1963) os camundongos foram
tratados previamente com reserpina (10 mg/Kg, i.p.) e, decorridas 18
horas da administracdo da droga, os mesmos animais, mas
distribuidos em grupos distintos, receberam veiculo (cremophor a 3%,
i.p. — 10 mL/Kg), piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.), imipramina (30
mg/Kg, i.p. — antidepressivo triciclico usado como droga padao) e
paroxetina (10 mg/Kg, i.p. — antidepressivo inibidor da recaptacao de
serotonina usado também como droga padrdo). Meia hora depois,
cada animal foi colocado no aparelho do campo aberto para a
avaliacdo da atividade locomotora (durante 5 minutos). O numero de
cruzamentos (NC) foi o parametro comportamental observado. Para o
registro do NC, foram contados todos os quadrantes cruzados pelo
animal, quando este se encontrava com as quatro patas dentro do

mesmo quadrante.
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3. MATERIAL E METODOS

e Campo aberto:

O campo aberto (CA) € bastante utilizado para a avaliagdo do
efeito de drogas sobre a atividade locomotora. O aparelho consistiu
em uma arena de formato quadrado, com as paredes confeccionadas
em acrilico transparente (30 x 30 x 15 cm) e piso em acrilico preto,

dividido em nove quadrantes iguais (Archer, 1973).

Grupos diferentes de animais receberam veiculo (cremophor a
3%, i.p. — 10 mL/Kg) e piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) e, meia hora
ap6s o tratamento, cada camundongo foi colocado com as quatro
patas no centro da arena do campo aberto e o seu comportamento foi
observado por cinco minutos. Os paradmetros comportamentais
observados neste teste foram: o numero de cruzamentos (NC); o
numero de rearing (NR), postura na qual o animal fica na posi¢céo
vertical, apoiado somente pelas patas traseiras, e 0 numero de
grooming (NG), ato de auto-limpeza do animal. Para o registro do NC,
foram contados todos os quadrantes cruzados pelo animal, quando

este se encontrava com as quatro patas dentro do mesmo quadrante.
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3. MATERIAL E METODOS

e Catalepsia induzida por haloperidol:

Para a realizagdo deste teste, grupos diferentes de
camundongos foram pré-tratados com veiculo (cremophor a 3%, i.p. —
10 mL/Kg) e piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) e, decorridos 30 minutos
da aplicagao, todos os animais receberam uma injegao intraperitoneal
de haloperidol (5 mg/Kg — droga neuroléptica utilizada como padréo
para induzir catalepsia). A avaliagdo deste efeito (rigidez muscular) foi
observada quando os camundongos tratados foram colocados com
suas patas dianteiras apoiadas em uma barra horizontal a 5 cm de
altura da bancada, de tal forma que o mesmo permanecesse em
posicao vertical. O tempo de imobilidade do animal na barra foi o
parametro observado, durante cinco minutos. Caso o animal deixasse
a posigao imposta antes do tempo determinado, o processo era mais
uma vez repetido, respeitando o numero maximo de trés tentativas
(Carlini, 1973).
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e Convulsodes induzidas por pilocarpina:

Neste modelo comportamental grupos diferentes de
camundongos foram tratados previamente com veiculo (cremophor a
3%, i.p. — 10 mL/Kg) e piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.). Meia hora apés
a administragao das drogas, cada animal recebeu uma injegao i.p. de
pilocarpina (350 mg/Kg). Como parametros de avaliacdo do efeito da
piplartina sobre as convulsées, foram avaliados a laténcia para o
aparecimento da primeira convulsdo (em segundos) e a laténcia da
morte (em segundos). O tempo total de observagao (cut off time) foi de
60 minutos (Turski et al., 1984).
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e Convulsoées induzidas por PTZ:

Os camundongos utilizados neste teste foram divididos em
diferentes grupos que foram tratados previamente com veiculo
(cremophor a 3%, i.p. — 10 mL/Kg), piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) e
diazepam (2 mg/Kg, i.p. — droga padrao para efeito anticonvulsivante
neste modelo experimental). Meia hora apds a administracdo das
drogas, cada animal recebeu uma injegao i.p. de pentilenotetrazol (80
mg/Kg). Como parametros de avaliagcdo do efeito da droga sobre as
convulsées, foram avaliados a laténcia (em segundos) para o
aparecimento da primeira convulsdo (ténico-clénica generalizada) e a
laténcia da morte (também em segundos). O tempo total de

observagao (cut off time) foi de 30 minutos (Lowson et al., 1990).
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e Esquiva-passiva:

O aparelho da esquiva-passiva € uma caixa de acrilico (48 x 22
x 22 cm), dividida em dois compartimentos (um claro, iluminado por
uma ldmpada e um compartimento escuro, com piso eletrificado),

separados por uma porta (Figura 3.3.1.).

O protocolo foi realizado de acordo com Imanishi et al (1996).
Meia hora apds o tratamento com veiculo (cremophor a 3%, i.p. — 10
mL/Kg) e piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.), cada animal foi colocado no
equipamento (desligado) durante 1 minuto para habituagédo. Decorrido
este tempo, o animal era retirado e apds 30 segundos, recolocado no
compartimento claro do aparelho (desta vez, ligado) para iniciar a fase
de treino. Ao passar do compartimento claro para o escuro, o animal
recebia um choque de 1 mA de intensidade, durante 1 segundo, e era
retirado do aparelho logo em seguida. Apdés 15 minutos, o
procedimento era repetido para registrar o tempo que o animal levava
para entrar no compartimento escuro do aparelho (laténcia) e receber
o choque novamente. Esta fase avaliava o aprendizado do
camundongo (esquiva em 15 minutos). Decorridas 24 horas, o
procedimento era realizado mais uma vez para avaliar a memoria do
animal (esquiva em 24 horas). O tempo limite de permanéncia do
camundongo no compartimento claro foi de 300 segundos. O modelo
utilizou escopolamina (10 mg/Kg, i.p.) como padrdo para indugdo de

amnésia.
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3. MATERIAL E METODOS

Figura 3.3.1. Aparelho da esquiva-passiva. Aparelho utilizado
para o estudo de drogas com possiveis agdes sobre o aprendizado e a
memoria. O equipamento possui um compartimento claro, iluminado
por uma lampada, e outro compartimento escuro, com piso eletrificado,
separado por uma porta. O modelo fundamenta-se no uso de um
estimulo aversivo (choque elétrico) para que o processo de formagéao e
retencdo da memoria ocorram.
Fonte: http://www.ugobasile.com
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e Labirinto em cruz elevado:

O labirinto em cruz elevado (figura 3.3.2.) para camundongos
(Lister, 1987) consistiu em um aparelho formado por dois bragos
abertos (30 x 5 cm) e dois bracos fechados (30 x 5 x 25 cm), unidos
entre si por uma plataforma central (5 x 5 cm), formando uma cruz, a
qual encontrava-se elevada a 45 cm do solo. As paredes do labirinto
foram confeccionadas em acrilico transparente e o piso, em acrilico

preto.

Decorrido o tempo de 30 minutos apds a administracdo do
veiculo (cremophor a 3%, i.p. — 10 mL/Kg) e piplartina (50 e 100
mg/Kg, i.p.), cada animal foi colocado na plataforma central do labirinto
com o focinho voltado para um dos bragos fechados, e seu
comportamento foi observado por 5 minutos. Neste teste, os seguintes
parametros de comportamento foram analisados: o numero de
entradas nos bragos abertos (NEBA) e o tempo de permanéncia do
animal nos bragos abertos (TPBA — em segundos). O modelo utilizou o
diazepam (1 mg/Kg, i.p.) como droga padrdao para a acgao tipo
ansiolitica e flumazenil (2,5 mg/Kg, i.p.), antagonista benzodiazepinico

dos receptores GABAérgicos.
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Figura 3.3.2. Labirinto em cruz elevado. Aparelho utilizado para
avaliar a atividade ansiolitica de drogas do tipo benzodiazepinica. A
analise do efeito ansiolitico da-se pelo registro no numero de entradas
do animal tratado nos bracos abertos do aparelho, bem como o tempo
por ele desprendido nos bracos abertos.

Fonte: http://www.colinst.com
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e Nado forgado:

O teste do nado forcado foi realizado utilizando cilindros de
acrilico transparente, medindo 18 cm de altura e 14 cm de didmetro,
com volume total de 2 L, contendo 1,5 L de agua a 27° C. Neste teste
todos os animais foram submetidos previamente a uma sessao de
treino, onde os mesmos foram colocados para nadar no cilindro
durante 15 minutos. Quando retirados do aparelho, os camundongos
foram colocados em caixas forradas com papel-toalha até secarem,
sendo depois devolvidos as suas gaiolas. Vinte e quatro horas apos o
treino, os animais foram divididos em grupos que receberam veiculo
(cremophor a 3%, i.p. — 10 mL/Kg), piplartina (20, 50 e 100 mg/Kg,
i.p.), imipramina (6 e 30 mg/Kg, i.p. — antidepressivo triciclico usado
como droga padao de efeito antidepressivo) e paroxetina (1 e 10
mg/Kg, i.p. — antidepressivo inibidor da recaptagdo de serotonina
usado também como droga padrdo de feito antidepressivo). Apds o
intervalo de 30 minutos da administracdo, cada animal foi colocado
para nadar individualmente no cilindro durante 5 minutos, tempo
durante o qual foi observado o tempo de imobilidade (seg), parametro
utilizado para avaliar o efeito da droga neste modelo experimental
(Porsolt et al., 1978).
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=

Figura 3.3.3. Cilindro do nado forgado. O aparelho acima é
usado no teste do nado forgcado, modelo empregado na avaliagédo de
drogas com efeito anti-depressivo. O tempo de imobilidade é o
parametro avaliado durante a execucgao do teste.

Fonte: http://www.biogen.es
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¢ Potencializagdao do tempo de sono barbiturico:

Neste teste, os camundongos foram pré-tratados com veiculo
(cremophor a 3%, i.p. — 10 mL/Kg), piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) e
diazepam (2 mg/Kg, i.p.) e, 30 minutos apds, cada animal recebeu
uma injecao intraperitoneal de tiopental sddico (40 mg/kg). A laténcia
(indugado do sono — em segundos) e a duracéo (tempo do sono — em
segundos) da perda do reflexo postural (reflexo de endireitamento) dos
animais foram os parametros observados no teste, que teve duracao
de 3 horas (Carlini et al., 1986).
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¢ Potencializagdao do tempo de sono etéreo:

Para a realizagcdo deste teste, foram utilizados cilindros de
plastico transparentes (30 cm de altura X 20 cm de didmetro). Em
cada um destes, a 20 cm do piso, foi suspensa uma bola de algodao
pesando 6 g e umedecida com 5,0 mL de éter etilico. Feito isso, o
sistema foi devidamente fechado por 10 minutos, para que ocorresse a
saturacao do meio interno. Decorrido o tempo, os animais pré-tratados
com veiculo (cremophor a 3%, i.p. — 10 mL/Kg), diazepam (2 mg/Kg,
i.p.) e piplartina (50 e 100 mg/Kg, ip.) foram inseridos, individualmente,
no interior dos cilindros plasticos. A laténcia (indugdo do sono — em
segundos) e a duracao (tempo do sono — em segundos) da perda do
reflexo postural (reflexo de endireitamento) dos animais foram os

parametros avaliados neste teste (Lapa et al., 2008).
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e Rotarod:

No teste do rota rod, os animais tratados com com veiculo
(cremophor a 3%, i.p. — 10 mL/Kg) e piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.)
foram colocados individualmente com as quatro patas sobre uma barra
giratéria de 2,5 cm de didametro, elevada a 25 cm do piso (figura
3.3.4.), a uma rotacéo de 12 rpm, durante 1 minuto. Foram registrados
o numero de quedas (NQ) sofridas (sendo o limite maximo de 3
quedas para cada animal) e o tempo de permanéncia (TP) na barra

giratéria como parametros avaliados (Dunham & Myia, 1957).
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Figura 3.3.4. Aparelho do rota Rod. Aparelho utilizado para o estudo
da acao de drogas sobre a coordenagdo motora. A avaliacao é feita
mediante a observacao de dois parametros: o tempo de permanéncia
(TP) do animal sobre a barra giratéria e o numero de quedas (NQ)
sofridas, durante 1 minuto.

Fonte: http://www.ugobasile.com
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e Tremores induzidos por oxotremorina:

O experimento foi realizado segundo a técnica descrita por
Fukuzaki et al. (2000). Decorridos 30 minutos da administragcdo do
veiculo (cremophor a 3%, i.p. — 10 mL/Kg), piplartina (50 e 100 mg/Kg,
i.p.) e atropina (10 mg/Kg, i.p.), cada animal recebeu uma inje¢cédo de
oxotremorina (0,5 mg/Kg, i.p.) e teve seu comportamento avaliado 10,
20 e 30 min apd6s a administracdo deste ultimo composto. A
intensidade dos tremores apresentados pelos animais foi avaliada de
acordo com uma escala descrita por Coward et al. (1977):

0- Auséncia de tremores;
1- Tremores fracos e isolados;
2- Tremores moderados e pouco persistentes;

3- Tremores intensos e persistentes.

75



3. MATERIAL E METODOS

3.4. METODOS - ESTUDO DOS EFEITOS NEUROBIOQUIMICOS
DA PIP:

A analise dos efeitos neurobioquimicos da piplartina foi realizada

em cultura de células e homogenatos de tecido cerebral.

Para a cultura de células foram utilizados ratos Wistar fémeas
prenhas. Estes animais foram levemente anestesiados com éter e
mortos por deslocamento cervical e sua area abdominal foi aberta para
a retirada dos embrides. As culturas de células foram obtidas de
mesencéfalo de embrides de rato Wistar de 17-20 dias de gravidez
como descrito por Choi & Hwang (2003). As células mesencefalicas
foram entdo dissecadas mecanicamente e suspensas em Meio
Essencial de Eagle (MEM) completado com soro de cavalo 10%,
estreptomicina (100 mg/ml), penicilina (1000 Ul/ml), actinomicina C
(2.5 mg/ml), bicarbonato de sdédio (24 mM) e glicose (11 mM). A
viabilidade das células foi avaliada com o corante Azul de Tripam e,
posteriormente, as células plagueadas em placas multi-well de 96 x 6
pocgos previamente tratadas com poli-lisina com uma concentracao de
5 x 10* células/poco. As culturas foram mantidas a 37°C em estufa a
5% CO,. Quatro dias depois do plaqueamento, as culturas foram
utilizadas para experimentagcdo, adicionando-se a piplartina
isoladamente (1, 5, 50 e 100 ug/mL) ou associada a 6-OHDA (10
Mg/mL). O efeito da piplartina sobre a viabilidade celular foi analisado

através do ensaio com MTT, descrito a seguir.
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o Teste de viabilidade celular:

Um dos métodos mais utilizados na avaliagado da citotoxicidade
de diferentes compostos é o teste da redu¢cdo do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT), devido a sua rapidez,
versatilidade e alta reprodutibilidade. Este teste colorimétrico baseia-se
na capacidade das células viaveis converterem um sal de tetrazélio
soluvel (MTT) num precipitado de formazan insoluvel (figura 3.4.1.). Os
sais de tetrazdlio atravessam a membrana celular e no citoplasma
aceitam elétrons a partir de substratos oxidados, ou de determinadas
enzimas, sendo particularmente reduzidos como resultado da atividade
da enzima mitocondrial succinato desidrogenase. Esta reacao
converte os sais de MTT de cor amarela em cristais de formazan de
cor violeta que se acumulam em endossomas e sao posteriormente
transportados para a superficie celular através de um processo de
exocitose (Supino, 1995; Liu, 1999). Os referidos cristais de formazan
podem ser posteriormente dissolvidos num solvente organico, que

permita a sua quantificacéo por espectrofotometria (Freshney, 1994).
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Figura 3.4.1. Estruturas quimicas do MTT e MTT formazan.
Modificagdo quimica na molécula de MTT. Este fenbmeno ocorre no
interior de células, por meio de reagdes de oxido-reducdo entre a
molécula e substratos doadores de elétrons.

Fonte: Liu (1999).
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Para a obtencdo de homogenatos de tecido cerebral, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e decaptados com uma
tesoura cirurgica; os encéfalos retirados foram rapidamente colocados
em uma placa de Petri, sobre gelo. Para a retirada do hipocampo e
corpo estriado, acompanhando a fissura sagital mediana, a camada
cortical cerebral foi retirada das leptomeninges com o auxilio de uma
pinca reta de microdissecagdo, a qual, progredindo delicada e
tangencialmente aos ventriculos laterais, divulsionou o cortex em toda
a sua extensao fronto-occiptal. O cértex ja divulsionado foi rebatido
para os lados, expondo parte do corpo estriado. Este ultimo (caudado,
putamen e nucleo accumbens) foi isolado das estruturas
circunjacentes por divulsionamento com uma tesoura de
microdissecagao, sendo a sua retirada orientada pelo diametro da
porcdo tuberosa visivel desses nucleos, apds o rebatimento lateral do
cortex (Burke & Greenbaum 1987). As amostras obtidas foram
envolvidas em papel aluminio previamente identificado e pesado,
sendo entdo armazenadas a —70° C para posterior analise através dos
testes bioquimicos e neuroquimicos descritos a seguir (exceto no

ensaio para atividade anti-oxidante frente ao radical DPPH).
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¢ Atividade anti-oxidante da piplartina frente ao radical DPPH:

A atividade antioxidante da piplartina foi determinada através do
método do DPPH (Sanches-Moreno et al.,, 1999). Inicialmente a
piplartina e o o-tocoferol (droga padrdao anti-oxidante) foram
adicionaddos a uma solucdo de DPPH 0,3 mM em mistura de
metanol/etanol (1:1), obtendo-se uma concentragéo final de piplartina
de 0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 5 e 50 yg/mL e 75 pg/mL de a-tocoferol. As
misturas foram mantidas em repouso e protegidas da luz por um
periodo de tempo de 60 minutos. Decorrido este periodo de tempo, a
reducdo do radical DPPH foi verificada em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 517 nm, tendo como branco a mistura de
metanol/etanol (1:1). O RSA (radical scavenging activity) foi calculado
como a precentagem de descoloracdo do DPPH, utilizando a seguinte
equacao: %RSA = [(ABSpppn — ABSsoiugao Teste)) ABSpppr] X 100.
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e Atividade anti-oxidante da piplartina frente a peroxidacgao

lipidica induzida por choque térmico:

Para a realizacdo deste ensaio (Auddy et al.,, 2003), foram
preparados homogenatos de cérebros de camundongos a 20%, em
tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,4). Aliquotas de 1,0 mL do
homogenato foram distribuidas em tubos de ensaio e trés solugdes de
piplartina foram acrescentadas aqueles tubos, obtendo-se
concentragdes finais da alcamida de 25, 50 e 100 ug/mL. Como
controle do ensaio, 100 uL do veiculo foram adicionados a 900 uL do
homogenato. Em seguida, as amostras foram estocadas a -20° C
durante 24 horas; decorrido este periodo de tempo, os homogenatos
foram imediatamente incubados em banho-maria a 37°C (com
excegao do grupo controle que permaneceu a temperatura ambiente)
durante 1 hora para inducdo de peroxidacao lipidica. Ao final deste
tempo, foram realizadas as dosagens de nitrito e das substancias
reativas do acido tiobarbiturico (marcadores de peroxidagao lipidica)

no material para verificar o efeito antioxidante da piplartina.
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e Dosagem das substancias reativas ao acido tiobarbiturico

em homogenatos de tecido cerebral:

A uma aliquota de 250 pyL da amostra (homogenato de tecido
cerebral) foram misturados 400 uL de acido perclérico a 35%. A
mistura resultante foi devidamente homogeneizada e em seguida
submetida a centrifugacdo a 14.000 rpm durante 10 minutos. Do
sobrenadante, 600 uL foram retirados e adicionados a 200 uL de acido
tiobarbiturico a 1,2 %; a mistura foi levada ao banho-maria por 30
minutos a uma temperatura variavel de 95 - 100° C. Decorrido este
periodo de tempo, a solugao foi retirada e colocada em banho de gelo
para finalizar a ocorréncia da reacao e o produto colorido formado teve
sua absorbancia determinada em espectrofotdmetro em comprimento
de onda de 532 nm (Agar et al.,1999).
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e Dosagem de nitrito em homogenatos de tecido cerebral:

Para a dosagem de nitrito (Green et al., 1981) foi usado o
reagente de Griess (N-1-naftiletiienodiamina a 0,1%, agua bidestilada,
sulfanilamida a 1% e acido fosférico a 5%, na proporcao de 1:1:1:1).
Este reativo revela a presenca de nitrito em uma amostras bioldgicas
por meio de uma reacao de diazotizagdo que forma um croméforo de
cor résea, com um pico de absorbancia em 560 nm). A 100 uL do
reagente de Griess foram adicionados 100 uL do sobrenadante da
amostra (homogenato de tecido cerebral). Para o branco foram usados
100 pL do reagente de Griess acrescidos de 100 uL de salina. A leitura

da absorbancia foi feita em 560 nm.
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e Dosagem de proteinas em homogenatos de tecido cerebral:

A quantidade de proteina em homogenatos cerebrais foi
determinada a 25 °C, utilizando albumina sérica bovina como padrao,
de acordo com o método previamente descrito (Lowry et al., 1951),
que emprega duas reacbes de formacdo de cor para analisar a
concentragao protéica por espectrofotometria. Inicialmente, é feita uma
reacdo biureto de baixa eficiéncia, na qual os ions de cobre alcalino
produzem uma cor azulada na presenga de ligagdes peptidicas. Essa
cor biureto é caracteristica de todas as proteinas, e fornece uma cor
basica de fundo para a proxima etapa de ensaio. Depois, o método
emprega uma mistura complexa de sais inorganicos, o reagente Folin-
Ciocalteau, que produz uma cor verde azulada intensa na presenca de
tirosina ou triptofano livres ou ligados a proteinas. Como as
guantidades desses dois aminoacidos s&o geralmente constantes nas
proteinas soluveis, com poucas excecdes, a cor das reagdes (verde-
azulada) é indicativa da presenga de proteina e a intensidade da cor
proporcional a concentracdo. Esta coloragcdo foi medida em
comprimento de onda de 750 nm, através de um espectrofotdmetro
Beckam DU 640B.

A seguir € apresenta de forma simplificada a sequéncia de

etapas realizada para a determinagcdo da concentragcao de proteinas

nas amostras de tecido cerebral:
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Branco Padrao Teste
Agua destilada 750 uL 700 puL 750 uL
Amostra - - -
Padrao - 50 uL (BSA) -
Reagente C 500 ulL 500 pL 500 pL

Apods a adigao do reagente C (solugao de cobre alcalino - 24 mL
de Na2CO3 0,1 N e 1,0 mL de CuSO4.5H20 a 0,5 % em
NaKC4H406.4H20 a 1 %), as misturas foram deixadas em repouso
durante 10 minutos. Em seguida, procedeu-se a adi¢gdo de 50 uL do
reagente D (reativo de Folin e agua destilada 1:1) em todos os tubos,
que foram mantidos em subsequlente repouso por 30 minutos, antes
de se efetuar a determinacdo da absorbancia em cada uma das
amostras. Como padrdo de proteina, foi utilizada uma solugdo de

albumina sérica bovina (1 mg/mL).

85



3. MATERIAL E METODOS

e Determinagao da concentragcao de monoaminas e de seus
metabdlitos em homogenatos de corpo estriado de

camundongos pré-tratados com piplartina:

Para a determinacdo dos niveis de monoaminas e seus
metabdlitos, foi utilizado o método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia — CLAE (Miyoshi et al., 2002). Na cromatografia liquida
classica, um adsorvente (alumina ou silica) € empacotado em uma
coluna, e eluido por um liquido ideal (fase moével). Uma determinada
mistura a ser separada € entdo introduzida na coluna, a qual é
carregada através da mesma por um liquido eluente. Caso um
composto presente na mistura (soluto) seja adsorvido fracamente pela
superficie da fase sdlida estacionaria, este atravessara a coluna mais
rapidamente que outro soluto que seja mais fortemente adsorvido. A
separacao dos solutos, entdo, torna-se possivel caso existam

diferencas na adsorgéo pelo salido.

Os detectores eletroquimicos medem a condutancia do eluente,
ou a corrente associada com a oxidagéo ou redug¢ao dos solutos. Para
que a deteccdo ocorra, faz-se necessario que, no primeiro caso, 0s
solutos sejam i6nicos, e, no segundo caso, os solutos devem ter a
caracteristica de serem relativamente faceis de sofrerem oxidacao ou
reducdo. Os detectores eletroquimicos sdo também chamados de
detectores amperimétricos ou coulométricos, uma vez que medem a
corrente associada com a oxidacdo ou reducao de solutos. No
presente estudo, foi utilizado o tipo amperométrico , o qual reage com
uma quantidade muito menor de soluto (em torno de 1%). Todas as
técnicas eletroquimicas envolvem a aplicagdo de um potencial para
um eletrodo (geralmente de carbono vitreo), oxidagdo da substancia

que esta sendo estudada, préxima a superficie do eletrodo, seguindo a

86



3. MATERIAL E METODOS

amplificacdo e medida da corrente produzida. As catecolaminas
(monoaminas e metabdlitos) sofrem oxidacdo nos grupos de anel
hidroxil, com consequente producdo de um derivado ortoquindnico,

com liberacao de dois elétrons.

Apds a administracao intraperitonael da piplartina (100 mg/Kg,
i.p.), os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e
decaptados com uma tesoura cirdrgica. Seus cérebros foram
removidos e dissecados rapidamente sob gelo para retirada do corpo
estriado (CE), o qual foi armazenado em papel-aluminio e mantido a
uma temperatura de 70° C abaixo de zero para posterior analise do
conteudo de monoaminas (noradrenalina, dopamina e serotonina) e
metabdlitos (HVA, DOPAC e 5-HIAA). O CE foi utilizado para preparar
homogenatos a 10%. Para tanto, os tecidos cerebrais foram sonicados
em acido perclorico (HCIO4) por 30 segundos e centrifugados em
seguida por 15 minutos em uma centrifuga refrigerada (4° C) a 15.000
rom. Uma aliquota de 20 uL do sobrenadante foi, entédo, injetada no

equipamento de CLAE para analise quimica.

Para a analise das monoaminas, uma coluna CLC-ODS(M) com
comprimento de 25 cm, calibre 4,6 mm e didmetro de particula de 3um
(Shimadzu, Japao) foi utilizada. A fase mével foi composta por tampéo
de acido citrico 0,163M, pH 3,0, contendo acido octanosulfénico
sbédico, 0,69M (SOS), como reagente formador do par idnico;
acetonitrila 4% v/v e tetrahidrofurano 1,7% v/v. a solugéo utilizada foi
preparada pesando-se 17,75 g de acido citrico (Grupo Quimica, Rio de
Janeiro, Brasil), o qual foi dissolvido com agua milli-Q para um volume
de 400 mL e o pH foi ajustado para um valor igual a 3,0 com hidréxido
de sddio 12,5 M (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil). A esta solugao foram

adicionados 75mg de SOS (acido octanosulfénico sodico - Sigma
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Chemical, Co, USA) e o volume acrescido para 471,5 mL com agua
milli-Q. A solugdo preparada foi entdo filtrada e degaseificada e
acrescidos 20mL de acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, MI, Italia) e 10
mL de tetrahidrofurano (Sigma Chemical, Co, USA), completando um

volume final de 500 mL.

Os padroes utilizados foram preparados em uma concentragao
final de 4ng de DA, NA, 5-HT, DOPAC, HVA e 5-HIAA (Sigma
Chemical, Co, USA). A partir da altura ou area dos picos destes
padrdes, as amostras foram calculadas no programa Microsoft Excel

em um computador PC, e os resultados expressos em ng/g de tecido.
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Figura 3.4.2. Aparelho para cromatografia liquida de alta
eficiéncia — CLAE. Aparelho usado na analise do conteudo de
monoaminas e metabdlitos em corpo estriado de camundongos
tratados diariamente com PIP (100 mg/Kg, i.p).

Fonte: http://www.shimadzu.com
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e Determinacgao da densidade de receptores muscarinicos (M1
+ M2) em homogenatos de corpo estriado de camundongos

pré-tratados com piplartina:

A densidade de receptores muscarinicos (M1 + M2) foi
determinada pelo ensaio de binding, executado em homogenatos
cerebrais, utilizando-se o ligante especifico cloridrato de [3H]-N-
metilescopolamina ([3H]-NMS, 85 Ci/mmol - New England), de acordo

com método previamente descrito (Dombrowski et al., 1983).

A [3H]-NMS liga-se a sitios especificos dentre os quatro
primeiros segmentos transmembrana dos receptores muscarinicos que
existem nos fragmentos de membranas dos tecidos homogeneizados.
Desse modo, o ligante tritiado marca especificamente os receptores

colinérgicos presentes no tecido estudado.

A atropina é outro antagonista classico utilizado nos “brancos”
dos ensaios para determinar a radioatividade de background ou
ligagdes nado especificas. A atropina acrescentada em concentragao
muito maior do que a da [3H]-NMS interage, seletivamente, com os
mesmos sitios de ligagdo do receptor, deslocando e deixando livre
toda a droga radioativamente marcada, que € logo depois, filtrada. A

radioatividade contida no filtro €, entdo, contada por cintilagao liquida.

ApoOs a administracdo intraperitonael da piplartina (100 mg/Kg,
i.p.), os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e
decaptados com uma tesoura cirdrgica. Seus cérebros foram
removidos e dissecados rapidamente sob gelo para retirada dos
corpos estriados (CE), os quais foram armazenados em papel-

aluminio e mantidos a uma temperatura de 70° C abaixo de zero. Para
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o ensaio de binding foram feitos homogenatos a 10 % em tampéo
fosfato de sodio 150 mM, pH 7,4. Rapidamente, os homogenatos
foram incubados em tampéao fosfato de sédio contendo 2,38 nM de
[3H]-NMS, na presenca ou na auséncia de sulfato de atropina 12,5 uM
em um volume final de 0,2 mL, para experimentos de pontos unicos.
Como [3H]-NMS ¢é um ligante né&o-especifico dos receptores
muscarinicos, pode ligar-se a todos os subtipos destes receptores
(M1- + M2-simile). Ap6s incubacgao a 37°C por 30 minutos, a reagao foi
terminada por filtragdo a vacuo através de filtros Whatman GF / B. Os
filtros foram lavados trés vezes com 4 mL de solugao salina 0,9 %
gelada, secos a 60°C por no minimo 2 horas e colocados em frascos
de vidro (vials) com 3 mL de um coquetel de cintilagdo liquida (0,5 g de
p-bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno - POPOP e 4,0 g de 2,5-difeniloxazol
— PPO, dissolvidos em 1000 mL de tolueno).

A radioatividade foi medida em um contador de cintilacado liquida
Beckman LS-6500. A ligacédo especifica foi calculada como a ligagéo
total menos a ligacao nao-especifica feita na presenca de atropina
12,5 mM. Os resultados foram expressos em fentomoles por miligrama
de proteina. A concentracdo de proteina foi determinada segundo o
método de Lowry et al (1951), utilizando-se albumina sérica bovina

(BSA) como padréao.
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3.5. ANALISE ESTATISTICA:

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da
média (EPM) e analisados através da ANOVA, seguido de Student-
Newman-Keuls (teste post hoc). Foram considerados estatisticamente

significativos todos os valores que obtiveram p < 0,05.
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4.1. ESTUDO DOS EFEITOS COMPORTAMENTAIS DA PIP:

e Acinesia induzida pela reserpina:

O efeito antidepressivo da piplartina foi estudado sobre a
acinesia induzida pelo pré-tratamento com reserpina. O numero de
cruzamentos (NC) foi o parametro avaliado neste teste, que utiliza o
campo aberto para estudar o efeito em questdo. Na figura 4.1.1. pode-
se observar que o tratamento com reserpina (10 mg/Kg, i.p.)
isoladamente reduziu, de forma significativa, o numero de
cruzamentos dos animais em relacdo ao grupo controle em 76%
[CONT: 40,2 + 2,7 (08), RES 10: 9,5 + 1,1 (07)]. Este efeito, entretanto,
foi revertido na presenga de imipramina (30 mg/Kg, i.p.), paroxetina
(10 mg/Kg, i.p.) e piplartina (100 mg/Kg, i.p.), que aumentaram, de
forma significativa, o NC em 80%, 76% e 52%, respectivamente, em
relacdo ao grupo tratado apenas com reserpina (10 mg/Kg, i.p.) [IMI
30: 48,2 + 4,4 (09), PAR 10: 40,1 + 2,3 (10) e PIP 100: 20,2 + 3,2 (08)].
A dose menor de piplartina, no entanto, ndo apresentou o0 mesmo
resultado sobre o NC [PIP 50: 8,6 + 1,5 (08)].
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Figura 4.1.1. Efeito da piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre o numero
de cruzamentos (NC), numero de grooming (NG) e numero de rearing
(NR) de camundongos pré-tratados com reserpina e submetidos ao
campo aberto. As colunas representam média + erro padrdo da média
(EPM), analisados através da ANOVA, seguido de Student-Newman-
Keuls (teste post hoc); “a” e “b” vs CONT e RES 10, respectivamente,
quando p<0,05. CONT = controle, RES 10 = reserpina 10 mg/Kg, i.p.,
PAR 10 = paroxetina 10 mg/Kg, i.p., IMI 30 = imipramina 30 mg/Kg,
i.p., PIP 50 = piplartina 50 mg/Kg, i.p. e PIP 100 = piplartina 100
mg/Kg, i.p.
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e Campo aberto:

O efeito da piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) isoladamente sobre
a atividade locomotora de camundongos € mostrado na figura 4.1.2.,
Nesta figura tem-se a avaliagcao do efeito da piplartina sobre o numero
de cruzamentos (NC) de camundongos submetidos ao teste do campo
aberto. Neste parametro, o tratamento com PIP 50 e 100 n&o provocou
alteracéo alguma no NC dos animais em relagdo ao grupo controle:
CONT: 47,8 + 4,0 (16), PIP 50: 53,0 + 2,9 (13) e PIP 100: 53,3 + 4,2
(13).

Ainda na figura 4.1.2. observa-se que o tratamento com PIP 50 e
100 aumentou, de forma significativa, o NG dos animais em 50% e
54%, respectivamente, em relagcéo ao grupo controle: CONT: 3,1 + 0,5
(17), PIP 50: 6,4 + 0,6 (13) e PIP 100: 7,0 £ 0,5 (12).

Da mesma maneira, na figura 4.1.2., observa-se que o
tratamento com PIP 50 e 100 aumentou, de forma significativa, o NR
dos animais em 60% e 18%, respectivamente, em relagdo ao grupo
controle: CONT: 16,9 + 3,8 (16), PIP 50: 27,0 + 1,8 (13) e PIP 100:
20,8 £ 1,7 (12).
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Figura 4.1.2. Efeito da piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre o numero
de cruzamentos (NC), numero de grooming (NG) e numero de rearing
(NR) de camundongos submetidos ao campo aberto. As colunas
representam meédia + erro padrdo da média (EPM), analisados através
da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); “a” vs
CONT, quando p<0,05. CONT = controle, PIP 50 = piplartina 50

mg/Kg, i.p. e PIP 100 = piplartina 100 mg/Kg, i.p.
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e Catalepsia induzida por haloperidol:

O efeito da piplartina sobre o sistema dopaminérgico foi
estudado neste teste, através da inducdo da catalepsia por
haloperidol, efeito avaliado pelo tempo de imobilidade (em segundos)
do animal em uma barra suspensa. A figura 4.1.3. mostra que a
piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) diminuiu, de forma significativa, o
tempo de imobilidade, em 24% e 21%, respectivamente, o tempo de
imobilidade dos camundongos, em relagédo ao grupo de animais pré-
tratados com haloperidol (5 mg/Kg, i.p.): CONT: 274,8 + 5,0 (12), PIP
50: 206,2 + 18,4 (12) e PIP 100: 214,5 + 22,9 (12). Nao foi observado,
do ponto de vista estatistico, diferenga de efeito entre os grupos

tratados com as duas doses de piplartina.
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Figura 4.1.3. Efeito da piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a
catalepsia induzida por haloperidol (5 mg/Kg, i.p.) em camundongos.
As colunas representam média = erro padrdo da média (EPM),
analisados através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls
(teste post hoc); “a” vs CONT, quando p<0,05. CONT = controle,
HALO 5 = haloperidol 5 mg/Kg, i.p., PIP 50 = piplartina 50 mg/Kg, i.p. e
PIP 100 = piplartina 100 mg/Kg, i.p.
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e Convulsées induzidas por pilocarpina:

O efeito anti-convulsivante da piplartina foi avaliado através do
presente teste, que utilizou a pilocarpina (350 mg/Kg, i.p.) como
agente pré-convulsivante. Neste teste, a piplartina, em ambas as
doses, ndo apresentou efeito algum sobre a laténcia da primeira
convulsao e sobre o tempo de morte dos camundongos tratados com a

pilocarpina, como pode ser observado na tabela 4.1.1.
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Tabela 4.1.1. Efeito da piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a
laténcia da primeira convulsdo e sobre o tempo de morte de

camundongos tratados com pilocarpina (350 mg/Kg, i.p.).

Grupos Laténcia 12 Convulsdao Laténcia de Morte
(segundos) (segundos)
Controle (PILO 350) 514,9 + 26,6 (18) 819,5+ 74,1 (18)
PIP 50 + PILO 350 519,8 + 21,8 (16) 854,4 + 55,2 (16)
PIP 100 + PILO 350 460,7 £ 21,7 (14) 707,1 + 57,9 (14)

Os valores representam média + erro padrdo da média (EPM),
analisados através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls
(teste post hoc). Em paréntesis encontra-se 0 numero de animais
utilizados em cada grupo experimental. PILO 350 = pilocarpina 350
mg/Kg, i.p., PIP 50 + PILO 350 = piplartina 50 mg/Kg, i.p. + pilocarpina
350 mg/Kg, i.p. e PIP 100 + PILO 350 = piplartina 100 mg/Kg, i.p. +
pilocarpina 350 mg/Kg, i.p.
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e Convulsées induzidas por PTZ:

O efeito da piplartina sobre as convulsées foi estudado neste
teste, que utilizou como agente pro-convulsivante o pentilenotetrazol
(PTZ 80 mg/Kg, i.p.) e como parametros de avaliagao, a laténcia para
0 aparecimento da primeira convulsdo e o tempo de morte (ambos em
segundos). Os resultados obtidos encontram-se na tabela 4.1.2, onde
se observa que o diazepam (2 mg/Kg, i.p.) aumentou, de forma
significativa, a laténcia para a primeira convulsdo e o tempo de morte
em 94% e 58%, respectivamente, em relacdo aos animais tratados
com pentilenotetrazol (80 mg/Kg, i.p.). Sobre a laténcia da primeira
convulao, a piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) ndo apresentou diferenca
em relagdo ao grupo de animais tratados com pentilenotetrazol (80
mg/Kg, i.p.); sobre o tempo de morte, a piplartina (50 e 100 mg/Kg,
i.p.) reduziu, de forma significativa, o pardmetro em questdo em 43%
e 45%, respectivamente, em relagdo ao grupo tratado com
pentilenotetrazol (80 mg/Kg, i.p.) e 76% e 77%, respectivamente, em

relacdo ao grupo tratado com diazepam (2 mg/Kg, i.p.).

Para o estudo da potencializacdo, uma dose baixa de
pentilenotetrazol (40 mg/Kg, i.p.) foi administrada de forma isolada ou
associada a imipramina (30 mg/Kg, i.p.) e a piplartina (100 mg/Kg, i.p.).
O pentilenotetrazol (40 mg/Kg, i.p.), isoladamente, aumentou, de forma
significativa, a laténcia para a primeira convulséo e o tempo de morte
em 94% e 58%, respectivamente, em relagdo ao grupo de animais
tratados com pentilenotetrazol (80 mg/Kg, i.p.). Este efeito, entretanto,
nao diferiu do ponto de vista estatistico, daquele observado no grupo
de animais tratados com diazepam (2 mg/Kg, i.p.). Por sua vez, as
associagoes piplartina (100 mg/Kg, i.p.). + pentilenotetrazol (40 mg/Kg,
i.p.) e imipramina (30 mg/Kg, i.p.) + pentilenotetrazol (40 mg/Kg, i.p.)
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reduziram, de forma significativa, a laténcia da primeira convulsdo em
relacéo ao grupo de animais tratados apenas com pentilenotetrazol (40
mg/Kg, i.p.) em 40% e 44%, respectivamente. As associag¢des, no

entanto, ndo promoveram qualquer alteragédo sobre o tempo de morte.
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Tabela 4.1.2. Efeito da piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a
laténcia da primeira convulsdo e sobre o tempo de morte de

camundongos tratados com pentilenotetrazol (80 mg/Kg, i.p.).

Grupos Laténcia 12 Convulsao Laténcia de Morte
(segundos) (segundos)
PTZ 80 98,8+ 10,6 (18) 740,1 + 138,1 (18)
PTZ 40 1.727,8 +72,1% (18) 1800 + 0,0° (18)

DZP 2 + PTZ 80
PIP 50 + PTZ 80
PIP 100 + PTZ 80
IMI 30 + PTZ 40
PIP 100 + PTZ 40

1.688,5 + 11,4% (14)
85,3 + 7,8 (16)
77,0+ 6,4 (17)

934,2 + 189,5° (18)

956,0 + 193,4° (16)

1800 + 0,0° (14)
420,6 + 51,2% (16)
402,7 + 81,87 (14)

1800 + 0,0° (18)

1800 + 0,0° (18)

Os valores representam média + erro padrao da média (EPM),
analisados através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls
(teste post hoc); “a” e “b”, vs PTZ 80 e PTZ 40, respectivamente,
quando p<0,05. Em paréntesis encontra-se o numero de animais
utilizados em cada grupo experimental. PTZ 80 = pentilenotetrazol 80
mg/Kg, i.p., PTZ 40 = pentilenotetrazol 40 mg/Kg, i.p., DZP 2 + PTZ 80
= diazepam 2 mg/Kg, i.p. + pentilenotetrazol 80 mg/Kg, i.p., PIP 50 +
PTZ 80 = piplartina 50 mg/Kg, i.p. + pentilenotetrazol 80 mg/Kg, i.p.,
PIP 100 + PTZ 80 = piplartina 100 mg/Kg, i.p. + pentilenotetrazol 80
mg/Kg, i.p., IMI 30 + PTZ 40 = imipramina 30 mg/Kg, i.p. +
pentilenotetrazol 40 mg/Kg, i.p. e PIP 100 + PTZ 40 = piplartina 100
mg/Kg, i.p. + pentilenotetrazol 40 mg/Kg, i.p.
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e Esquiva-passiva:

O efeito da piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a memoria
recente e tardia de camundongos foi testado no aparelho da esquiva
passiva, sobre a laténcia de entrada no compartimento escuro do
aparelno, em 15 minutos e 24 horas, respectivamente, apds o

tratamento com a droga.

De acordo com a tabela 4.1.3. pode-se observar que a piplartina,
em ambas as doses, nado alterou o tempo de entrada em 15 minutos e
em 24 horas, em relagdo ao grupo controle. De forma contraria, a
escopolamina (10 mg/Kg, i.p.), reduziu, de forma significativa, o tempo
de entrada em 15 minutos e em 24 horas em 64% e 38%,

respectivamente, relagdo ao grupo controle.
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Tabela 4.1.3. Efeito da piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a
laténcia de entrada (em segundos) dos camundongos no
compartimento escuro do aparelho da esquiva passiva, em 15 minutos

e 24 horas apos o tratamento com piplartina.

Grupos Laténcia em 15 minutos Laténcia em 24 Horas
(segundos) (segundos)
CONT 266,56 + 20,18 (14) 299,99 + 0,007 (14)
ESC 10 94,91 + 10,61° (14) 183,47 + 8,81% (14)
PIP 50 276,47 + 15,00° (14) 250,86 + 21,68° (14)
PIP 100 283,54 + 16,45° (13) 259,79 + 26,79° (13)

Os valores representam média + erro padrdo da média (EPM),
analisados através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls
(teste post hoc); “@” e “b” vs CONT e ESC 10, respectivamente,
quando p<0,05. Em paréntesis encontra-se o numero de animais
utilizados em cada grupo experimental. CONT = controle, ESC 10 =
escopolamina 10 mg/Kg, i.p., PIP 50 = piplartina 50 mg/Kg, i.p. e PIP
100 = piplartina 100 mg/Kg, i.p.
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e Labirinto em cruz elevado:

O efeito ansiolitico da piplartina foi estudado neste modelo,
através da analise de dois pardmetros comportamentais: o0 numero de
entradas (NEBA) e o tempo de permanéncia (TPBA — em segundos)

dos animais nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado.

Na figura 4.1.4. tem-se o efeito da piplartina sobre o TPBA de
camundongos submetidos ao labirinto em cruz elevado [CONT: 51,6 +
4,8 (20), DZP 1: 219,1 + 9,8 (17), PIP 50: 105,0 + 12,6 (13), PIP 100:
154,2 + 9,9 (15), DZP 1 + FLU 2,5: 101,0 + 6,9 (11) e PIP 100 + FLU
2,5: 65,1 + 8,8 (09)]. Observa-se que o diazepam (1 mg/Kg, i.p.)
aumentou, de forma significativa, o parametro em questdo em relacao
ao grupo controle em 76%. Este efeito, entretanto, foi revertido na
presenca do flumazenil (2,5 mg/Kg, i.p.), que reduziu, de forma
significativa, o TPBA dos camundongos tratados com a associagcéo
diazepam (1 mg/Kg, i.p.) + flumazenil (2,5 mg/Kg, i.p.), em relagéo ao
grupo que recebeu apenas o diazepam (1 mg/Kg, i.p.) em 53%. A
piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.), por sua vez, aumentou, de forma
significativa e dose-dependente, o TPBA de camundongos submetidos
ao labirinto em cruz elevado, em 50% e 66%, respectivamente, em
relacdo ao grupo controle. Na presenca do flumazenil (2,5 mg/Kg, i.p.),
entretanto, o TPBA dos camundongos tratados com piplartina (100
mg/Kg, i.p.) reduziu, de forma significtiva em 57%, em relacdo ao

grupo que recebeu apenas piplartina (100 mg/Kg, i.p.).

Na figura 4.1.5 tem-se o efeito da piplartina sobre o NEBA de
camundongos submetidos ao labirinto em cruz elevado [CONT: 3,8 +

0,3 (20), DZP 1: 9,6 £ 1,2 (17), PIP 50: 7,6 £ 0,5 (13), PIP 100: 6,2 +
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0,5 (15), DZP 1 + FLU 2,5: 9,2 + 0,4 (10) e PIP 100 + FLU 2,5: 44 +
0,6 (09)]. Nela pode-se observar que o diazepam (1,0 mg/Kg, i.p.) e a
piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) aumentaram, de forma significativa, o
numero de entradas dos camundongos nos bracos abertos do labirinto
em cruz elevado em 60%, 49% e 39%, respectivamente, em relacao
ao grupo controle. As associagdes diazepam (1 mg/Kg, i.p.) +
flumazenil (2,5 mg/Kg, i.p.) e piplartina (100 mg/Kg, i.p.) + flumazenil
(2,5 mg/Kg, i.p.), entretanto, ndo mostraram diferencga significativa em
relagdo aos grupos tratados apenas com diazepam (1 mg/Kg, i.p.) e

piplartina (100 mg/Kg, i.p.), respectivamente.
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Figura 4.1.4. Efeito da piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre o tempo
de permanéncia dos camundongos nos bracos abertos (TPBA) do
labirinto em cruz elevado. As colunas representam meédia + erro
padrao da meédia (EPM), analisados através da ANOVA, seguido de
Student-Newman-Keuls (teste post hoc); “a”, “b”, “c” e “d” vs CONT,
DZP 1, PIP 50, PIP 100, respectivamente, quando p<0,05. CONT =
controle, DZP 1 = diazepam 1 mg/Kg, i.p., PIP 50 = piplartina 50
mg/Kg, i.p., PIP 100 = piplartina 100 mg/Kg, i.p. e FLU 2,5 = flumazenil
2,5 mg/Kg, i.p.
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Figura 4.1.5. Efeito da piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero
de entradas dos camundongos nos bracos abertos (NEBA) do labirinto
em cruz elevado. As colunas representam média + erro padrao da
média (EPM), analisados através da ANOVA, seguido de Student-
Newman-Keuls (teste post hoc); “a”, “b” e “c” vs CONT, DZP 1 e PIP
100, respectivamente, quando p<0,05. CONT = controle, DZP 1 =
diazepam 1 mg/Kg, i.p., PIP 50 = piplartina 50 mg/Kg, i.p., PIP 100 =
piplartina 100 mg/Kg, i.p. e FLU 2,5 = flumazenil 2,5 mg/Kg, i.p.
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¢ Nado forgado:

O efeito antidepressivo da piplartina foi estudado no teste do
nado forcado, através da analise do tempo de imobilidade (em
segundos) do animal no cilindro com agua (tabela 4.1.4.). As drogas
antidepressivas imipramina (IMI 30 mg/Kg, i.p.) e paroxetina (PAR 10
mg/Kg, i.p.) e a piplartina (PIP 50 e 100 mg/Kg, i.p.) reduziram, de
forma significativa, o tempo de imobilidade dos animais tratados em
57%, 55%, 61% e 83%, respectivamente, em relacdo ao grupo
controle. No caso da piplartina, o efeito manifestou-se de forma dose-

dependente.

Para o estudo de potencializagcao, doses baixas de cada um dos
compostos acima citados foram administradas de forma isolada e
associada. As drogas antidepressivas imipramina (6 mg/Kg, i.p.) e
paroxetina (1 mg/Kg, i.p.) e a piplartina (20 mg/Kg, i.p.), isoladamente,
nao apresentaram diferenca de efeito, quando comparados entre si ou
ao grupo controle. A associagao IMI 6 + PIP 20, por sua vez, reduziu,
de forma significativa, o tempo de imobilidade dos animais no cilindro
em 53%, 53% e 57%, respectivamente, em relagdo aos grupos
controle, imipramina (6 mg/Kg, i.p.) e piplartina (20 mg/Kg, i.p.). A
associagao paroxetina (1 mg/Kg, i.p.) + piplartina (20 mg/Kg, i.p.),
entretanto, ndo mostrou diferengas significativas em relagcdo aos

grupos controle, paroxetina (1 mg/Kg, i.p.) e piplartina (20 mg/Kg, i.p.).
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Tabela 4.1.4. Efeito da piplartina (20, 50 e 100 mg/Kg, i.p.) isolada ou
associada a imipramina (6 mg/Kg, i.p.) ou a paroxetina (1,0 mg/Kg,
i.p.) sobre o tempo de imobilidade de camundongos submetidos ao

teste do nado forgcado.

Grupos Tempo de Imobilidade (segundos)
CONT 147,0 + 14,5 (12)
IMI 6 146,0 + 14,0 (12)
IMI 30 62,9 + 9,9 (12)
PAR 1 113,9 + 10,6 (10)
PAR 10 64,8 + 8,1*% (10)
PIP 20 158,3 + 14,4 (12)
PIP 50 57,3+ 7,5*" (19)
PIP 100 24,1 + 3,1%" (17)
PIP 20 + IMI 6 67,8 + 10,12>7 (12)
PIP 20 + PAR 1 119,8 + 12,7° (10)

Os valores representam média + erro padrdo da média (EPM),
analisados através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls
(teste post hoc); “a@”, “b”, “c”, “d”, “e”, “f" e “g” vs CONT, IMI 6, IMI 30,
PAR 1, PAR 10, PIP 20 e PIP 50, respectivamente, quando p<0,05.
Em paréntesis encontra-se o numero de animais utilizados em cada
grupo experimental. CONT = controle, IMI 6 = imipramina 6 mg/Kg,
i.p., IMI 30 = imipramina 30 mg/Kg, i.p., PAR 1 = paroxetina 1 mg/Kg,
i.p., PAR 10 = paroxetina 10 mg/Kg, i.p., PIP 20 = piplartina 20 mg/Kg,
i.p., PIP 50 = piplartina 50 mg/Kg, i.p., PIP 100 = piplartina 100 mg/Kg,
i.p., PIP 20 + IMI 6 = piplartina 20 mg/Kg, i.p. + imipramina 6 mg/Kg,
i.p. e PIP 20 + PAR 1 = piplartina 20 mg/Kg, i.p. + paroxetina 1 mg/Kg,
i.p.
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e Potencializagao do tempo de sono barbiturico:

O efeito sedativo-hipnético da piplartina foi estudado neste teste,
através da avaliacdo da laténcia (tempo de indugdo do sono, em
segundos) e da duracdo da perda do reflexo postural (reflexo de
endireitamento — duragdo do sono, em segundos) dos animais, como
pode ser observado na figura 4.1.6. Para a laténcia da perda do
reflexo postural dos grupos experimentais [CONT: 203,0 + 16,2 (13),
DZP 2: 68,4 + 4,5 (11), PIP 50: 258,2 + 50,2 (13) e PIP 100: 397,6 +
57,2 (13)] € evidenciado o efeito do diazepam (2 mg/Kg, i.p.) ao
reduzir, de maneira significativa, o parametro em questao, em 66% em
relagdo ao grupo controle. A dose de 50 mg/Kg de piplartina,
entretanto, ndo apresentou efeito; de forma contraria, a dose de 100
mg/Kg de piplartina, aumentou, de forma significativa, a laténcia da
perda do reflexo postural em 48%, quando comparada ao grupo

controle.

A duracao da perda do reflexo postural dos grupos expemientais
[CONT: 1194,3 + 250,8 (13), DZP: 3410,0 + 731,5 (11), PIP 50: 408,9
+ 64,1 (13) e PIP 100: 1052,5 + 209,3 (13)] é apresentada na mesma
figura. Nesta pode-se observar que o diazepam (2 mg/Kg, i.p.)
manteve o padrdo de efeito descrito no paragrafo anterior, isto é,
aumentou a duracdo da perda do reflexo postural, de forma
significativa em 64%, em relacdo ao grupo controle. De forma
contraria, a piplartina 50 mg/Kg reduziu significativamene o parametro
em questdo em 64% em relagdo ao controle; com o aumento da dose
para 100 mg/Kg, observou-se um aumento gradual do efeito, que nao

diferiu, do ponto de vista estatistico, do grupo controle.
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Figura 4.1.6. Efeito da piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a
laténcia e a duragcdo da perda do reflexo postural (ambos em
segundos) de camundongos tratados com tiopental (40 mg/Kg, i.p.). As
colunas representam média + erro padrao da meédia (EPM), analisados
através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls (teste post
hoc); “a@”, e “b” vs CONT, PIP 50, respectivamente, quando p<0,05.
CONT = controle, DZP 2 = diazepam 2 mg/Kg, i.p., PIP 50 = piplartina
50 mg/Kg, i.p., PIP 100 = piplartina 100 mg/Kg, i.p. e TIOP 40 =
tiopental 40 mg/Kg, i.p.
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¢ Potencializagdao do tempo de sono etéreo:

O efeito sedativo-hipnético da piplartina foi estudado também
neste teste, através da analise dos mesmos parametros apresentados
no tépico anterior, isto é, a laténcia e a duragcao da perda do reflexo
postural (reflexo de endireitamento) dos animais, ambos apresentados
na figura 4.1.7. Através da analise do primeiro parametro [CONT: 25,7
+ 0,8 (10), DZP 2: 18,7 + 0,7 (10), PIP 50: 45,2 + 4,1 (14) e PIP 100:
25,0 £ 1,0 (14)], pode-se observar que apenas a piplartina 50 mg/Kg
aumentou a laténcia da perda do reflexo postural dos animais, de

forma significativa, em 43% em relag&o ao grupo controle.

O efeito da piplartina sobre a duracdo da perda do reflexo
postural [CONT: 156,6 + 6,3 (10), DZP 2: 314,6 + 28,3 (10), PIP 50:
187,7 £ 7,7 (14) e PIP 100: 237,0 + 14,7 (14)] € mostrado na mesma
figura. Nela, observa-se que os grupos tratados com diazepam e
piplartina 100 mg/Kg aumentaram, de forma significativa, a duracéo da
perda do reflexo postural em 50% e 33%, respectivamente, em relacao
ao grupo controle. Este mesmo efeito, entretanto, ndo foi observado no

grupo tratado com piplartina 50 mg/Kg.
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Figura 4.1.7. Efeito da piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a
laténcia e a duragcdo da perda do reflexo postural (ambos em
segundos) de camundongos introduzidos em uma camara fechada,
saturada com éter etilicoAs colunas representam média + erro padrao
da média (EPM), analisados através da ANOVA, seguido de Student-
Newman-Keuls (teste post hoc); “@a” e “b” vs CONT e DZP 2,
respectivamente, quando p<0,05. CONT = controle, DZP 2 = diazepam
2 mg/Kg, i.p., PIP 50 = piplartina 50 mg/Kg, i.p. e PIP 100 = piplartina
100 mg/Kg, i.p.
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e Rotarod:

Neste teste, a piplartina, em ambas as doses (50 e 100 mg/Kg,
i.p.), ndo apresentou efeito algum sobre a coordenagcdo motora (tempo
de permanéncia sobre a barra giratéria — TP e o numero de quedas —
NQ) dos camundongos submetidos ao rota rod, como pode ser
observado na tabela 4.1.5.
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Tabela 4.1.5. Efeito da piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a

coordenacdo motora de camundongos submetidos ao teste do rota

rod.
Grupos Numero de Quedas Tempo de Permanéncia
(segundos)
CONT 0,0 (20) 60 (20)
PIP 50 0,0 (12) 60 (12)
PIP 100 0,0 (15) 60 (15)

Os dados representam a média dos valores. Em paréntesis encontra-
se o numero de animais utilizados em cada grupo experimental. CONT
= controle, PIP 50 = piplartina 50 mg/Kg, i.p. € PIP 100 = piplartina 100
mg/Kg, i.p.
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e Tremores induzidos por oxotremorina:

Neste teste, a intensidade do tremor induzido por oxotremorina
(OXO 0,5 mg/Kg, i.p.) foi o parametro avaliado. A figura 4.1.8. mostra
que a piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) e a atropina (ATRO) reduziram a
intensidade dos tremores, de forma significtiva, em 100%, 16% e 31%,
respectivamente, em relacdo ao grupo controle: CONT: 2,7 + 0,06
(18), ATRO: 0,0 (09), PIP 50: 2,2+ 0,1 (18) e PIP 100: 1,8 £ 0,1 (18).
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Figura 4.1.8. Efeito da piplartina (60 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a
intensidade dos tremores induzidos por oxotremorina (0,5 mg/Kg, i.p.)
em camundongos. As colunas representam meédia + erro padrdo da
média (EPM), analisados através da ANOVA, seguido de Student-
Newman-Keuls (teste post hoc); “a” e “b” vs CONT e ATRO 10,
respectivamente, quando p<0,05. CONT = controle, ATRO 10 =
atropina 10 mg/Kg, i.p., PIP 50 = piplartina 50 mg/Kg, i.p., PIP 100 =
piplartina 100 mg/Kg, i.p. e OXO 0,5 = oxotremorina 0,5 mg/Kg, i.p.
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4.2. ESTUDO DOS EFEITOS NEUROBIOQUIMICOS DA PIP:

o Teste de vibilidade celular:

Neste teste, foi estudado o efeito da piplartina (1, 5, 50 e 100
Mg/mL), isoladamente ou associada a 6-OHDA (10 pg/mL), sobre a
viabilidade de células mesencefalicas de embrides de rata, cultivadas
in vitro; o parametro usado para tal finalidade foi a concentracdo de
MTT. Como pode ser observado na tabela 4.2.1., a adicdo de 6-OHDA
(10 pg/mL) ao meio de cultura reduziu, de forma significativa, a
absorbancia de MTT formazan em 58% em relagdo ao grupo controle.
De forma contraria, ndao foi observada diferenca significativa na
absorbancia de MTT formazan entre o grupo controle e os grupos
tratados com piplartina (1, 5 e 50 ug/mL). No grupo tratado com
piplartina (100 pg/mL), entretanto, observa-se uma redugéo
significativa da absorbancia de MTT formazan, em 38% em relagcédo ao
grupo controle. Tal efeito ndo diferiu do ponto de vista estatistico,

daquele observado no grupo tratado com 6-OHDA (10 pug/mL).

Quando associada a 6-OHDA (10 pg/mL), a piplartina (1, 5 e 50
Mg/mL) reduziu, de forma significativa, a absorbadncia de MTT
formazan em 23%, 20% e 28%, respectivamente, em relagdo ao grupo
controle. Tal reducado, entretanto, ainda diferiu estatisticamente do
valor observado no grupo tratado com 6-OHDA (10 pg/mL). No grupo
tratado com a associagdo piplartina (100 ug/mL) + 6-OHDA (10
Mg/mL), também pode ser observada uma reducdo significativa da
absorbancia de MTT formazan em relagdo ao grupo controle de 48%.
Tal efeito, entretanto, nao diferiu do ponto de vista estatistico, daquele

observado no grupo tratado com 6-OHDA (10 pg/mL).
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Tabela 4.2.1. Efeito da piplartina (1, 5, 50 e 100 pg/mL) isoladamente
ou associada a 6-OHDA (10 ug/mL), sobre concentracdo de MTT

formazan em cultura de células mesencefalicas de embrides de rata.

Grupos MTT formazan (absorbancia em 595 nm)

CONT 0,4219 + 0,0185 (05)

6-OHDA 10 0,1771 + 0,02262 (03)
PIP 1 0,3743 + 0,0434° (03)
PIP5 0,3728 + 0,0245° (03)
PIP 50 0,3394 + 0,0287° (03)
PIP 100 0,2577 +0,0168° (03)
PIP 1 + 6-OHDA 10 0,3219 + 0,0254*" (03)
PIP 5 + 6-OHDA 10 0,3352 + 0,0077° (03)
PIP 50 + 6-OHDA 10 0,3001 + 0,0115%° (03)
PIP 100 + 6-OHDA 10 0,2186 + 0,0169° (03)

Os valores representam média + erro padrao da média (EPM),
analisados através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls
(teste post hoc); “a” e “b” vs CONTR e 6-OHDA 10, respectivamente,
quando p<0,05. Em paréntesis encontra-se o numero de replicatas de
cada grupo experimental. CONT = controle, 6-OHDA 10 = 6-
hidroxidopamina 10 pg/mL, PIP 1 = piplartina 1 pyg/mL, PIP § =
piplartina 5 pg/mL, PIP 50 = piplartina 50 pg/mL, PIP 100 = piplartina
100 pg/mL, PIP 1 + 6-OHDA 10 = piplartina 1 pg/mL + 6-
hidroxidopamina 10 ug/mL, PIP 5 + 6-OHDA 10 = piplartina 5 uyg/mL +
6-hidroxidopamina 10 pg/mL, PIP 50 + 6-OHDA 10 = piplartina 50
Mg/mL + 6-hidroxidopamina 10 pg/mL e PIP 100 + 6-OHDA 10 =
piplartina 100 ug/mL + 6-hidroxidopamina 10 pug/mL,
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o Atividade anti-oxidante da piplartina frente ao radical DPPH:

Este ensaio avaliou o efeito anti-oxidante da piplartina frente ao
radical DPPH. Como pode ser observado na tabela 4.2.2., a piplartina,
nas concentragdes estudadas, ndo apresentou diferenca de efeito do
ponto de vista estatistico em relagdo ao grupo controle, ao contrario da
vitamina E, que reduziu a concentragdo de DPPH no meio reacional

em 96% em relacéo ao controle.
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Tabela 4.2.2. Efeito da piplartina (0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 5 e 50 ug/mL)
frente ao radical DPPH.

%RSA (radical scavenging activity)

CONT 3,072 + 0,05126 (06)
VITE 75 0,09563 + 0,0085442 (06)
PIP 0,05 3,251 + 0,08275° (06)
PIP 0,1 3,233 + 0,04324° (06)
PIP 0,2 3,249 + 0,05915° (06)
PIP 0,5 3,312 + 0,05564° (06)
PIP 5 3,171 + 0,05765° (06)
PIP 50 3,214 + 0,06903° (06)

Os valores representam média + erro padrdo da média (EPM),
analisados através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls
(teste post hoc); “@a” e “b” vs CONT e Vitamina E 75 pg/mL,
respectivamente, quando p<0,05. Em paréntesis encontra-se o0 numero
de experimentos de cada grupo experimental. CONT = controle, VIT E
75 = vitamina E 75 ug/mL, PIP 0,05 = piplartina 0,05 yg/mL, PIP 0,1 =
piplartina 0,1 ug/mL, PIP 0,2 = piplartina 0,2 pg/mL, PIP 0,5 = piplartina
0,5 ug/mL, PIP 5 = piplartina 5 pg/mL e PIP 50 = piplartina 50 ug/mL.
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o Atividade anti-oxidante da piplartina frente a peroxidacao
lipidica induzida por choque térmico (dosagem das
substancias reativas ao acido tiobarbitirico — TBARS, em

homogenatos de tecido cerebral):

A figura 4.2.1. apresenta o efeito da piplartina sobre a
concentracdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico em
homogenatos de tecido cerebral, geradas a partir da peroxidagao
lipidica induzida por choque térmico. Como pode ser observado, o
grupo submetido ao choque térmico (stress — STR) apresentou um
aumento significativo da concentragdo das substancias reativas ao
acido tiobarbiturico de 23%, em relacdo ao grupo controle: CONT:
0,190 + 0,015 (13) e STR: 0,249 + 0,014 (15). A piplartina, nas
concentragdes de 25, 50 e 100 ug/mL [PIP 25: 0,166 + 0,010 (13), PIP
50: 0,199 + 0,013 (14) e PIP 100: 0,202 + 0,019 (13)] apresentou uma
redugdo na concentragdo das substancias reativas do acido
tiobarbiturico de 33%, 20% e 18%, respectivamente, em relacdo ao

grupo stress.
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Figura 4.2.1. Efeito da piplartina (25, 50 e 100 pg/mL) sobre a
concentracdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), geradas pela peroxidagdo lipidica induzida por choque
térmico, em homogenatos de tecido cerebral de camundongos. As
colunas representam média + erro padrao da média (EPM), analisados
através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls (teste post
hoc); “a” e “b” vs CONT e SRT, respectivamente, quando p<0,05.
CONT = controle, STR = stress, PIP 25 = piplartina 25 ug/mL, PIP 50 =
piplartina 50 uyg/mL e PIP 100 = piplartina 100 ug/mL.
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o Atividade anti-oxidante da piplartina frente a peroxidacao
lipidica induzida por choque térmico (dosagem de nitrito em

homogenatos de tecido cerebral):

A figura 4.2.2. apresenta o efeito da piplartina sobre a
concentragao de nitrito em homogenatos de tecido cerebral, gerado a
partir da peroxidacao lipidica induzida por choque térmico. Como pode
ser observado, o grupo submetido ao choque térmico (stress — STR)
apresentou um aumento significativo da concentragdo de nitrito de
39% em relagdo ao grupo controle: CONT: 19,1 £ 0,9 (12) e STR: 31,6
+ 2,0 (13). A piplartina, nas concentracdes de 25 e 50 ug/mL [PIP 25:
21,6 £1,7 (13), PIP 50: 23,8 + 2,8 (12)], por sua vez reduziu, de forma
significativa, a concentracdo de nitrito em 31% e 24%,
respectivamente, em relagdo ao grupo stress. A concentragcéo de 100
Mg/mL de piplartina [PIP 100: 30,9 + 2,2 (13)], de forma contraria,
promoveu um aumento significativo na concentragao de nitrito de 38%
em relagcao ao grupo controle. Este valor, entretanto, ndo apresentou

diferenca estatisticamente significativa em relacéo ao grupo stress.
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Figura 4.2.2. Efeito da piplartina (25, 50 e 100 pg/mL) sobre a
concentragao de nitrito, gerado pela peroxidagao lipidica induzida por
choque térmico, em homogenatos de tecido cerebral de camundongos.
As colunas representam meédia + erro padrao da média (EPM),
analisados através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls
(teste post hoc); “a” e “b” vs CONT e SRT, respectivamente, quando
p<0,05. CONT = controle, STR = stress, PIP 25 = piplartina 25 ug/mL,
PIP 50 = piplartina 50 ug/mL e PIP 100 = piplartina 100 pg/mL.
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e Determinacdo da concentragdo de monoaminas e
metabdlitos em homogenatos de tecido cerebral de

camundongos pré-tratados com piplartina:

A tabela 4.2.3. mostra que a administracdo aguda de piplartina
(100 mg/Kg, i.p.) promoveu um aumento significativo nos niveis de NA
(83%), HVA (61%), DA (45%), DOPAC (56%) e 5-HIAA (56%) em
relacdo aos seus respectivos controles. A concentracdo de 5-HT, no
entanto, mostrou-se significativamente reduzida (81%) no grupo
tratado com piplartina (100 mg/Kg, i.p.), quando comparado ao seu

grupo controle.
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Tabela 4.2.3. Efeito do pré-tratamento com piplartina (100 mg/Kg, i.p.)
sobre a concentracdo de monoaminas e metabdlitos em corpo estriado

de camundongos.

Concentragcao (ng/g de tecido)

CONT PIP 100
NA 461,9 £ 79,6 (09) 747,5 £ 217,7% (11)
HVA 360,2 £ 69,0 (09) 947,7 £ 103,3% (10)
DA 1.054,9 £ 119,1 (12) 1.953,4 + 321,8°% (12)
DOPAC 386,6 + 36,7 (12) 892,7 + 81,5% (12)
5-HT 780,4 £ 127,6 (09) 141,5 £ 35,8 (07)
5-HIAA 376,4 + 43,4 (10) 873,8 £ 80,2° (10)

Os valores representam média + erro padrdo da média (EPM),
analisados através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls
(teste post hoc); “a” vs CONT, quando p<0,05. Em paréntesis
encontra-se 0 numero de amostras utilizadas em cada grupo
experimental. CONT = controle e PIP 100 = piplartina 100 mg/Kg, i.p.
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e Determinagcao da densidade de receptores muscarinicos
(m1 + M2) em homogenatos de corpo estriado de

camundongos pré-tratados com PIP:

No ensaio de binding, a piplartina (100 mg/Kg, i.p.) nao
promoveu qualquer alteragdo na densidade de receptores
muscarinicos (Ml + M2) do corpo estriado de camundongos, em

comparagao ao grupo controle (tabela 4.2.4).
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Tabela 4.2.4. Efeito do pré-tratamento com piplartina (100 mg/Kg, i.p.)
sobre a densidade de receptores muscarinicos (M1 + M2) em corpo

estriado de camundongos.

Densidade de receptores muscarinicos (M1 + M2)

Bmax (fmoles/mg de proteina)

CONT 497,8 + 46,4 (06)
PIP 100 572,1 + 77,4 (06)

Os valores representam média + erro padrdo da média (EPM),
analisados através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls
(teste post hoc). Em paréntesis encontra-se o numero de amostras
(duplicatas) utilizadas em cada grupo experimental. CONT = controle e
PIP 100 = piplartina 100 mg/Kg, i.p.
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Drogas que alteram as fungdes mentais e em especial as
plantas, exercerm grande fascino sobre os seres humanos, muitas
vezes cercadas por supersticdes misticas, pensamentos magicos e
rituais religiosos; dessa forma, dentre todas as plantas usadas pelo
homem, aquelas capazes de alterar a consciéncia e as modalidades
sensoriais tém recebido uma consideragcao especial. Entretanto, o
desafio de tentar esclarecer os mecanismos de acado sobre o
comportamento, humor e a cognigao, tem sido ignorado ou encarado
como baixa prioridade. Substancias derivadas de plantas, tais como a
cafeina, a efedrina, os canabindides, os opidides e a reserpina sao
alguns exemplos de compostos que se comprovou ter efeitos sobre o
SNC. Contudo, para a maioria das plantas que se sabe possuir alguma
acao sobre o SNC, ainda ndo se conhece seus principios ativos. As
pesquisas realizadas nesse sentido, como para avaliar propriedades
analgésicas, ansioliticas e antidepressivas, estdo em etapas
farmacoldgicas iniciais, consistindo basicamente na administracéo de
extratos purificados dessas plantas em animais. Esses testes pré-
clinicos frequentemente confirmam ou nao a utilizagao popular dessas
plantas. (Carlini, 2003).

A analise fitoquimica de espécies de Piper demonstrou a
ocorréncia de varios compostos quimicos, muitos deles exibindo
atividades biolégicas (Reigada, 2007). Dentre esses componentes,
podemos citar como exemplos as amidas insaturadas, os flavondides,
os lignanos, os ésteres de cadeia curta e longa, os esterdides e os
alcalbdides (Morais et al., 2007). Os alcaloides representam um extenso
grupo de metabolitos secundarios, com diversas estruturas,
distribuicbes na natureza e importantes atividades biologicas; s&o
compostos ciclicos que contém um atomo de nitrogénio em um estado

negativo de oxidagdo, de limitada distribuicdo nos organismos vivos.
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Geralmente, a funcdo dos metabdlitos secundarios nos vegetais néo é
totalmente esclarecida. Em relacdo aos alcaldides, sua fungdo nas
plantas é a protegao contra animais herbivoros e parasitas (Grycova et
al., 2007). Contudo, devido as propriedades farmacoldgicas dos
alcaldides, esses compostos tém sido usados na medicina como
agentes anti-cancer, antimalaricos, analgésicos e também no
tratamento do parkisonismo, hipertensdo e desordens do sistema

nervoso central (Rathbone et al., 2002).

Testes de atividade locomotora e exploracdo em roedores sao
largamente utilizados na avaliagcdo de agentes psicotropicos. Para
tanto, uma grande variedade de aparatos sdo utilizados como, por
exemplo, o campo aberto (Archer, 1973). O campo aberto € um dos
modelos animais mais populares no campo da psicologia. Neste
modelo, um animal (usualmente um roedor) é inserido em um
ambiente desconhecido, cuja escapatéria seja impossibilitada pela
presenca de paredes laterais que cercam este ambiente (Walsh et al.,
1976).

Os efeitos de diferentes tipos de drogas tém sido investigados
no modelo do campo aberto, incluindo compostos com efeitos
ansioliticos (benzodiazepinicos, neuropeptideos e drogas
serotonérgicas), estimulantes (anfetaminas, cocaina), sedativos
(neurolépticos) ou indutores de convulsdo (drogas epileptogénicas)
(Prut et al.,, 2003). O modelo do campo aberto, portanto, possibilita
discutir a especificidade do efeito de uma droga, caso ela seja

estimulante, sedativa, ansiolitica ou ansiogénica (Lister, 1987).

O aumento da atividade locomotora pode ser considerado um

efeito estimulante, enquanto que a diminuicdo da atividade vertical
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(NR) e horizontal (NC) séo relacionadas a sedacao (Prut et al., 2003).
Dessa forma, o aumento ou a diminuicdo da atividade motora
espontanea fornece uma indicacdo do nivel de excitabilidade do
sistema nervoso central (Mansur et al., 1971). A piplartina, nas doses
estudadas (50 e 100 mg/Kg, i.p.), ndo apresentou qualquer alteracéo
sobre o NC dos animais tratados em relacdo ao grupo controle. No
entanto, a alcamida aumentou tanto o NG quanto o NR, sugerindo que
a droga possui um efeito estimulante central. Este efeito pode ser o
resultado do aumento da concentragédo de dopamina (DA) e DOPAC
no corpo estriado de camundongos, como foi observado no grupo de

animais tratados com piplartina (100 mg/Kg, i.p.).

Obeso et al. (2002) afirmam que o sistema dopaminérgico inerva
todos os nucleos da base, através da via nigroestriatal e
provavelmente exerce um importante controle modulatorio dos
circuitos neuronais (vias direta e indireta). Os nucleos (caudado,
putamen e globo palido) da base fazem parte de um complexo circuito
neuronal organizado em paralelo para integrar atividades de diferentes
regides corticais. As areas corticais enviam projegdes glutamatérgicas
ao corpo estriado, que € a principal porta de entrada dos nucleos da
base. O corpo estriado envia projecdes gabaérgicas a outros nucleos,
como o globo palido e a substancia negra reticulada. Esses nucleos
modulam o talamo, que por sua vez envia proje¢cdes glutamatérgicas
estimulatérias de volta ao cortex, facilitando com maior ou menor
intensidade o inicio do movimento. A modulacdo mediada pelos
nucleos da base ocorre pelo balango entre dois circuitos que ligam o
estriado ao globo palido, a via direta e a via indireta. A dopamina
estimula a via direta e inibe a via indireta. Desta forma ela funciona
como um modulador dos nucleos da base, pois quando liberada no

corpo estriado facilita o movimento. Isso explica a lentiddo de
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movimentos e a rigidez muscular na doencga de Parkinson, visto que a
degeneracao dos neurdnios nigroestriatais causa a redugao dos niveis
de dopamina no estriado, e consequentemente disturbios de
movimento. Por outro lado, o excesso de dopamina ou a
supersensibilizagdo de receptores dopaminérgicos no corpo estriado
causa aumento dos movimentos e incoordenacdo, como no caso da
discinesia, causada pelo tratamento com agonistas dopaminérgicos,

ou com L-DOPA ou como ocorre na Coréia de Huntington.

Embora varios neurotransmissores possam modular a
expressdo do comportamento de grooming, a dopamina esta
particularmente envolvida no processo (Drago et al., 1999). Quase
todas as espécies de animais passam uma grande parte do tempo em
comportamento de grooming. Este comportamento ocorre pela
estimulacdo e bloqueio dos sub-tipos de receptores dopaminérgicos
(Cromwell et al, 1996). A administragdo aguda de piplartina (100
mg/Kg, i.p.) aumentou a concentragdo de dopamina no corpo estriado
dos camundongos tratados. O aumento desse neurotransmissor pode,
em parte, justificar o aumento do comportamento de grooming,
observado naquele grupo de animais, quando submetidos ao teste do
campo aberto. Outra possibilidade para este efeito reside na interagao
da droga com receptores dopaminéricos. Para testar essa hipétese, foi
estudado o efeito da piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) sobre a
catalepsia induzida por haloperidol (5 mg/Kg, i.p.).

O teste anteriormente citado fundamenta-se no fato de que
algumas espécies de roedores, incluindo ratos e camundongos,
quando sob efeito de uma droga neuroléptica tipica, como o
haloperidol, apresentam intensa rigidez muscular. Os neurolépticos

tipicos sdo aqueles compostos que agem bloqueando os receptores
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dopaminérgicos D, da via mesolimbica, via esta postulada como
causadora dos sinais e sintomas positivos das psicoses. Dessa forma,
quando os animais sao colocados com suas patas dianteiras apoiadas
em uma barra horizontal, 0s mesmos permanecem nessa posi¢ao por
significativo periodo de tempo. Esse fendbmeno experimental é um
método de grande utilidade para triagem de agentes antipsicoéticos
que, em geral, produzem efeitos extrapiramidais (reagdes secundarias
indesejaveis), sendo que alguns desses sinais, que fazem parte da
sindrome neuroléptica induzida por neurolépticos tipicos, incluem certa

rigidez muscular e postura atipica (Almeida, 2006).

De fato, a administracdo de haloperidol (5 mg/Kg, i.p.) aos
camundongos promoveu a rigidez muscular descrita anteriormente,
observada através do aumento tempo de imobilidade do animal na
barra suspensa. Este resultado € consistente com outros trabalhos
(Bardin et al., 2006; Simon et al., 2000; Wiley et al., 2003) que afirmam
que os antipsicoticos suprimem a atividade motora e induzem
catalepsia em roedores. A administragdo de piplartina (50 e 100
mg/Kg, i.p.), entretanto, reduziu o tempo de imobilidade dos animais
tratados com haloperidol. Isto sugere que a piplartina, além de
aumentar a concentracdo de dopamina no corpo estriado, também
possa atuar sobre os receptores dopaminérgicos, revertendo o efeito

do haloperidol sobre os receptores D.,.

Os sintomas da ansiedade sdo comuns na sociedade e,
particularmente, nos consultérios médicos (King, 2008). Estas
desordens tipicamente persistem por muitos anos e estao associadas
ao estresse, a reducdo da qualidade de vida e ao aumento da
morbidade e da mortalidade (Wittchen et al., 2005). Os tratamentos

atuais para os disturbios da ansiedade tém uma eficacia modesta e
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muitos pacientes nao respondem ou nao toleram as intervengdes
farmacoldgicas e/ou psicologicas (terapia cognitiva-comportamental)
(Garner et al., 2009). Isto tem levado a uma série de investigagoes
cientificas com o intuito de descobrir novas estratégias farmacoldgicas
para o tratamento da ansiedade. Para tanto, em se tratando de
pesquisa pré-clinica, varios modelos animais sédo empregados para

avaliar o potencial ansiolitico de drogas.

Os modelos animais para o estudo da ansiedade tém tornado
possivel investigar a relagdo cérebro-comportamento, possibilitando a
compreensao dos fendmenos fisioldégicos e patoldgicos relacionados
ao comportamento e suas bases neuropsicobiologicas (van der Staay,
2006). Muitos modelos animais de ansiedade examinam o
comportamento natural de camundongos e ratos submetidos a
determinadas situacbes (Rodgers et al, 1997). Essas situagdes
incluem testes de interacdo social (File et al, 2003), a exposi¢cao a um
ambiente aversivo (labirinto em cruz elevado) ou aberto (campo
aberto) (Garner et al., 2009).

O emprego do campo aberto na avaliacdo da ansiedade tem
sido proposto considerando-se que um aumento na ambulacdo do
animal e a sua maior permanéncia na regiao central do aparelho
seriam indicativos de uma redugdo da ansiedade. Esta proposta,
entretanto, tem sido criticada por alguns autores pelo fato das medidas
avaliadas poderem ser influenciadas por varios fatores como a

atividade locomotora e a exploracéo (File, 1993).
Atualmente, o labirinto em cruz elevado (LCE) é um dos

meétodos mais populares, através do qual a ansiedade pode ser

medida em roedores (Montgomery, 1958; Pellow et al., 1985). Neste
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modelo um rato (ou camundongo) é colocado no centro do labirinto
para livre exploracao daquele ambiente (Rodgers et al., 1993; Rodgers
et al.,, 1997; Andersen et al., 2000). Sabe-se que a relutancia dos
roedores em explorar os bragos abertos do labirinto € causada mais
pelo medo que esses animais tém de espacos abertos, do que pela
prépria altura do aparelho (Pellow et al., 1985; Falter et al., 1992;
Fernandes et al., 1996). Treit et al. (1993) forneceram evidéncias de
que a auséncia da protecao lateral nos bragos abertos seria mais
importante do que a altura, no desencadeamento do medo no LCE, ou
seja, o labirinto € um modelo de ansiedade animal baseado no medo
inato de que os roedores possuem de ficar em espacos abertos e

elevados.

O labirinto em cruz elevado € uma excelente ferramenta para
detectar compostos que tenham agdo com o complexo receptor
GABA,/Benzodiazepinico. Este teste mostra-se muito sensivel para
determinar a influéncia do receptor GABAA/Benzodiazepinico no
processo de ansiedade, visto que, outras drogas como a buspirona,
que envolvem receptores serotonérgicos, apresentam resultados muito

variaveis em relacdo ao modelo citado (Rodgers et al., 1997).

As drogas ansioliticas (benzodiazepinicos e alguns
anticonvulsivantes) estdo entre as classes de drogas que modulam
alostericamente os receptores para o acido gama-amino butirico
(GABA). O GABA ¢é o neurotransmissor inibitério predominante no
sistema nervoso central e o seu receptor (GABA,) € o principal alvo
farmacoldgico de drogas usadas em psiquiatria para induzir ansidlise e
sedacgédo. (Olson, 2002). Este neurotransmissor esta presente em altas
concentragdes (milimolar) em muitas regides cerebrais, concentragcbes

estas que sao cerca de 1.000 vezes maiores que aquelas dos
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neurotransmissores classicos monoaminérgicos nas mesmas regioes.
O GABA ¢ formado a partir do glutamato pela agcdo da enzima acido
glutdmico descarboxilase (GAD), enzima encontrada apenas em
neurdnios que sintetizam este neurotransmissor no cérebro e é
destruido por uma reagao de transaminagédo, em que o0 grupo amino é
transferido para o acido a-oxoglutarico (produzindo glutamato), com
formacdo de semi-aldeido succinico e, a seguir, acido succinico. Esta
reacao é catalisada pela GABA transaminase (GABA-T). Os neurénios
GABAérgicos e os astrocitos (células gliais) captam o GABA através
de transportadores especificos, e € este mecanismo, melhor do que a

GABA-T, que o remove apos sua liberagao (Rang et al., 2007).

O GABA atua em dois tipos distintos de receptores: GABA, e
GABAg. O receptor GABA, consiste em um canal regulado por ligante,
sensivel ao cloro, enquanto os receptores GABAg sao acoplados a
proteina G e regulam canais de K* que quando ativados reduzem a
condutdncia ao Ca'™™ e inibem a producdo de AMPc. Os
benzodiazepinicos sao drogas que agem sobre o sistema GABA-BZD-
canal de cloreto, aumentando a afinidade do neurotransmissor GABA
pelo receptor GABA,, que constitui 0 maior sistema de inibigdo
neuronal do SNC. Este receptor, uma proteina de grande peso
molecular, apresenta-se na forma de um canal pentamérico para ions
cloreto, com sitios de afinidade de ligacéo para diversas drogas, como
os barbituricos, anestésicos gerais, neuroesterdides e beta-carbolinas.
O canal é composto por sub-unidades a, B, y, 0, € 6 e 1. A sub-
unidade a tem-se mostrado diretamente relacionada a afinidade das
drogas benzodiazepinicas ao receptor GABA,, enquanto que a sub-
unidade y parece estar diretamente relacionada a eficacia das drogas.
Os benzodiazepinicos, ao se ligar ao seu sitio especifico, aumentam a

afinidade ao GABA, o que aumenta a freqliéncia de abertura do canal
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e consequente entrada dos ions cloreto, levando a hiperpolarizagéao da
membrana e consequente diminuigdo da atividade neuronal (Korpi, et
al., 2002; Kralic et al., 2002).

No teste do labirinto em cruz elevado, o diazepam (1 mg/Kg, i.p.)
exerceu seu efeito ansiolitico ao fazer com que os camundongos
tratados ndo s6 entrassem mais vezes nos bracos abertos do labirinto,
mas passassem mais tempo por la. De forma semelhante, a piplartina
(50 e 100 mg/Kg, i.p.) também promoveu o0s mesmos efeitos,
sugerindo que a droga poderia estar atuando no receptor GABAAa.
estes resultados estdo em concordancia com Zangrossi (1997), ao
afirmar que roedores submetidos ao tratamento  com
benzodiazepinicos, como o diazepam, cruzam mais vezes 0S bragos
abertos do labirinto e passam mais tempo nesses bragos, quando

comparados aos animais do grupo controle.

Para comprovar a hipotese de que a piplartina estaria atuando
no receptor GABA,, foram feitas associacdes diazepam (1 mg/Kg, i.p.)
+ flumazenil (2,5 mg/Kg, i.p.) e piplartina (100 mg/Kg, i.p.) + flumazenil
(2,5 mg/Kg, i.p.). O flumazenil € um derivado imidabenzodiazepina,
com alta afinidade pelo receptor benzodiazepinico, agindo como
antagonista competitivo no sitio de ligacdo benzodiazepinico dos
receptores GABA,, que contém as sub-unidades a1, a2, a3, ou a5
(Hammers, 2004). Ele € o unico antagonista utilizado em clinica, para
reverter a intoxicagao causada por benzodiazepinicos (Kleingeist et al.,
1998).

A associagdo de flumazenil ao diazepam (1 mg/Kg, i.p.) e a

piplartina (100 mg/Kg, i.p.) reduziu o tempo de permanéncia dos

animais nos bracos abertos do labirinto, sem reduzir, no entanto, o
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numero de entradas dos animais naqueles bragos. Estes resultados
mostram a acao do flumazenil ao bloquear o efeito do diazepam sobre
0 comportamento dos camundongos no labirinto em cruz elevado. Da
mesma maneira, o flumazenil bloqueou o efeito da piplartina sobre o
comportamento dos camundongos no labirinto em cruz elevado,
sugerindo, portanto, que a piplartina parece atuar no receptor GABA,,

o0 mesmo alvo da acédo de compostos benzodiazepinicos.

Drogas com acédo depressora central alteram a coordenacgao
motora e habilidades manuais, prejudicando a execugao de atividades
que exigem reflexo e um bom controle motor. Este efeito de
relaxamento muscular € observado com drogas do grupo dos
hipnéticos-sedativos, particularmente os benzodiazepinicos. Estas
drogas inibem os reflexos polissinapticos e a transmissao internuncial
e, em altas doses, podem deprimir a transmissdo na jungao

neuromuscular esquelética (Katsung et al., 2008).

A coordenagdo motora € um comportamento complexo e pode
refletir equilibrio, forca muscular e alteragdes na deambulacio.
Dificuldades na performance motora podem prejudicar a realizagao de
testes comportamentias, tais como aprendizado e memodria,
exploracao e motivagao. Um dos testes mais utilizados para o estudo
da coordenagédo motora é o teste do rota rod (Bogo et al., 1981). Este
teste foi popularizado por Dunham e Miya com a finalidade de avaliar
déficits neurolégicos em ratos e camundongos (Rustay et al., 2003).
De acordo com Massaquoi et al. (1998), a perda da coordenagao
motora € uma caracteristica comum de muitas desordens neuroldgicas
e um dos efeitos farmacoldgicos mais facilmente observaveis em
casos de intoxicagdo. Sob esse ponto de vista, o tratamento com a

piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) ndo produziu qualquer alteracdo na
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coordenacao motora dos animais, indicando que, nesta faixa de dose,
a alcamida ndo induziu qualquer déficit motor. Estudos realizados em
nosso laboratério com uma dose maior de piplartina (200 mg/Kg, i.p. —
dados nao apresentados) mostrou que, mesmo nesta faixa de dose, o
efeito da droga sobre a coordenagdo motora de camundongos nao foi

observado.

Rustay et al. (2003) recomendam que sejam utilizadas multiplas
doses de drogas a serem testadas no modelo do rota rod, porque
muitos agentes depressores, como o etanol, barbituricos (Dudek et al.,
1994), benzodiazepinicos (Crabbe et al., 1998) e alguns antagonistas
glutamatérgicos (Diana et al.,, 1994) podem apresentar efeito
locomotor bifasico, isto €, produzir estimulacdo em baixas doses e
sedacdo em doses maiores. Este efeito, tampouco, foi observado com
as doses estudadas no presente trabalho (50 e 100 mg/Kg, i.p.),
indicando que, a despeito do possivel efeito do tipo ansiolitico da
piplartina, esse composto ndo promove alteracbes motoras, como

aquelas observadas com os benzodiazepinicos.

Além da ansiolise, sedacgao, hipnose, relaxamento muscular e a
perda da coordenagcdo motora, outros efeitos sdo comumente
observados com o uso de compostos benzodiazepinicos, a saber:
amnésia anterdgrada, e inibicdo da convulsao (Korpi, et al., 2002;
Kralic et al.,, 2002). O efeito hipnético da piplartina foi avaliado,
inicialmente, através do teste que utiliza o tiopental (40 mg/Kg, i.p.)
como agente indutor do sono. O teste permite verificar se determinada
droga possui efeito hipnético, conseiderando-se para tanto o efeito de
que, quando duas drogas possuem o mesmo efeito farmacologico,
eles se somam. O principio deste teste, portanto, consiste em verificar

se uma droga possui a capacidade de potencializar o efeito hipnético
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do tiopental, embora algumas drogas desprovidas de agao central
como, por exemplo, a adrenalina e a histamina também apresentam

resultados positivos (Riley et al., 1958).

Quando associada ao tiopental (40 mg/Kg, i.p.), a piplartina,
paradoxalmente, aumentou a laténcia e diminuiu a duragcdo da perda
do reflexo postural dos camundongos tratados, contrariamente ao
efeito hipnético observado com o diazepam (2 mg/Kg, i.p.) neste
mesmo teste. A literatura afirma que a diminuicdo da laténcia e o
aumento da duracdo da perda do reflexo postural sdo classicamente
observados em drogas depressoras do SNC (Willianson et al., 1996) e
a acao hipnética do tiopental é mediada pelo aumento da
neurotransmissao inibitéria GABAérgica e pela inibicdo da
neurotransmissao excitatoria glutamatérgica (Cordato et al, 1999;
Lukatch et al, 1996). Dessa forma, o efeito observado com a piplartina
neste teste, confronta-se com aquele observado no labirinto em cruz
elevado, onde a piplartina mostrou uma atividade do tipo

benzodiazepinica.

E valido salientar, entretanto, que o teste em questdo néo é
especifico, visto que compostos que interagem com a
biotransformacao dos barbituricos, em nivel do complexo citocromo P-
450, podem mascarar o efeito destes farmacos (Golubkova et al.,
1998). Zaugg et al. (1999) afirmam que o tiopental e o pentobarbital
sao anestésicos intravenosos que tém, como importante caracteristica
farmacocinética, o fato de o pentobarbital ser um metabdlito derivado
da biotransformacao do tiopental, formado pela substituicdo de um
atomo de enxofre por outro de oxigénio (as meias-vidas plasmaticas
do tiopental e do pentobarbital sdo, respectivamente, de 9 e 72 horas).

Assim sendo, o efeito da piplartina sobre o tempo de sono induzido por
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tiopental pode ter duas explicagdes: inicialmente, a piplartina estaria
inibindo a biotransformacao hepatica do tiopental e, assim, aumentou
a laténcia e diminuiu a duracdo da perda do reflexo postural dos
camundongos, ou a droga possui uma baixa especificidade, podendo
estar atuando em outros sistemas de neurotransmissdo, além do

sistema GABAérgico, como sera discutido a seguir.

Para testar a primeira hipétese, foi realizada a potencializacéo
do tempo de sono com éter. A vantagem deste teste € que ele
descarta a possibilidade da influéncia de uma sobre a
biotransformacao hepatica de outra (Lapa, 2008). Com a realizacao
deste outro teste, observou-se que a piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.)
aumentou, de forma semelhante ao diazepam (2 mg/Kg, i.p.), a
duracdo da perda do reflexo postural dos animais, quando os mesmos
foram introduzidos em uma cémara saturada com éter etilico. Este
resultado sugere que a primeira hipotese parece ser coerente, isto €, a
piplartina aumentou a biotransformacao hepatica do tiopental, levando,
ao aumento da laténcia e a diminuicdo da duracao da perda do reflexo
postural dos camundongos tratados com a alcamida. E segunda
hipétese proposta (atuacdo da pilartina em outros sistemas de
neurotransmissao), no entanto, pode ser responsavel, em parte, pelo
efeito descrito anteriormente. Este efeito ficara claro a seguir, nos

préximos paragrafos.

As monoaminas estado envolvidos na patogénese de uma série
de doengas mentais. A dopamina (DA) parece estar envolvida nas
psicoses e assim, muitos anti-psicoticos bloqueiam os receptores
dopaminérgicos. A serotonina, por sua vez, esta envolvida em varias
neuroses, incluindo a ansiedade e as desordens do panico. Por outro

lado, a noradrenalina, a serotonina e/ou a dopamina estdo bastante
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envolvidas na depressdo. As desordens depressivas, incluindo a
depressao maior enddgena e a distimia, sdo doencgas sérias e, muitas
vezes, incapacitantes. O tratamento da depressdo depende do
entendimento da fisiopatologia da doenca e os mecanismos através
dos quais as drogas podem aliviar os sintomas dessa condigcéo
(Elhwuegi, 2004).

Os modelos animais de depressdo sao usados, portanto, para
reproduzir os aspectos dessas desordens do comportamento,
permitindo a descoberta de novos compostos que possam tratar essas
desordens. Esses modelos podem ser usados também como
ferramentas através das quais novos alvos moleculares possam ser
identificados para a subsequente descoberta e desenvolvimento de
novas drogas (McArthur et al., 2006). A década de 60 foi o periodo
durante o qual os modelos neuroquimicos para o estudo da depressao
comecaram a ser refinados e propostos. Neste periodo, a doenca
depressiva ficou caracterizada como um fendmeno bioquimico. Desde
entdo, a teoria das monoaminas tornou-se amplamente aceita. Esta
teoria sugere que a depressdo seria ocasionada pela deficiéncia da
atividade monoaminérgica, tratavel com drogas que aumentassem
esta atividade (Schildkaut, 1965).

O antagonismo dos efeitos farmacolégicos da reserpina foi o
primeiro modelo de funcdo monoaminérgica anormal, através do qual
os compostos antidepressivos foram diferenciados de outras drogas
psicoativas (Askel, 1963; Metys et al., 1967). Os efeitos
farmacolégicos da reserpina como a ptose palpebral, acinesia,
diarréia, bradicardia e hipotermia sdo prontamente observados e
revertidos pelos antidepressivos triciclicos e inibidores da enzima

monoamina oxidase (Bourin et al., 1983). No presente estudo, o
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modelo de depressao farmacoldgica que utiliza a reserpina (10 mg/Kg,
i.p.) foi realizado. Nele, o pré-tratamento com reserpina provocou a
reducao dos parametros comportamentais estudados no campo aberto
(numero de cruzamentos, de grooming e de rearing), demonstrando o
efeito acinético da droga, como descrito no paragrafo anterior. O efeito
observado anteriormente resultou possivelmente da deplecdo dos
estoques neuronais de noradrenalina, dopamina e serotonina
(Goodwin et al, 1971). O tratamento com a piplartina (100 mg/Kg, i.p.),
entretanto, aumentou o numero de cruzamentos e o numero de rearing
dos animais pré-tratados com reserpina; o mesmo foi observado nos
animais tratados com os antidepressivos imipramina e paroxetina.
Este resultado sugere que o possivel efeito antidepressivo da
piplartina seja consequente do aumento de noradrenalina e dopamina,
induzido pela droga, como foi observado nos homogenatos de corpo
estriado dos animais tratados com piplartina (100 mg/Kg, i.p.),
analisados através da técnica da cromatografia liquida de alta
eficiéncia — CLAE.

Durante as décadas de 60 e 70 houve o desenvolvimento de
outros modelos animais para o estudo da depressédo. Esses modelos
tinham como caracteristica o fato de o comportamento ser induzido
independentemente de manipulagbes farmacoldgicas. Esses modelos
utilizavam o estresse como um importante fator de risco para o
desenvolvimento da depressdao (Hammen, 2005; Nemeroff et al.,
2005). Dessa forma, o modelo do desespero aprendido foi proposto e
desenvolvido. Nele, um animal é exposto a um estimulo aversivo,
como um choque elétrico, do qual ndo possa escapar, hem controlar.
Este procedimento resulta déficits motivacionais de longa duragéo,
revertidos com o tratamento com farmacos antidepressivos, como a

imipramina (McArthur et al., 2006). O teste do nado forgado, também
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chamado de desespero comportamental ou teste de Porsolt, foi
inicialmente proposto como uma variagdo mais simples do desespero
aprendido, e é possivelmente o teste mais amplamente usado para o
screening de novos compostos com potencial efeito antidepressivo
(Cryan et al., 2005).

Este teste também foi realizado no presente estudo. Nele, um
animal é previamente forcado a nadar em um espacgo confinado. Como
consequéncia, ele se torna imével apés uma fase de extenso nado e
tentativas de escape (Porsolt et al., 1977). As drogas antidepressivas
triciclicas e atipicas reduzem o tempo de imobilidade quando o roedor
€ recolocado no cilindro com agua, 24 horas apos o experimento inicial
(Porsolt et al., 1978). Os animais do grupo controle apresentaram o
referido  comportamento; a administracdo dos antidepressivos
imipramina (30 mg/Kg, i.p.) e paroxetina (10 mg/Kg, i.p.) reduziram o
tempo de imobilidade do animal; da mesma maneira, a piplartina (50 e
100 mg/Kg, i.p.) também reduziu o tempo de imobilidade dos animais
no cilindro com agua. Este efeito reforca a hipotese de que a piplartina
apresenta uma importante acdo antidepressiva, observada
inicialmente no modelo da acinesia induzida por reserpina. No intuito
de confirmar essa hipotese e tracar o possivel mecanismo de agao
antidepressiva da piplartina, a mesma, em uma dose mais baixa (20
mg/Kg, i.p.), foi administrada em camundongos, associada a
imipramina (6 mg/Kg, i.p.) ou paroxetina (1 mg/Kg, i.p.). a primeira
associacao mostrou um efeito antidepressivo equevalente a
imipramina (30 mg/kg, i.p.) e a piplartina (100 mg/Kg, i.p.),
isoladamente. O mesmo efeito, entretanto, ndo foi observada na
associagao entre a piplartina (20 mg/Kg, i.p.) e a paroxetina (10
mg/Kg, i.p.). Isto indica, portanto, que a piplartina tenha um

mecanismo de agcdo semelhante aquele observado com a imipramina,
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isto &, atua inibindo a recaptagdo de monoaminas nas fendas

sinapticas.

O desenvolvimento dos antidepressivos inibidores da recaptacao
da serotonina (5-HT), para o tratamento da depress&o, ocorreu em
resposta a descoberta da importancia da serotonina na fisiopatologia
da depressdao, bem como pela busca de uma nova classe de
antidepressivos mais segura que os triciclicos e os inibidores da
monoamina oxidase. Todos os inibidores da recaptacédo da serotonina
aumentam a concentragao sinaptica da serotonina, ao inibirem a sua
recaptacao para o interior do neurbénio pré-sinaptico (Liebelt, 2008).
Este mecanismo de acdo, entretanto, parece néo estar relacionado a
acao antidepressiva da piplartina, visto que a associagao da piplartina
(20 mg/Kg, i.p.) e paroxetina (1 mg/Kg, i.p.), em doses sub-
terapéuticas, ndo apresentou qualquer efeito sobre o comportamento
dos camundongos submetidos ao teste do nado forcado; em adicéo, o
tratamento com a piplartina (100 mg/Kg, i.p.) reduziu a concentracéo
de serotonina (5-HT) e aumentou a concentragao do metabdlito acido
5-hidroxiindolacético (5-HIAA) no corpo estriado dos camundongos
(como foi visto pela técnica da cromatografia liquida de alta eficiéncia
— CLAE). O conjunto desses achados sugere, portanto, que a agéao da
piplartina seja decorrente da sua interagcdo com outro sistema de

neurotransmisores, que nao o sistema serotonérgico.

Os antidepressivos triciclicos, como a imipramina, juntamente
com os inibidores da monoamina oxidase, constituem os primeiros
farmacos usados no tratamento da depressdo, representando a
geragao mais antiga dessas drogas (Sarko et al., 2000). Hafliger e
Schindler no final da década de 1940 sintetizaram uma série de mais

de 40 compostos derivados iminodibenzil; um destes compostos era a
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imipramina, um composto dibenzazepinico. Durante alguns estudos
clinicos, observou-se que a imipramina foi relativamente ineficaz em
reduzir a agitagcéo e inquietude nos pacientes psicoticos, porém teve
uma acdo marcante em pacientes depressivos. Desde entio,
evidéncias acumuladas demonstram sua eficacia no tratamento da
depressdo maior (Thase et al., 2000). E bem estabelecido que a
imipramina e outros antidepressivos triciclicos relacionados
potencializam a agdo de aminas biogénicas através do bloqueio de
sua inativagao fisioldgica, transporte e recaptacédo, nas terminagdes
nervosas (Barbaccia et al., 1983). E possivel que a piplartina exerca
seu efeito antidepressivo nesse nivel, em fungdo de a droga aumentar
a concentracdo de noradrenalina e dopamina no corpo estriado dos
animais (como foi visto pela técnica da cromatografia liquida de alta
eficiéncia — CLAE) e assim, reverter o efeito depletor da reserpina
sobre essas catecolaminas; além disso, a associagao da piplartina (20
mg/Kg, i.p.) e imipramina (6 mg/Kg, i.p.), em doses sub-terapéuticas,
mostrou que o efeito antidepressivo de ambas as drogas foi
potencializado, sugerindo que os dois compostos parecem ter o
mesmo efeito sobre o sistema de recaptacdo de monoaminas no
terminal neuronal. Em adi¢cdo aos seus efeitos inibitdrios sobre os
transportadores monoaminérgicos, a imipramina interage também com
receptors alfa-adrenérgicos. Os receptores a2 incluem autoreceptores
pré-sinapticos que limitam a atividade neurofisioldgica de neurénios
noradrenérgicos ascendentes do locus coeruleus (Foote et al., 1994).
Este efeito, também, pode estar envolvido na acao antidepressiva da
piplartina, ja que sua agao farmacoldgica tem se mostrado ser

semelhante aquela observada com a imipramina.

Uma vez que a piplartina tem apresentado algumas acobes

semelhantes a imipramina, foi questionado se a mesma apresentaria,
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também, os efeitos colaterais freqientemente associados aos
antidepressivos triciclicos. Um destes efeitos € a convulsdo. Alguns
estudos tém demonstrado que altas doses de imipramina tem
atividade epileptogénica em animais e em seres humanos (Koella et
al., 1979; Krijzer et al., 1984; Roseinstein et al., 1993), mas o exato
mecanismo das convulsdes observadas com a imipramina ainda nao
€ compreendido (Ago et al., 2006). Uma vez que o rendimento obtido
com o isolamento da piplartina € baixo e isso impossibilitou o uso de
doses mais elevadas desse composto para avaliar seu potencial
convulsivante, a piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) foi testada no modelo
que utiliza o pentilenotetrazol (PTZ) como agente indutor de
convulsdes. Inicialmente, os animais pré-tratados com a piplartina (50
e 100 mg/Kg, i.p.) e subsequentemente tratados com PTZ (80 mg/Kg,
i.p.) apresentaram uma reducado significativa do tempo de morte em
relacdo ao grupo tratado apenas com o pentilenotetrazol. Este efeito
sugere que a piplartina apresenta um potencial pro-convulsimante
como o da imipramina. Para testar esta hipotese, foi utilizada uma
dose menor de PTZ (40 mg/Kg, i.p.) isoladamente e associada a
piplartina (100 mg/Kg, i.p.) ou imipramina (30 mg/Kg, i.p.). Como
resultado dessas associacdes, foi observado que as mesmas
reduziram a laténcia da primeira convulsdo em relagdo ao grupo
tratado apenas com PTZ (40 mg/Kg, i.p.), mostrando que a piplartina,
nas doses estudadas, e a imipramina parecem compartilhar nao
apenas de suas propriedades antidepressivas, mas também de um
efeito téxico, a convulsdo. Contrariamente, doses menores de
piplartina (10 e 20 mg/Kg, i.p) mostraram efeito protetor sobre as
convulsdes induzidas por PTZ (dados ndao mostrados). Este efeito
bifasico parece ocorrer como o resultado do aumento de monoaminas
que se observa com a administragdo desses compostos em doses

elevadas. Estes achados sao corroborados pelo trabalho de Shouse et
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al. (2001), ao mostrarem que o aumento de noradrenalina e
serotonina, mas n&o de dopamina, estaria associado a alteragdes no
eletroencefalograma, a descargas neuronais intermitentes na amigdala
e/ou locus coeruleus e, até mesmo, a sua generalizagao por todo o
cortex cerebral. Ago et al. (2006) reforgam que a imipramina esta
envolvida na geragao de convulsdes devido as suas propriedades
sobre a neurotransmissdao monoaminérgiga e, além disso, devido ao
bloqueio que essa droga causa sobre os receptores H1. Os autores

descartam, ainda, o envolvimento do sistema colinérgico neste caso.

Esta ultima observagao também foi comprovada no presente
trabalho, ao se estudar o efeito da piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.)
sobre as convulsdes induzidas por pilocarpina (350 mg/Kg, i.p. — um
agonista colinérgico muscarinico). Este € um dos modelos mais
importantes de epilepsia do lobo temporal (Turski et al., 1989;
Cavalheiro et al., 2006) e nele, a piplartina ndo apresentou qualquer
efeito,b uma vez que a droga n&o alterou os parametros
comportamentais (laténcia da primeira convulsdo e tempo de morte)
observados no teste. Este efeito, entretanto, contradiz Liebelt (2008) e
Sarko (2000), ao afirmarem que os compostos triciclicos apresentam
propriedades antimuscarinicas (boca seca, visdo turva, constipagao,
retencdo urinaria, taquicardia sinusal e déficit cognitivo) como efeito

colateral comum, nas dosagens terapéuticas.

Para confirmar esse primeiro achado, foram feitas outras
investigagdes sobre os efeitos da piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.) no
sistema colinérgico, baseado em evidéncias clinicas e experimentais
que tém dado suporte para a hipétese de que o sistema colinérgico no
cérebro esta envolvido em processos mnemdnicos (Gallagher et al,

1995). Para tanto, foi testado o efeito da piplartina (50 e 100 mg/Kg,
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i.p.) sobre e memoédria de camundongos submetidos ao teste da
esquiva-passiva. Hasselmo (1995) estudou a influéncia
neuromodulatoria colinérgica sobre o aprendizado e memdéria no
hipocampo e coértex. A acetilcolina é o neurotransmissor responsavel
pela transferéncia de impulsos dos neurdnios colinérgicos de células
nervosas colinoceptivas para células de tecidos inervados (Tucek et
al., 1993). Estudos fisiologicos sobre a acetilcolina indicam que o seu
efeito neuromodulador em nivel celular é diverso, causando facilitagao
sinaptica e supressdo, bem como hiperpolarizagdo direta e

despolarizagao, tudo isto na mesma area cortical (Kimura et al., 1999).

Experimentos comportamentais indicam que a acetilcolina esta
envolvida em uma grande variedade de fungdes cognitivas, tais como
percepcao, atencdo seletiva, aprendizado associativo e memoria
(Hasselmo, 1995). No modelo da esquiva-passiva estudado neste
trabalho, a escopolamina (10 mg/Kg, i.p.), um antagonista dos
receptores muscarinicos, promoveu um déficit cognitivo nos
camundongos (esquiva de 15 minutos), que persistiu por até um dia
apos a aplicagédo da droga (esquiva em 24 horas). Prado-Alcala et al.
(1993) afirmam que em muitos casos, a administracdo central ou
sistémica de drogas anticolinérgicas ou lesdes do sistema colinérgico
causam déficit na memoaria, enquanto que drogas que aumentam a

atividade colinérgica exercem o efeito contrario.

Os antidepressivos, apesar de aliviarem os sintomas da
depressdo, podem também apresentar impactos negativos sobre as
funcdes cognitivas. Déficits na memodria tém sido observados com
varias classes de antidepressivos. Em estudos clinicos, observou-se
que a administracdo de antidepressivos sedativos, com um

componente anticolinérgico marcante, como o0s antidepressivos
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triciclicos, é prejudicial para a memoria (van Laar et al. 2002) e
Zarindast et al. (2003) demonstraram que a administragcdo de
imipramina diminui a consolidacdo da memoria no teste de esquiva
passiva. Contrariamente, a piplartina ndo apresentou qualquer efeito

amnésico nos animais tratados e submetidos ao mesmo teste.

Alteracbes adaptativas tem sido observadas em resposta ao
tratamento com antidepressivos ftriciclicos. Estas incluem alteragao na
sensibilidade de receptores do acido gama-aminobutirico (GABAg) e
possivelmente  receptores  glutamatérgicos = N-metil-D-aspartato
(NMDA), além dos receptores muscarinicos da acetilcolina (Kitamura
et al.,, 1991). Para avaliar a influéncia da piplartina (100 mg/Kg, i.p.)
sobre a densidade dos receptores muscarinicos, foi realizado o ensaio
de binding muscarinico (M1 + M2) no corpo estriado dos animais
tratados. O ensaio confirmou, mais uma vez, que a piplartina nao
apresenta efeito sobre o sistema colinérgico, visto que a densidade
dos receptores muscarinicos (M1 + M2) ndo apresentou diferengas

significativas em relagao ao grupo controle.

Os subtipos de receptores muscarinicos foram identificados
por biologia molecular e estudos farmacologicos e, nos ultimos anos,
foram identificados pelo menos cinco diferentes subtipos de receptores
muscarinicos — M; ao Ms (Caulfield et al., 1998). Os receptores
muscarinicos pertencem a superfamilia dos receptores ligados a
proteina G. Os subtipos M4, M3 e Ms sdo acoplados aos subtipos de
proteina G Ggq11 © Gaiz, levando, por exemplo, a ativacdo da
fosfolipase C (PLC) e fosfolipase D (PLD), enquanto os receptores M,
e M, preferencialmente sdo acoplados as proteinas Go e Gi, levando a
inibicdo da adenilil ciclase (Rumenapp et al., 2001). Os receptores

muscarinicos do tipo M; sdo os mais importantes no SNC; eles
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medeiam a ativacdo da MAP quinase, um processo essencial para a
plasticidade sinaptica (Hamilton et al., 2001). O receptor M, cerebral,
por sua vez, contribui para a antinocicepcao centralmente mediada e
animais knockout para receptor M, mostram inibigdo nos tremores e
atenuam a hipotermia induzidos por agonistas colinérgicos (Gomeza et
al., 1999).

A oxotremorina é uma droga agonista dos receptores
muscarinicos e sua atividade tremorigénica parece ser mediada
principalmente através da estimulagdo central do sistema colinérgico
(Bebbington et al., 1966). Esta droga foi utilizada como outra
ferramenta para avalir o efeito da piplartina (50 e 100 mg/Kg, i.p.)
sobre o sistema colinérgico. Neste teste, entretanto, a piplartina
apresentou uma fraca atividade anticolinérgica muscarinica, ao
diminuir a intensidade dos tremores induzidos pela oxotremorina (0,5
mg/Kg, i.p.). Este conjunto de resultados vém a confirmar a hipdtese
de que a piplartina parece nao apresentar efeito importante sobre o
sistema colinérgico, de maneira contraria a imipramina. Apesar dessa
diferenca, a agdo minima da piplartina sobre esse sistema de
neurotransmissao, nas doses estudadas, acaba sendo uma vantagem
em relagdo ao antidepressivo ftriciclico, visto que os efeitos
antimuscarinicos desses compostos sdo os responsaveis, em parte,
pelos efeitos colaterais comumente observados nesta classe de

drogas.

Ja foi observado que a exposicdo crbnica ao estresse pode
induzir severas desordens psiquiatricas, incluindo a depressao (De
Kloet et al., 2005). Alteragbes bioldgicas oxidativas estdo sendo
grandemente reconhecidas como uma rota critica para danos que

geram a fisiopatologia das desordens psiquiatricas induzidas pelo
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estresse (Berk, 2007). O aumento do estresse oxidativo ocorre na
depressdo maior, evidenciado pela diminuicdo das defesas anti-
oxidantes plasmaticas em conjunto com o aumento da peroxidacéo
lipidica nesses pacientes (Ozcan et al, 2004). Nas desordens
psiquiatricas relacionadas ao estresse, o0 estresse oxidativo
desencadeia ou exacerba varias rotas de dano, como a disfungao
mitocondrial, desregulagdo da homeostase do calcio, alteragdo de
rotas energéticas, dano a precursores neuronais, inibicdo da
neurogénese e inducao de eventos sinalizadores da apoptose (Cregan
et al., 2002).

Devido a associacao existente entre o estresse oxidativo e a
fisiopatologia da depressdo, o papel anti-oxidantes nas agdes
terapéuticas dos antidepressivos tem sido relativamente compreendido
(Diamond et al, 1997). Algumas drogas antidepressivas tém mostrado
um aumento na expressdo de genes da atividade de importantes
enzimas anti-oxidantes, como a superéxido dismutase (SOD) (Kolla et
al, 2005). Ja foi observado também que a fluoxetina pode reverter e
prevenir o dano oxidativo observado no estresse psicologico induzido,
como foi evidenciado pela elevacédo néo sé da atividade da SOD, mas
também pela ativacdo de uma série de componentes chave do sistema
anti-oxidante endégeno (Zafir et al.,, 2007). Zafir et al. (2009)
observaram que a administracdo de drogas antidepressivas e, dentre
elas, a imipramina, reduziu a atividade das enzimas superéxido
dismutase, catalase, glutationa S-transferase, glutationa redutase,
glutationa e a concentragdo de malonaldeido e proteinas carboniladas
no tecido cerebral de animais submetidos ao estresse cronico. Esses
achados incentivaram o estudo do potencial efeito anti-oxidante da

piplartina, avaliado em trés metodologias distintas.
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A primeira metodologia avaliou o efeito anti-oxidante in vitro da
piplartina (0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 5 e 50 pg/mL) e vitamina E (75 pg/mL)
frente ao DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), um radical livre usado para
avaliar a capacidade sequestradora de radicais de compostos com
potencial efeito anti-oxidante (Blois, 1958). Os radicais livres sao
moléculas altamente reativas formadas a partir de transferéncias de
elétrons, podem reagir e formar uma outra série de espécies reativas,
como as espécies reativas do oxigénio (ROS) e se néo neutralizadas
podem levar ao estresse oxidativo, exacerbar a inflamagao e promover
dano tecidual. Os radicais livres incluem as espécies reativas do
oxigénio (EROs) como o superoxido (O,7), o radical hidroxila (OH),
radical peréxido (ROQO'), o peroxido de hidrogénio (H,O,), bem como
as espécies reativas do nitrogénio (RNS), como o 6xido nitrico (NO) e
o peroxinitrito (ONOQ') e espécies reativas do cloro (RCS) como o
acido hipocloroso (HOCI) (Mosley et al., 2006). Neste ensaio a
piplartina n&o apresentou efeito anti-oxidante, visto que a
concentracdo de DPPH no meio reacional ndo se modificou na
presencga da alcamida. Huang et al. (2005) afirmam que o DPPH & um
radical nitrogenado estavel de vida longa e que muitos compostos com
atividade anti-oxidante que reagem rapidamente com radicais de vida
transitéria, como o radical peroxil, podem reagir lentamente ou serem
inertes frente ao DPPH. Isto pode explicar o fato de a piplartina nao ter

apresentado efeito anti-oxidante no teste.

Em fungdo desses achados, o potencial efeito anti-oxidante da
piplartina (25, 50 e 100 pg/mL) foi avaliado sobre a peroxidagéo
lipidica gerada em homogenatos de tecido cerebral submetidos ao
choque térmico. A peroxidacgao lipidica € um processo extremamente
complexo e lesivo, caracterizado pela quebra dos lipidios das

membranas celulares e a formagéo do radical peroxil (LOO®). Uma vez
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iniciado, este processo pode ser propagado, ja que o radical peroxil
formado pode reiniciar o processo, que pode ocorrer indefinidamente
(Ferreira et al.,, 1997). A concentracdo das substancias reativas do
acido tiobarbiturico e de nitrito foram os parametros de avaliacdo de
atividade anti-oxidante usados nesse teste. Foi observado que a
piplartina diminuiu a concentragao dos dois parametros bioquimicos,
revelando, portanto, sua atividade anti-oxidante apenas em
concentragdes baixas. Esta observagao é corroborada por Liu et al.
(2000) ao afirmarem que uma série de compostos fitoquimicos, tais
como vitaminas, carotendides, terpendides, flavondides, lignanos,

fendis e alcalbdides exibem propriedades anti-oxidantes.

Por ultimo foi avaliado o efeito anti-oxidante da piplartina (1, 5,
50 e 100 pg/mL) isoladamente ou associada a neurotoxina 6-OHDA
(10 pg/mL), sobre a viabilidade de células mesencefalicas de embrides
de ratas, cultivadas in vitro. A 6-OHDA destré6i os neurbnios
dopaminérgicos e esta agdo parece ocorrer a partir da geragdo de
peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila, presumivelmente iniciada
por um metal de transicdo como o ferro. Assim, estudos recentes tém
sugerido o envolvimento de mecanismos de estresse oxidativo que
facilitam a conversdo da 6-OHDA em uma quinona, com a formacao
de peroxido de hidrogénio, que inicia uma via de sinalizagao para a

morte celular (Del Rio et al., 2000).

A determinagdo da atividade das enzimas mitocondriais pode
ser utilizada como ferramenta para se determinar a viabilidade celular.
Dentre elas, a medicado da clivagem do sal de tetrazdlium (MTT) pelas
desidrogenases mitocondriais, formando um precipitando insoluvel de
formazan, é um 6timo protocolo para avaliar o efeito de compostos

neuroprotetores (Guangjung et al.,, 2002). Os sais de tetrazolio
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atravessam a membrana celular e no citoplasma aceitam elétrons a
partir de substratos oxidados, ou de determinadas enzimas, sendo
particularmente reduzidos como resultado da atividade da enzima
mitocondrial succinato desidrogenase. Esta reacdo converte os sais de
MTT de cor amarela em cristais de formazan de cor violeta que se
acumulam em endossomas e sao posteriormente transportados para a
superficie celular através de um processo de exocitose (Supino, 1995;
Liu, 1999).

Os resultados da cultura de células mesencefalicas mostraram
que a piplartina, isoladamente, nas concentragdes de 25 e 50 pg/mL
ndo diminuiu a viabilidade celular, diferentemente da 6-OHDA e de sua
concentragao de 100 pg/mL, que diminuiu a concentracdo de MTT nas
células, indicando que, nesta concentracdo, a piplartina apresenta
toxicidade para as células cultivadas in vitro. Quando associada a
neurotoxina 6-OHDA (10 ug/mL), a piplartina, nas concentracdes de 25
e 50 pg/mL, apresentou um efeito neuroprotetor celular devido,
possivelmente, ao seu efeito anti-oxidante ja descrito nos paragrafos
anteriores. A concentragao de 100 ug/mL, no entanto, ndo foi capaz de
reverter a neurotoxicidade celular induzida pela 6-OHDA (10 pg/mL),
confirmando a hipotese de que, nesta concentragcdo, a alcamida é
téxica, além de apresentar efeitos bifasicos, que ocorrem de acordo

com a faixa de concentragao utilizada.
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Através da analise e da discusséo dos resultados apresentados

nos capitulos anteriores, pode-se concluir que a piplartina:

e Aumentou o numero de grooming e o numero de rearing, mas
nao o numero de cruzamentos de camundongos no campo
aberto, sugerindo que o efeito esta relacionado ao aumento

de dopamina no corpo estriado;

¢ Reverteu a catalepsia induzida por haloperidol através da sua
possivel interagdo com os receptores dopaminérgicos e/ou

através do aumento de dopamina no corpo estriado;

e Apresentou efeito ansiolitico no labirinto em cruz elevado,
revertido pelo flumazenil, o que sugere a participagdo do

receptor GABA,, além da auséncia de efeito miorrelaxante;

e Diminuiu a duragdo do sono barbiturico e aumentou a
duragdo do sono etéreo, sugerindo que a droga interfere no

metabolismo hepatico do tiopental,

e Reverteu a acinesia induzida por reserpina, o que indica um
efeito antidepressivo possivelmente relacionado ao aumento

da noradrenalina no corpo estriado;
e Reduziu o tempo de imobilidade no nado forgado, efeito
potencializado pela imipramina, sugerindo uma agao

semelhante aquela dos antidepressivos triciclicos;

e Semelhantemente a imipramina, apresentou uma acgao proé-

convulsivante, ao potencializar o efeito do pentilenotetrazol;
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Diminuiu a concentragao de serotonina no corpo estriado e a
associagao com paroxetina ndo reduziu tempo de imobilidade
no nado forgado, sugerindo que o efeito antidepressivo nao

envolve o sistema serotonérgico;

Apresentou discreta acdo antimuscarinica, pois reverteu os

tremores induzidos por oxotremorina;

Nao apresentou efeito sobre as convulsdes induzidas por
pilocarpina, ndo produziu déficit cognitivo em camundongos
submetidos a esquiva-passiva, nem alterou a densidade dos

receptores muscarinicos no corpo estriado;

Aumentou NA, HVA, DA, DOPAC e 5-HIAA e reduziu 5-HT
no CE, |justificando os efeitos comportamentais ja

observados;
E destituida de acao antioxidante frente ao radical DPPH,
mas reduziu TBARS e nitrito, gerados em um processo

oxidativo;

Em baixas concentragdes, apresentou efeito neuroprotetor,

em células expostas a acao da 6-OHDA,;

Na concentracdo de 100 ug/mL, mostrou-se citotdxica,

diminuindo a viabilidade celular.
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Em suma, a piplartina apresentou efeitos comportamentais
(bifasicos), resultantes da interacdo com  sistemas de
neurotransmissédo e eventos bioquimicos celulares, interferindo assim
com sistemas GABAérgico, noradrenérgico, dopaminérgico e agindo
como droga ansiolitica e antidepressiva, sendo dotada também de

efeito anti-oxidante e neuroprotetor.
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