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RESUMO

A Riparina I ¢ uma alcamida isolada do fruto ndo maduro da Aniba riparia. Estudos prévios
demonstraram que dois de seus analogos estruturais, as Riparinas II e III, desencadeiam agdes
ansioliticas e antidepressivas em modelos animais classicos. A fim de contribuir com a busca por
melhores alternativas terap€uticas para os tratamentos da ansiedade, depressdo e convulsdo em
humanos, investigou-se os efeitos centrais da Riparina [ em camundongos. Para tanto, utilizou-se
modelos cldssicos de triagem de agentes sedativo/hipnéticos, antidepressivos e
anticonvulsivantes: Campo Aberto (CA), Rota Rod (RR), Labirinto em Cruz Elevado (LCE),
Placa Perfurada(PP), Suspensao da Cauda (SC), Nado For¢cado (NF), Tempo de Sono induzido
por Pentobarbital (TSP) e Convulsdo induzida por Pentilenotetrazol (CP). Para estes testes, os
animais receberam administra¢do aguda de Riparina I, doses 25 ou 50 mg/kg, por vias oral ou
intraperitoneal. Demonstrou-se que a administracdo da substancia teste nas doses de 25 e 50
mg/kg produziu um efeito ansiolitico, anticonvulsivante e potencializador do tempo de sono
barbiturico e que nestas mesmas doses ndo apresentou efeito estimulante motor ou relaxante
muscular. Além disso, a Riparina I causou um efeito antidepressivo em dois modelos animais
classicos preditivos de propriedades antidepressivas (TSC e TNF), ndo relacionado a um efeito
psicoestimulante, e que parece ser mediado, pelo menos em parte, por uma interagdo com 0s
sistemas dopaminérgico (receptores D; e D,), noradrenérgico (receptores o; € o) €
serotoninérgico (receptores 5-HTanc). Esse estudo fornece evidéncias experimentais e abre
perspectivas para estudos posteriores que podem culminar com uma futura utilizagao terapéutica
da Riparina I no tratamento da depressdo, ansiedade, insonia e convulsdo. Entretanto, estudos
posteriores mais aprofundados far-se-do necessarios para confirmar os mecanismos envolvidos

nos efeitos apresentados.

Palavras-chave: 1. Lauraceae. 2. Ansioliticos. 3. Depressao. 4. Ansiedade.



ABSTRACT

Riparin I is an alkamide isolated from green fruit of Aniba riparia. Previous studies have shown
that two of its structural analogs, the Riparins II and III, they trigger anxiolytic and antidepressant
actions in animal classics models. In order to contribute to the search for better therapeutic
alternatives for the treatment of anxiety, depression and convulsion in humans, we investigated
the central effects of Riparin I in mice. Therefore, we used classical models of screening
sedative / hypnotics, antidepressants and anticonvulsants drugs: Open Field (OP), Rota Rod (RR),
Elevated Plus Maze (EPM), Perforated Plate (PP), Tail Suspension (TS), Forced Swim (FS),
pentobarbital-induced sleep time (PST) and pentylenetetrazol-induced convulsion (PC). For
these tests, the animals received acute administration of Riparin I, doses 25 and 50 mg / kg, by
oral or intraperitoneal administration. It has been shown that the administration of the test
substance in doses of 25 and 50 mg/kg produced anxiolytic and anticonvulsant effects and it
potentiated barbiturate-induced sleep time and that these same doses didn't cause motor effect.
Furthermore, Riparin I caused an antidepressant effect in two predictive classical animal models
of antidepressant properties (TS and FS) which seems to be mediated, at least in part , by an
interaction with the dopaminergic (D; and D, receptors), noradrenergic (a; and o, receptors) and
serotonin (receptors 5-HTzanc) systems. This study provides experimental evidence and opens
perspectives for further studies that may lead to future therapeutic use of Riparin I in the
treatment of depression, anxiety, insomnia and seizures. However, further studies far more depth

will be needed to confirm the mechanisms involved in the effects reported.

Keywords: Lauraceae. Anxiolytic. Anxiety. Depression.
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1 INTRODUCAO

1.1 O poder terapéutico dos produtos naturais

Desde o surgimento da medicina, compostos derivados de animais, plantas e
microorganismos (produtos naturais) tém sido utilizados como agentes terapéuticos. Antes dos
anos 1800, os principios ativos de grande parte dos medicamentos, em geral a base de plantas,
eram desconhecidos. Até que em 1817, Friedrich Sertiirner isolou o primeiro composto puro e
farmacologicamente ativo, a morfina, a partir de uma planta, a Papaver somniferum e, com o
sucesso terapéutico do novo farmaco, aumentou o interesse da comunidade cientifica sobre o
poder terapéutico das plantas (NEWMAN; CRAGG, 2010).

A pesquisa farmacéutica expandiu-se ainda mais apds a Segunda Guerra Mundial, com
um maior numero de pesquisas com microorganismos por causa da descoberta da penicilina. A
investigacao dos produtos naturais como fonte de novos farmacos atingiu o seu auge na industria
farmacéutica ocidental durante o periodo de 1970-1980 (NEWMAN et al., 2003). Em 1990, cerca
de 80% dos medicamentos eram produtos naturais ou analogos inspirado neles, mas esse
percentual caiu ao longo dos anos, e em 2009 cerca de 40% dos agentes terap€uticos eram
derivados de fontes biologicas (LI; VEDERAS, 2009).

Os desafios para a descoberta de drogas a partir de fontes naturais podem estar
relacionados a dificuldade de acesso as espécies, as dificuldades de se examinar o material, ao
tempo e investimento que demanda o processo e as limitagdes de técnicas na identificagdo de
novos compostos com atividade desejavel. No entanto, o acompanhamento do declinio no
nimero de candidatos a novos medicamentos reacendeu o interesse na busca por agentes
relacionados aos produtos naturais (LI; VEDERAS, 2009).

A andlise dos produtos naturais revela uma consideravel diversidade em termos de
estrutura e propriedades fisico-quimicas e biologicas. Esta diversidade permite as “moléculas da
natureza” atingir um nimero quase ilimitado de macromoléculas bioldgicas, muitas vezes de
forma altamente seletiva. Com relacdo a isso, tem-se acreditado que em comparagdo aos
sintéticos, 0s compostos naturais tendem a ser muito superiores em termos de diversidade,
eficiéncia e especificidade de ligacdo e propensdo para interagir com alvos bioldgicos

(CARLSON, 2010).
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Essas caracteristicas despertam o interesse sobre a possibilidade da utilizacdo de
produtos naturais em estudos que vao além da identificagdo de potenciais agentes terapéuticos, €
que estdo relacionados a exploragdo e entendimento dos sistemas biologicos e aplicagdes na
tecnologia farmacéutica (PUCHEAULT, 2008).

Certamente novos conhecimentos e novas necessidades encontrardo no reino vegetal
solucdes através da descoberta e desenvolvimento de novas moléculas com atividade terapéutica
(MELO, 20006) e, diante da vasta quantidade e variedade de espécies, ha muito a ser investigado.
O numero de espécies de plantas superiores ¢ estimado entre 300.000 e 400.000, no total, e destas
menos de 15% foram quimicamente investigadas e analisadas em termos de bioatividade

(BEUTLER et al., 2009).

1.2 A Familia Lauraceae

As espécies vegetais da familia Lauraceae sdo arvores ou arbustos encontrados em
florestas tropicais e subtropicais , sendo comuns na América ¢ na Australia. No total, estdo
catalogadas 2.500 espécies relacionadas a 50 géneros (WERFF; RICHTER, 1996). No Brasil,
ocorrem 19 géneros e cerca de 390 espécies que habitam, em sua maior parte, as florestas

pluviais e também as restingas e os cerrados (BARROSO, 1978).

Os principais géneros incluem Aniba (40 spp.), Ocotea (300-400 spp.), Persea (150
spp.), Cinnamomum (250 spp.), Litsea (400 spp.), Neolitsea (80 spp.), Lindera (100 spp.), Laurus
(2 spp.) e Cryptocarya (200-250 spp.). Algumas espécies sdo utilizadas pelas industrias para a
fabricacdo de diversos produtos, porém, a maioria das espécies tem seu uso restrito as
comunidades tradicionais que det€ém o conhecimento empirico da utilizagdo dessas plantas

(MARQUES, 2001).

A familia Lauraceae destaca-se entre as demais familias por sua importancia econdmica.
Algumas espécies sdo usadas na culinaria (Persea americana, P. gratissima, Laurus nobilis), na
marcenaria (O. organensis, Aniba firmula, A. terminalis), na construgdo civil (Ocotea acutifolia,
O. acyphylla, O. catharinensis), na fabricacdo de papel (Ocotea puberula, O. elegans), na
industria de perfumaria, na industria quimica (4. roseadora, A. carnellita, A. parviflora) e, ainda,
na medicina popular (Ocotea aciphylla, O. spectabilis, O. pulchella, O. teleiandra, Laurus

nobilis e Aniba riparia) (MARQUES, 2001). Essa importancia econdmica que a familia
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Lauraceae apresenta e a inexisténcia de programas efetivos de manejo florestal sdo alguns dos

fatores que colocam em risco de extingdo a maior parte de suas espécies (ARAUJO, 1994).

1.3 Aniba riparia (Nees) Mez e Riparinas

O género Aniba compreende cerca de 40 espécies de arbustos e arvores de planicie, com
o centro da sua diversidade na Amazonia e nas Guianas, podendo estender-se para os Andes, as

montanhas do norte da Venezuela ¢ leste e sul do Brasil (CASTELO-BRANCO et al., 2000).

2

A espécie Aniba riparia (Nees) Mez , popularmente denominada “louro”, “louro-faia’
ou “pau-rosa” (MARQUES, 2001), apresenta folhas cartidceas, foscas em ambas as faces,
reticulagdo aureolada, ramos de 3 mm de espessura, marrons e lenticelados, peciolo canaliculado,

engrossado na base e gema terminal menor que 4 mm (VICENTINI et al., 1999) (Figura 1).
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Figura 1 — Aniba riparia (Nees) Mez

Fonte: http://www.bio.uu.nl/~herba/Guyana/VTGG/Lauraceae/Aniba/slides/Aniba%?20ripa ria
%201 .html.

Através da analise quimica das cascas do caule da Aniba riparia detectou-se a presenga
de alguns flavondides, benzilbenzoatos e benzaldeidos (FERNANDES et al., 1978; FRANCA et
al., 1976). Além disso, Barbosa-Filho e colaboradores (1987), constataram no fruto verde da
planta a presenga de uma grande variedade de substancias, cujas principais sdo neoglicanas,
benzilbenzoatos, feniletilaminas (O-metil-tiramina) e alguns alcaldides, mais especificamente
alcamidas (feniletilamidas de 4cido benzoico).

As alcamidas naturais constituem uma classe especial de alcaldides contendo uma

fun¢do amida restrita a poucos representantes na natureza (CATAO et al., 2005). Do ponto de
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vista biogénico, as alcamidas representam uma classe distinta de produtos naturais que se forma
ao serem conjugadas nas diferentes rotas metabolicas, sendo, portanto, metabolitos secundarios,
cuja estrutura geral se origina da condensa¢cdo de um 4cido graxo insaturado e uma amina,
formando assim, uma amida (alcamida) (HOFER et al., 1986).

O grupo funcional amida encontra-se em todos os organismos vivos constituindo as
unides peptidicas, isto €, uma unido entre os aminoacidos para a formacao da estrutura primaria
de uma proteina, base funcional da vida. As amidas como produtos naturais, por outro lado, ndo
sdo tdo abundantes. No entanto, as alcamidas sdo consideradas compostos bioativos, isto ¢, uma
pequena quantidade desses compostos apresenta uma resposta notavel nas células receptoras
(TORRES; CHAVEZ, 2001).

As alcamidas podem ser formadas a partir de feniletilaminas naturais, como a tiramina e
a dopamina, com 4&cidos organicos. A tiramina tem sido freqlientemente encontrada em
conjugados formando alcamidas em algumas plantas, como por exemplo, na forma de N-trans-
coumaroil-tiramina na espécie Piper sanctum (MATA et al., 2004), na forma de N-feruroil-
tiramina na Piper argyrophylum (SINGH et al., 1996) e na forma de N-benzoil-tiramina na Aniba
riparia (BARBOSA-FILHO et al., 1987), além de seus andlogos.

A partir do fruto ndo maduro da planta Aniba riparia foram isoladas algumas alcamidas,
tais como o éter metilico de N-benzoil-tiramina (riparina I), assim como alguns de seus analogos
substituidos,  (O-metil)-N-2-hidroxibenzoil-tiramina  (riparina 1) e (O-metil)-N-2,6-
dihidroxibenzoil-tiramina (riparina III), sendo que o principal composto isolado do fruto verde de
Aniba riparia fo1 a alcamida riparina 11, que representou 34% de todos os componentes extraidos
(BARBOSA-FILHO et al., 1987). Essas alcamidas naturais, denominadas riparinas em
homenagem a planta (BARBOSA-FILHO et al., 1997), posteriormente, foram sintetizadas por
Barbosa-Filho et al. (1990). A riparina IV, por sua vez, ¢ uma substancia sintética que possui o

mesmo nucleo das riparinas isoladas da Aniba riparia (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura quimica das riparinas I, I, Il e IV
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Fonte: CASTELO-BRANCO, 1992.

1.4 Potencial Terapéutico das Alcamidas Naturais de Aniba riparia

O uso tradicional da planta Aniba riparia (Nees) Mez ndo se encontra registrado na
literatura. No entanto, alguns efeitos biologicos foram demonstrados por estudos farmacolédgicos
recentes realizados tanto com extrato dos frutos e calices quanto com constituintes isolados, as
riparinas I, II e III, e o analogo sintetizado, a riparina IV, conforme descrito a seguir.

No estudo de Marques (2001), o extrato dos frutos e dos calices persistentes de Aniba
riparia apresentam efeitos antimicrobianos contra Candida albicans, Bacillus cereus, Klebsiela
pneumonie e Staphylococcus aureus. Em outro estudo, as riparinas I e III, individualmente,
mostraram-se eficazes contra cepas de microorganismos multirresistentes de Staphylococcus
aureus e Escherichia coli (CATAO et al., 2005).

Além da agdo antimicrobiana, as riparinas I e III foram capazes de desencadear um
efeito relaxante sobre a musculatura lisa, sendo a III duas vezes mais potente que a [(CASTELO-
BRANCO et al., 2000). Em recentes estudos do nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado
também o efeito antinociceptivo das riparinas I (ARAUJO et al., 2012), Il (CARVALHO, 2011)
e IV (DIAS et al., 2012) em modelos animais.
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A nivel de Sistema nervoso central (SNC), as riparinas II e III foram capazes de
desencadear efeitos ansioliticos e antidepressivos em modelos animais de ansiedade e depressao

(SOUSA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2011; SOUSA et al., 2004; MELO et al., 2011).

1.5 Toxicidade

Estudos de toxicidade aguda evidenciaram que a administragdo das riparinas I, II e III,
por via oral (v.0.), em doses de até 1 g/kg, ndo causam morte de camundongos dentro de um
periodo de 48h. Da mesma forma as administracdes das riparinas I e Il por via intraperitoneal
(i.p.), em doses semelhantes, também nao foram letais. Contudo, a administragdo de riparina III
causa mortes com valor de DL50 de 104,2 mg/kg (CASTELO-BRANCO et al., 2000).

Testes hipocraticos realizados com as trés alcamidas indicaram que nas doses de 500
mg/kg essas substancias ndo provocam alteracdes significantes nas fun¢des centrais, autondmicas

ou musculares (CASTELO-BRANCO et al., 2000).

1.6 Ansiedade

A ansiedade ¢ uma emocao difusa e desagradavel que faz parte da reagcdo de
sobrevivéncia evolutiva de “luta e fuga”, sendo desencadeada em situacdes de ameaca
(KEELEY; STORCH, 2009; STAHL, 2010); o fendmeno ¢ complexo e envolve varias estruturas
do encéfalo. Dentre as estruturas envolvidas, a amigdala representa a estrutura chave do
fenomeno, visto que a hiperatividade dos circuitos ligados a ela determina o surgimento dos
sintomas ansiosos (STAHL, 2010).

As informagdes sensoriais chegam a amigdala através de projecdes aferentes
provenientes do tdlamo, coértex e hipocampo, e nela as informagdes sensoriais sdo processadas em
seus diferentes nucleos, partindo do nucleo lateral para o basolateral até alcangar o ntcleo central,
sua principal via de saida (BRANDAO, 2008).

As eferéncias partem do nucleo central da amigdala em direcdo a diferentes areas
cerebrais responsaveis pela geragdo de respostas fisioldgicas, comportamentais, autondmicas e
hormonais relacionadas a ansiedade (BRANDAO, 2008) (Figura 3). As conexdes entre a

amigdala, o cortex orbitofrontal e o cingulado anterior regulam a resposta emocional (sentimento
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de medo), enquanto que as conexoes entre a amigdala e a area cinzenta pareaquedutal do tronco
cerebral regulam as respostas motoras associadas ao medo que podem ser de luta, fuga ou
congelamento (STAHL, 2010).

As reagdes enddcrinas, por sua vez, (como, por exemplo, a elevacdo dos niveis de
cortisol) sdo devidas as conexdes entre a amigdala e o hipotdlamo, enquanto que o aumento da
frequéncia respiratoria e as respostas autondmicas (como, por exemplo, o aumento da frequéncia
cardiaca e da pressdo arterial) sdo mediadas, respectivamente, por conexdes entre a amigdala e o
nucleo parabraquial no tronco cerebral e entre a amigdala e o locus coeruleus (onde se
concentram corpos celulares noradrenérgicos). Finalmente, a ansiedade pode ser desencadeada

por memorias traumaticas armazenadas no hipocampo e ativadas por suas conexdes com a

amigdala (STAHL, 2010).

Figura 3 - Circuitos neuronais da ansiedade



24

[ Cértex
[ Tétamo
[ Hipotilamo
I Hipocampo
[ Amigdala
B 7ronco encefdlico

Fonte: http://www.inec-usp.org/cursos/cursolll/circuitaria_neuronial ansiedade.htm
Nota: Estimulos aferentes (setas pretas) e eferentes (setas vermelhas) relacionados a amidalas.

A ativagdo excessiva dos circuitos ligados a amigdala pode desencadear a ansiedade
patologica em vdrias circunstancias (BRANDAO, 2008). Sabe-se que as alteragdes nesses
circuitos tém origem neuroquimica, estando associadas com um estado de excessiva
excitabilidade do SNC e/ ou prejuizos dos sistemas GABAérgicos, serotoninérgicos e

noradrenérgicos, entre outros (CALINE; MENDES, 2011) (Figura 4).

Figura 4 - Ansiedade patologica: hiperativagdo de circuitos ligados a amigdala
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Fonte: STAHL, 2010.
Nota: Siglas: CCA: cortex cingulado anterior; COF: cértex orbitofrontal; ACP: area cinzenta
pareaquedutal do tronco cerebral; LC: locus coeruleus;, NPB: nucleo parabraquial.

As respostas psicologicas, comportamentais e fisioldgicas que caracterizam a ansiedade
podem assumir muitas formas como, por exemplo, ansiedade generalizada, sindrome do panico ,
fobias, distirbio de estresse pds-traumdtico e transtorno obsessivo-compulsivo (CALINE;
MENDES, 2011). Embora haja critérios diagndsticos diferentes para os diferentes transtornos
ansiosos, considera-se que todos tenham sintomas superpostos de ansiedade/medo associados
com preocupagdo. Enquanto a ansiedade e os sintomas de medo (por exemplo, fobias e panico)
sdo regulados por um circuito centrado na amigdala, a preocupacido ¢ regulada por uma alga
corticoestriada-talamica-cortical (CSTC) (STAHL, 2010).

Com relagdo a epidemiologia dos transtornos ansiosos, o de ansiedade generalizada ¢ o
mais comum; seguido de fobias especificas, agorafobia, fobia social, transtorno de estresse pos-
traumatico e transtorno obsessivo-compulsivo (KONNOPKA et al., 2009). Nos ultimos anos, tem

sido cada vez mais reconhecida a alta prevaléncia de pelo menos um transtorno ansioso entre a
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populacdo mundial adulta, com uma prevaléncia estimada ao longo da vida e ao longo de 12
meses de 16,6% e 10,6%, respectivamente (SOMERS et al., 2006).

No tocante ao tratamento, a farmacoterapia combinada a psicoterapia sdo formas
efetivas de controle. No caso de transtornos generalizados de ansiedade, fobia social e sindrome
do panico sdo amplamente prescritos os benzodiazepinicos com o intuito de suprimir a
excitabilidade neuronal em areas cerebrais chaves (CALINE; MENDES, 2011).

Os benzodiazepinicos sdo moduladores alostéricos de receptores GABAA e agem
estimulando as ac¢des do acido y-aminobutirico (GABA) na amigdala e no cortex pré-frontal nas
alcas CSTC. O GABA ¢ um dos neurotransmissores-chaves envolvidos na ansiedade e na agao
ansiolitica de muitas drogas usadas para tratar o espectro de transtornos ansiosos. E o principal
neurotransmissor inibitorio no SNC de vertebrados tendo sua a¢ao mediada pelos receptores
GABA,, GABAg e GABA( (STAHL, 2010).

Os receptores GABA 4 s30 canais i6nicos sensiveis a ligantes, com estrutura pentamérica
em cujo centro ha um canal de cloreto. Tipos diferentes de isoformas (subunidades) (.6, Bi-3, Y1-3,
P13, 0, €, T, O13) podem se combinar para formar um receptor deste tipo, portanto ha muitos
subtipos diferentes de receptor GABA A, dependendo das subunidades presentes (ALLEN et al.,
2009).

A atividade do receptor GABA A ¢ mediada por um grande nimero de ligantes quimicos,
que atuam em diferentes sitios do receptor (GALOFRE et al., 2009). Sabe-se que os receptores
GABA . sensiveis aos benzodiazepinicos devem apresentar duas subunidades 3 € a subunidade vy,

ou V3, € duas unidades a, do subtipo a;, 0, ou oz € tém localizagdo pds-sinaptica (STAHL, 2010).

Apos ligar-se a regido entre as subunidade y,5 € o005 0s benzodiazepinicos aumentam a
afinidade entre 0 GABA e seu receptor ¢ medeiam um tipo de inibi¢do no neurdnio pés-sindptico
que ¢ fasica, ocorrendo em surtos de inibicdo desencadeados por concentragdes maximas de
GABA liberado na sinapse. Supostamente a combinagdo de benzodiazepinicos ¢ GABA aumenta

a frequéncia de abertura dos canais de cloro inibitérios (STAHL, 2010) (Figura 5).

Figura 5 - Receptor GABA4
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Fonte: http://www.inec-usp.org/cursos/cursolll/circuitaria_neuronial ansiedade.htm.

Conforme dito anteriormente, nem todos os receptores do tipo GABA, sdo iguais.
Aqueles sensiveis aos benzodiazepinicos com subunidades o; sdo mais importantes para a
regulacao do sono e sao alvos de drogas hipnético-sedativas. Por outro lado, os com subunidades
o> e/ou 03 parecem ser os mais importantes para a regulacdo da ansiedade e sdo os alvos
presumiveis dos ansioliticos benzodiazepinicos. Os benzodiazepinicos disponiveis atualmente,
porém, ndo sdo seletivos para receptores GABA, com subunidades diferentes. Ha, no entanto,
pesquisa continua de drogas seletivas a5 que podem ser utilizadas no tratamento de transtornos
de ansiedade em seres humanos Essas drogas seriam teoricamente ansioliticas sem ser sedativas.
Os agonistas parciais seletivos para subunidades a, ;5 causariam, hipoteticamente, menos euforia,
menos refor¢o e seriam menos passiveis de abuso, causariam menos dependéncia e menos

problemas quanto a interrup¢ao (STAHL, 2010).

1.7 Depressao
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A depressao ¢ uma doenga de curso cronico e recorrente, debilitante e que apresenta uma
alta incidéncia e prevaléncia (GALDINO et al., 2009). Parece ser mais prevalente entre mulheres,
pessoas com baixa escolaridade e economicamente desfavorecidas, e tende a se manifestar
inicialmente entre os 20 e 40 anos, embora também seja possivel a ocorréncia de depressdo na
infancia (MARTIN et al., 2007; LIMA et al., 1999).

Segundo a Organizacdo Mundial de Satde houve um aumento vertiginoso dos casos da
doenga a partir da segunda metade do século XIX. Estima-se que ha no mundo aproximadamente
121 milhdes de portadores do transtorno com perspectivas de incremento deste quantitativo nos
proximos 20 anos (OMS, 2011).

Os sintomas depressivos podem incluir humor deprimido, apatia, alteracdes do apetite,
distarbios do sono, agitagdo ou retardo psicomotor, fadiga, culpa, baixa auto-estima, disfun¢io
executiva e ideacao suicida (STAHL, 2010).

A delimitagdo dos sintomas dentro de um espago de tempo forma os critérios
diagnosticos necessarios para a classificagdo do transtorno depressivo em transtorno depressivo
maior, transtorno depressivo menor, distimia ou depressdo induzida por substancia ou devida a
uma condicao clinica (DSM-1V, 1994).

Ainda com relacdo aos sintomas depressivos, considera-se que cada um deles esta
associado hipoteticamente a deficiéncia do processamento de informagdes em circuitos cerebrais
especificos (Figura 6). O circuito do humor deprimido, por exemplo, envolve uma transmissao
monoaminérgica deficiente a nivel de amigdala e coértex pré-frontal ventromedial, enquanto que o
circuito da baixa auto-estima envolve as mesmas areas cerebrais, mas esta associado

principalmente a uma transmissdo serotoninérgica deficiente (STAHL, 2010) .

Figura 6 - Correspondéncia entre sintomas depressivos e circuitos
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Fonte: STAHL, 2010.

Nota: Siglas: CPF: cortex pré-frontal; PB: prosencéfalo basal; E: estriado; NA: nucleus accumbens; T:
talamo; HP: hipotalamo; H: hipocampo; A: amigdala, ME: medula espinhal e C:cerebelo.

Nos ultimos anos, muito esfor¢o foi direcionado para melhorar o entendimento sobre a
fisiopatologia da doenca. Até o momento, tem-se convic¢ao da participagdo de fatores biologicos,
psicolégicos e sociais no desencadeamento da doenga (ANSSEAU et al., 2009).

Devido a heterogeneidade clinica e etioldgica dos transtornos depressivos, tem sido
dificil elucidar por completo a fisiopatologia da depressdo. As teorias disponiveis sao baseadas
em estudos que investigam o estresse psicossocial e os hormonios do estresse, os
neurotransmissores (serotonina,  noradrenalina, = dopamina, glutamato e acido gama-
aminobutirico (GABA)), os neurocircuitos, os fatores neurotroficos e o ritmo circadiano
(HASLER, 2010).

Considera-se que as teorias da depressao se aplicam aparentemente a apenas alguns tipos

de pacientes deprimidos, mas ndo a outros, e, além disso, tem-se observado que a fisiopatologia
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depressiva pode variar consideravelmente em todo o curso da doenca. Diante dessas evidéncias,
defende-se que nao hé uma hipdtese unificada que explique todos os casos de depressao. Como
consequéncia, os tratamentos antidepressivos, incluindo abordagens psicologicas e biologicas,
devem ser adaptados de acordo com o individuo e o estado de doenga (HASLER, 2010).

Dentre as teorias sobre a etiologia biologica da depressdo, a teoria classica propoe a
hipdtese de que a doenca se deve a deficiéncia dos neurotransmissores monoaminicos:
noradrenalina (NA), dopamina (DA) e serotonina (5-HT). Segundo esse pensamento, o sistema
neutransmissor trimonoaminérgico pode estar disfuncional em diversos circuitos cerebrais, com
diferentes neurotransmissores envolvidos, dependendo do perfil de sintomas do paciente,
podendo provavelmente ser secundaria a um evento primario (STAHL, 2010; HASLER, 2010).

As evidéncias diretas da hipotese monoaminérgica ainda sdo insuficientes. Mas alguns
estudos apresentam como resultado de investigagdo baixos niveis de metabolitos
monoaminérgicos no liquor cefalorraquidiano de pacientes deprimidos. Estes achados estdo em
conformidade com a observagado da efetividade clinica dos antidepressivos que agem aumentando
a sinalizagdo monoaminérgica (NUTT, 2002; LEONARD, 2000).

A teoria classica foi levada a um passo adiante quando formularam a hipotese dos
receptores monoaminérgicos. Esta hipotese sugere que a deplecdo dos neurotransmissores
verificada nos pacientes deprimidos seria responsavel por uma supra-regulacdo compensatoria
dos receptores pos-sinapticos. As evidéncias diretas disso ainda sdo escassas, mas estudos post
mortem mostraram consistentemente o aumento no numero de receptores de serotonina no cortex
pré-frontal de pacientes que cometem suicidio e, além disso, estudos de neuroimagem
identificaram anormalidades nos receptores de serotonina em pacientes deprimidos (STAHL,
2010).

Todos os antidepressivos eficazes reforcam a acdo sindptica de uma ou mais
monoaminas (NA, DA, 5-HT) e, dessa forma, revertem, teoricamente, a supra-regulacao
compensatoria dos receptores ao longo do tempo. Esse fendmeno ¢ mediado provavelmente pelo
processo de sub-regulagdo de genes relacionados com a sintese dos receptores. Vale destacar
ainda que as alteragdes na expressdo génica também podem incluir o aumento de fatores
neurotréficos, como o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), importantes reguladores
da sobrevivéncia, desenvolvimento, funcao e plasticidade neuronal (STAHL, 2010). Diante desse
fato, faremos uma breve revisao da influéncia dos receptores no processo terapéutico focalizando

as vias de sinalizacdo, localizagdo e farmacologia dos diferentes subtipos de receptores.
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1.7.1 Receptores Monoaminérgicos

Os neuronios noradrenérgicos sdao regulados por uma multiplicidade de receptores
classificados como oamic . Oamc, Bi, B2, Bs. Todos eles podem ser pos-sinapticos, mas somente 0s
receptores o, tem localizagdo pré-sindptica e agem como autorreceptores, ou seja, reconhecem a
NA e desativam sua liberagao adicional (STAHL, 2010).

Os adrenoceptores o, € o, (Quadro 1) parecem estar envolvidos com a geragao de
respostas antidepressivas a drogas (KASTER et al, 2007). A administragdo cronica de
antidepressivos e a electroconvulsoterapia aumentam a densidade e atividade funcional de
adrenoceptores o, em estruturas cerebrais de individuos deprimidos, tais como o cortex pré-
frontal e hipocampo (STONE et al., 2003). Além disso, o tratamento cronico com antidepressivos
causa uma regulagdo gradual e para baixo no nimero de autoreceptores o, 0 que parece ser de
extrema importancia terapéutica, tendo em vista que o numero destes receptores estdo elevados

tanto nos pacientes deprimidos quanto naqueles estressados (FLUGGE et al., 2003).

Quadro 1 - Vias de sinalizacdo, localizagcdo e farmacologia de subtipos de receptor NA

Receptor Via de Localizacao Localizacio regional
sinalizacao neuronal
principal
o 11P; e DAG Pos-sinaptico Cortex frontal, Locus coeruleus,
hipocampo.
o AMPc| Pré-sinaptico/ Pos-sinaptico  Cortex frontal, Locus coeruleus,

amigdala, hipocampo, hipotalamo.

Fonte: Adaptado de http://www.acnp.org/g4/GN401000034/CHO034.html.
Nota: AMPc - adenosina 3',5'-monofosfato ciclico ; IP;— trifosfato de inositol; DAG - D-1,2-Diacilglicerol.

Drogas que antagonizem os receptores do tipo o, nos neurdnios noradrenérgico e
serotoninérgico (por exemplo, mirtazapina, risperidona), aumentam a liberacdo de NA e 5-HT,
respectivamente, intensificando essas transmissoes (STAHL, 2010).

Com relagdo a via serotoninérgica, estudos em modelos animais de depressdo oferecem
pistas da participacdo de seus receptores no processo terapéutico. Efeitos antidepressivos

semelhantes aos produzidos pela administracdo de Inibidores Seletivos da Recaptagdo de


http://www.acnp.org/g4/GN401000034/CH034.html
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serotonina (ISRS) tém sido mediado por agonistas dos receptores 5-HTa, 5-HT g, 5-HTsc, 5-HT4
e 5-HTe, e antagonistas de 5-HT,a, 5-HTsc, 5-HT3, 5 -HTg, € 5-HT; em roedores (GREGORY;;
LUCKI, 2011). Informagdes sobre os diferentes subtipos de receptores serotoninérgicos estao

dispostas no Quadro 2.

Quadro 2 - Vias de sinalizacdo, localizagdo e farmacologia de subtipos de receptor 5-HT

Receptor Via de Localizacao Localizacio regional
sinalizacao neuronal
principal
5-HT i AMPc| Autorreceptor somatico/pds-  Nucleo da rafe / hipocampo, cortex
sinaptico
5-HT 1 AMPc| Autorreceptor terminal/pds-  Striatum, nucleus accumbens, area
sinaptico tegmental ventral
5-HT 2a 1P, Pos-sinaptico Cortex frontal
5-HT ¢ 1P Pos-sinaptico Cortex frontal
5-HT; Canal i6nico Pos-sinaptico Cortex, amigdala
5-HT 4 AMPc? Pos-sinaptico Striatum, nucleus accumbens, cortex
5-HT ¢ AMPc? Pos-sinaptico Hipocampo, cortex
5-HT ; AMPc? Pos-sinaptico Nucleo supraquiasmatico, cortex

Fonte: CARR; LUCKI, 2011.

Nota: AMPc - adenosina 3',5'-monofosfato ciclico ; IP;— trifosfato de inositol.

Partindo do conhecimento de que a NA regula os neur6nios serotoninérgicos e,
reciprocamente, a 5-HT também regula os neurdnios noradrenérgicos, podemos entender as
consequéncias terapéuticas de moduladores destas vias. A mirtazapina, por exemplo, ¢ um
antidepressivo muito efetivo cujas acdes terapéuticas sdo mediadas por suas propriedades
antagonistas de o, e de 5-HT»c . Ao causar desinibicdo da liberacdo de serotonina, pelo primeiro
mecanismo (antagonismo de o), a droga estimula principalmente receptores 5-HT;, haja vista a
acdo antagonista potente da mirtazapina sobre outros receptores serotoninérgicos (5-HT,a 5-HTxc €

5-HTj3). A estimulagdo de 5-HT, 4, por sua vez, acarreta liberagdo de dopamina, e isso seria, teoricamente,
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util para a depressao e a cogni¢ao. Pelo segundo mecanismo de agdo (antagonismo de 5-HTxc) ,a
droga causa a desinibi¢do de noradrenalina e serotonina no cortex pré-frontal (STAHL, 2010).

Quanto a terapéutica com outras classes de drogas, tem-se demonstrado em estudos
recentes que antipsicéticos atipicos podem atuar como adjuvantes no tratamento da depressdo. A
olanzapina (antagonista 5-HT 2A) combinada com a fluoxetina melhoram significativamente
sintomas depressivos em comparagdo a pacientes tratados apenas com olanzapina ou fluoxetina
(TRIVEDI et al. 2009).

Os receptores dopaminérgicos (D, D,, D;, D4 € Ds) estdo distribuidos em duas classes
diferentes, denominadas D;-simile e D,-simile, que foram originalmente distinguidas por sua

capacidade de ativar (D;-simile) ou inibir (D,-simile) a adenilato ciclase (Quadro 3).

Quadro 3 - Receptores dopaminérgicos.

Tipo D, Tipo D,
Distribuicao Papel Funcional
D, Ds D, D; D,
Cortex Reatividade,
Humor Siniais = S _ .
Sistema limbico Emogao, A F = i
Comportamento
Estereotipado
Estriado Controle motor == + Sinis + +
Hipotalamo Secrecao de - - A 4 -
ventral e adeno- prolactina
hipofise
Transducao de 1 AMPc 1t AMPc L AMPc I AMPc 1 AMPc
sinais e/ou t1P; e/ou t1P;  e/ou 11IP;
Efeito Inibi¢do  Inibigdo Inibicdo  Inibi¢do Inibi¢do
pos- pos- pré- e pos- pré- e pos- pré- e pos-
sinaptica  sinaptica sinaptica  sinaptica  sinaptica

Ativagdo/ Ativagdo/ Ativacdo/
inibigdo inibi¢ao inibi¢do da

da da secrecao
secrecdo  secrecdo  de
de de hormoénios

horm6nios hormonios
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Fonte: Rang et al., 2003.

Nota: AMPc - adenosina 3',5'-monofosfato ciclico ; IP;— trifosfato de inositol.

Os receptores D, desempenham um papel importante na regulagdo da transmissao DA
(KEBABIAN; CALNE, 1979). Varios estudos clinicos tém demonstrado a eficacia terap€utica de
antagonistas de D, (sulpirida e raclopride) nos diferentes tipos de depressdo. De fato, tem-se
sugerido que a administracdo de sulpirida em baixas doses (100-300 mg/dia) pode ser eficaz em
pacientes com depressdo leve, incluindo aqueles que sofrem de depressdo enddgena
(NISKANEN et al., 1975; BENKER; HOLSBOER, 1984). O mecanismo de a¢ao antidepressiva
da sulpirida parece envolver o bloqueio do sistema dopaminérgico, mais especificamente, o
bloqueio de receptores pré-sinapticos dopaminérgicos do tipo D,/D; e uma possivel sensibilizagdo
de receptores D, e D, na area mesolimbica (TSUKAMOTO et al., 1994). Esta area tem provavel
participacdo no desenvolvimento do comportamento motivacional, haja visto que a hipofuncao
do sistema dopaminérgico mesolimbico pode mediar a anedonia e a apatia, dois sintomas

depressivos (WILLNER, 1995).

Ainda com relacdo a sulpirida, se administrada em doses mais altas, perde a
especificidade para os receptores pré-sinapticos e passa a bloquear também os receptores D»/D;

pos-sinépticos, causando assim depressao (WILLNER, 2002).

Com relacdo a participagdo dos receptores D; nos transtornos afetivos, esta tem sido
demonstrada pela administracdo do antagonista seletivo de D; (SCH23390). Estudos mostram
que apoOs a administragdo deste antagonista em camundongos, foi impossivel observar efeito

antidepressivo da bupropiona no teste do nado forcado (YAMADA et al., 2004).

O aripiprazol ¢ um agente antipsicdtico testado na terapia da depressdo. Este fdrmaco
tem um mecanismo de acdo complexo: atua como um agonista parcial D,, agonista do receptor
5-HT1A e antagonista 5-HT2A. Parece um agente promissor para o tratamento da depressao,
por duas razdes. Em primeiro lugar, o tratamento de curto e longo prazo com este composto
aumenta a neurotransmissao serotoninérgica por aumentar a descarga espontanea de neurénios 5-
HT devido a uma dessensibilizacao inicial de autoreceptores 5-HT;x (CHERNOLOZ et al.,

2009). Em segundo lugar, uma série de estudos tem relatado que agonistas parciais dos receptores
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D, sdo adjuvantes eficazes no tratamento de pacientes resistentes (CASSANO et al., 2004;
GOLDBERG et al., 2004) e potenciazam o efeito do ISRS (SHEFFRIN et al., 2009). Tem sido
demonstrado que o aripiprazol ¢ bem tolerado e eficaz para melhorar as taxas de resposta de
pacientes com transtorno depressivo maior que mostram uma resposta incompleta a terapia com

antidepressivos (BERMAN et al., 2007).

1.8 Epilepsia e convulsao

A epilepsia ¢ um disturbio neuroldgico cronico caracterizado por crises que assumem
varias formas e decorrem de descargas neuronais recorrentes e imprevisiveis. O tipo da crise
depende da area afetada e varia de um breve lapso de atengdo a uma convulsdo completa com
duracdo de alguns minutos, bem como sensa¢des ou comportamentos estranhos (RANG; DALE,

2007).

Os sintomas especiais produzidos dependem da funcao cerebral afetada. As convulsoes,
por exemplo, estdo relacionadas ao envolvimento do cértex motor, enquanto que as descarga
autonoma periférica e a perda de consciéncia estdo associadas com uma disfungdo a nivel de
hipotdlamo e formacao reticulada na parte alta do tronco encefalico, respectivamente (RANG;

DALE, 2007).

A epilepsia ¢ a condi¢do neuroldgica mais comum que afeta pessoas de todas as idades,
racas e classes sociais. H4 uma estimativa de que existam cerca de 50 milhdes de pessoas com
epilepsia no mundo, das quais até 75% vivem em paises com poucos recursos, acesso precario

aos servicos médicos e ao tratamento (MEINARDI et al.,2001; NGUGI et al., 2010).

Em geral, a incidéncia da epilepsia nos paises desenvolvidos ¢ de 50 casos por 100.000
habitantes (uma média de 40-70 para cada 100.000 / ano) , enquanto a incidéncia da epilepsia em
paises pobres ¢ geralmente mais elevada, em média de 100-190 casos por 100.000 / ano
(SANDER et al., 2003; HEANEY et al., 2008). Fatores socioecondmicos podem contribuir para
essa disparidade ao expor os individuos a doengas desencadeadoras de epilepsia tais como
parasitoses, particularmente neurocisticercose, HIV, trauma, morbidade perinatal e

consanguinidade (WHO, 2005).
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Conforme percebemos, varios fatores podem desencadear convulsdes, desde infecgoes,
neoplasias, traumas e até hereditariedade. A farmacoterapia ¢ o principal tratamento para a
epilepsia, sendo sua abordagem voltada para o controle das crises. Embora exista um arsenal de
drogas antiepilépticas disponiveis (fenitoina, carbamazepina, gabapentina e pregabalina, por
exemplo), cerca de 20-25% dos pacientes com epilepsia ndo consegue obter um controle
satisfatorio das crises com esses farmacos, devido aos efeitos colaterais significativos e a

farmacorresisténcia (LAZAROWSKI et al., 2004).

Novos farmacos anticonvulsivantes estdo sendo pesquisados. Um estudo recente destaca
o potencial anticonvulsivante de plantas empregadas na medicina popular ou mesmo na medicina
tradicional, que poderiam ser mais bem estudadas pela comunidade cientifica (QUINTANS-
JUNIOR et al., 2008). Algumas espécies de plantas testadas em modelos experimentais tem

apresentado resultados promissores, como a Lippia alba (ZETOLA et al., 2002).

A pesquisa em epilepsia tem focado largamente os compostos que agem através de um
dos trés mecanismos a seguir: aumento de transmissdes inibitoria GABAérgica e/ou
adenosinérgica, diminuicdo da transmissdo excitatoria glutamatérgica ou modificacdo das

condutancias i6nicas de Ca’, Na" e K" (PORTER; MELDRUM, 2007).
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RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

As Riparinas 1, II e III sdo produtos naturais cuja estrutura quimica mostrou-se
interessante para que testes neurocomportamentais fossem iniciados. O interesse advém do fato
de essas substancias apresentarem em sua estrutura quimica uma molécula com reconhecida

atividade central, a tiramina, o que aponta para uma possivel a¢do central das Riparinas.

Em estudos anteriores realizados no laboratorio de Neuropsicofarmacologia da UFC, as
Riparinas II e III, separadamente, foram testadas em camundongos machos quanto aos possiveis
efeitos centrais. A partir da analise comportamental e neuroquimica dos resultados, foi sugerido que

tais substancias desencadeiam alteracdes sugestivas de atividades ansiolitica e antidepressiva, tendo
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sido detectada, respectivamente, a possivel participacdo dos sistemas gabaérgico € monoaminérgico
nesses efeitos (SOUSA et al., 2004; MELO et al., 2011; SOUSA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2011).

Devido a comprovada atividade central das Riparinas II e IIIl em modelos animais, e sendo a
Riparina I um analogo estrutural dessas substincias, tornou-se interessante a investigagdo do seu
potencial farmacologico em modelos comportamentais classicos de ansiedade, depressdo, sono e

convulsdo, bem como o estudo dos possiveis mecanismos farmacoldgicos envolvidos.

A relevancia do presente estudo ¢ contribuir com as buscas por melhores alternativas
terapéuticas para os tratamentos da ansiedade, da depressdo e da convulsdo, a fim de assegurar a
qualidade de vida e a adesdo farmacoldgico de pacientes, tendo em vista as limitagdes da
terapéutica atual que se configuram em demora terapéutica, efeitos adversos, recidiva e, até

mesmo, resisténcia farmacoldgica, em alguns casos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar as agdes centrais da riparina I, isolada da Aniba riparia (Nees) Mez, através da
analise comportamental de camundongos expostos a modelos padronizados de ansiedade,

depressdo, indugao do sono e convulsdo.

3.2 Objetivos Especificos

. Avaliar possiveis alteracdes na atividade motora e possivel efeito relaxante muscular

utilizando os testes do campo aberto e do rota rod, respectivamente;

. Verificar a atividade da riparina I em modelos de ansiedade utilizando os testes labirinto

em cruz elevado e placa perfurada;

. Investigar a possivel participagdo dos receptores GABAs/Benzodiazepinicos no

mecanismo de acdo ansiolitico da riparina I, caso este seja demonstrado;

. Determinar a agdo da riparina I em modelos comportamentais de depressao utilizando os

testes da suspensao da cauda e do nado for¢ado;

. Investigar a possivel participagdo do sistema monoaminérgico no mecanismo de a¢ao

antidepressivo da riparina I, caso este seja demonstrado;

Avaliar a atividade sedativa/hipnética da riparina I no modelo de tempo de sono induzido por
pentobarbital;
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. Avaliar a atividade anticonvulsivante da riparina I no modelo de convulsao induzido por

pentilenotetrazol (PTZ);



MATERIAIS E METODOS |
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material Botanico

A planta Aniba riparia (Nees) Mez foi identificada pelo botanico Klaus Kubitzki da
Universidade de Hamburgo/Alemanha (BARBOSA-FILHO et al., 1987). As frutas verdes de
Aniba riparia (material botanico) foram coletadas por Dr. Hipolito F. Paulino-Filho
(Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”) na regido de Humaita, estado do
Amazonas, Brasil (BARBOSA-FILHO et al. 1987). O material (frutas verdes) foi cedido ao Prof.
Dr. Jos¢ Maria Barbosa-Filho do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica da Universidade

Federal da Paraiba.

A extragdo e isolamento foram feitos por Stanley Juan Chavez Gutierrez, Prof. da
Universidade Federal do Piaui, conforme descrito abaixo sob a orientacao e supervisao do Prof.

Dr. José Maria Barbosa Filho que gentilmente nos cedeu a substancia isolada.

4.2 Extracao e Isolamento da riparina I

As frutas verdes (5 kg) foram moidas e extraidas em etanol (temperatura ambiente). A
solugdo foi entdo filtrada e o filtrado foi evaporado. O residuo (380 g) foi redissolvido numa
solugdo aquosa de etanol 60%. A solugdo foi extraida primeiro com hexano e depois com
cloroféormio (CHCIs). Os solventes foram evaporados e o extrato hexanico (88 g) foi cristalizado
com metanol dando triglicerideos (79 g). A agua mae foi evaporada e o residuo foi submetido a
cromatografia (silica gel). A elui¢do com solvente de polaridade crescente deu na ordem
benzilbenzoatos (1 g) e sitosterol (75 mg). O extrato de CHCl; (59 g) foi cristalizado com
benzeno (C¢Hs) dando riparina III (17 g). A agua mae foi evaporada e o residuo tratado da mesma
maneira deu na ordem riparina III (3 g), riparina I (305 mg) e riparina Il (427 mg), entre outros

compostos (BARBOSA-FILHO et al., 1987).



44

A seguir, estdo listados nos quadros 4 e 5 as outras substancias utilizadas nos estudos

comportamentais além da riparina I,
respectivamente.

Quadro 4 - Drogas e Reagentes

bem como os equipamentos disponibilizados,

Drogas/Reagentes Origem

Alcool etilico P.A. Quimex, Brasil
Bupropiona Zyban®, Glaxo-Wellcome
Diazepam Unido Quimica Brasil
Flumazenil Sigma

Imipramina Imipra®, Cristélia
Pentilenotetrazol Sigma

Pentobarbital Abbot

SCH 23390 Sigma

Sulpirida Equilid®, Aventis Pharma
loimbina Sigma

Prazosina Sigma

PCPA Sigma

Ritanserina Sigma

WAY 100625 Sigma

Ondansentron Sigma

Tween 80 — Polyoxyethilene Sorbitan Mono-oleate Sigma

Quadro 5 — Equipamentos

Equipamentos Origem
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Balanga Analitica Modelo H5, Mettler, Suica
Balanca para animais Filizola, Brasil

Campo Aberto

CronOmetro Incoterm, Brasil
Deionizador USF, Elga, USA
Equipamento da Placa Perfurada Ugo Basile, Italy
Equipamento do Rota Rod Ugo Basile, Italy
Labirinto em cruz elevado

Pipetas Automaticas H.E., Dinamarca

Cubas de acrilico para o Nado Forgado

Sonicador Modelo PT 10-35. Brinkmann Instruments Inc., USA
Vidrarias Pirex, Brasil

4.2 Animais

Em todos os experimentos foram utilizados camundongos albinos da espécie Mus
musculus da variedade Swiss, adultos, do sexo masculino, pesando entre 20-25 g (n= 8 ou 10, por
grupo), provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard. Os animais foram
mantidos em caixas de propileno em uma sala com a temperatura de 25 + 1 °C e submetidos ao
ciclo claro/escuro de 12 em 12 h onde receberam racdo do tipo Purina e agua ad libitum. Os
protocolos experimentais foram aprovados pela Comissio de Etica em Pesquisa Animal (CEPA)

desta universidade, sendo 14/2012 o namero do referido protocolo.

4.4 Preparo das drogas

A riparina I foi dissolvida em Tween 80 a 3% e diluida em agua destilada, obtendo-se a
concentragdo final de 2,5 e 5,0 mg/mL para ser administrada nas doses 25 e 50 mg/kg,
respectivamente. Os grupos controles receberam veiculo (agua destilada emulsificada a 3% com
Tween 80). As demais drogas utilizadas nos experimentos foram dissolvidas e diluidas

diretamente em agua destilada.

4.5 Tratamento dos grupos experimentais
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Os animais foram tratados agudamente com riparina I nas doses de 25 e 50 mg/kg
através das vias oral (v.0.) e intraperitoneal (i.p.), e submetidos aos testes comportamentais 30 ou
60 minutos (min) depois das administra¢des i.p. ou v.o, respectivamente. As drogas utilizadas
como padrdes positivos durante a avaliagdo da atividade antidepressiva foram: imipramina 10 ou
30 mg/kg, i.p., bupropiona 30 mg/kg, i.p., fluoxetina 35 mg/kg, i.p nos teste da suspensao da
cauda ou do nado for¢ado. Como referéncia ansiolitica foi utilizado diazepam 1 mg/kg, i.p., nos
testes do labirinto em cruz elevado e placa perfurada, e, diazepam 2 mg/kg, i.p., no campo aberto
e no rota rod, como padrio positivo para atividade sedativa e relaxante muscular,
respectivamente. O diazepam 1 mg/kg, i.p., foi utilizado ainda nos modelos de tempo de sono
induzido por pentobarbital e convulsdo induzida por pentilenotetrazol como padrio positivo para

atividade sedativa/hipndtica e anticonvulsivante, respectivamente.

4.6 Protocolo Experimental

Os experimentos foram realizados durante o periodo da manhd e os animais foram
observados em um ambiente fechado, silencioso e a temperatura constante de aproximadamente
24 + 1° C. Para os testes do campo aberto e do labirinto em cruz elevado foi utilizado iluminacao
de baixa densidade (lampada vermelha de 15 W) para reduzir a influéncia ambiental no
comportamento exploratorio. Os demais experimentos foram realizados com ilumina¢do normal.
Todos os testes comportamentais foram realizados com diferentes grupos de animais ¢ em dias
distintos. Em todos os testes, com excec¢ado apenas do nado for¢ado e da suspensao da cauda, apds
a observacgdo de cada animal, foi utilizado alcool 10% (v/v) para a remog¢ao de residuos e odor do

animal do aparato, apds a observagdo de cada animal.

4.7 Avaliacao da Atividade Ansiolitica

4.7.1 Teste do Campo Aberto
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Este teste foi realizado para avaliar a atividade exploratéria do animal (ARCHER,
1973). O aparato para camundongos ¢ feito de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x
30 x 15 cm) e dividido em 9 quadrantes iguais. Apos 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou
v.0., respectivamente, os animais, um por vez, foram colocados no centro do campo aberto onde
foram registrados o nimero de cruzamentos com as quatro patas (atividade locomotora
espontanea; ALE), nimero de comportamentos de auto-limpeza (grooming) € o nimero de

levantamentos (rearing), sem se encostar nas paredes, durante um tempo de 5 minutos.

QUADRO 6 - Esquema do Teste do Campo Aberto
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= F 30 ou 60 min

> —>

ﬂ Atividade Locomotora
espontinea (ALE)

Riparina I (25 ou 50 mg/ke. i.p. ou
v.0.), veiculo (igua destilada + 3%
Tween 80) ou diazepam (2 mg/'kg)

Fonte: adaptado de Melo, 2006.

4.7.2 Teste da Barra Giratoria (Rota Rod)

O teste do rota rod avalia o efeito de relaxamento muscular ou incoordenagdo motora
produzidos por drogas em animais (CARLINI; BURGOS, 1979). Para este teste, os camundongos
foram colocados com as quatro patas sobre uma barra de 2,5 cm de didmetro, elevada a 25 cm do
piso, em uma rotagdo de 12 rpm, por um periodo de 1 minuto. Foi registrado o tempo de

permanéncia na barra giratoria, em segundos (s) (DUNHAM; MIYA, 1957).

QUADRO 7 - Esquema do Teste do Rota Rod
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1 minuto

« )
RN G 30 ou 60 min

Riparinal (25 ou 50 mg/ke, i.p. ou
v.0.), veiculo (agua destilada + 3% Tempo de permanénia
Tween 50) ou diazepam (2 mg/'kg)

Fonte: adaptado de Melo, 2006.

4.7.3 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) (Plus maze)

O método do Labirinto em Cruz Elevado (LCE), proposto por Lister e colaboradores
(1971), nos permite inferir sobre o potencial efeito ansiolitico ou ansiogénico de uma substancia.
O LCE consiste de dois bragos abertos opostos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm),
também opostos, em forma de cruz. Os bragos abertos e fechados estdo conectados por uma
plataforma central (5 x 5 cm). O aparelho esta elevado a uma altura de 45 cm do nivel do chao.
Apos 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou v.0., respectivamente, os animais foram colocados
no centro do aparelho com a cabega voltada para um dos bragos fechados e o seu comportamento
observado por 5 minutos. As medidas comportamentais registradas durante o experimento foram:

numero de entradas e o tempo despendido em ambos os bragos, abertos e fechados.
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Para andlise estatistica dos dados e confec¢ao dos graficos, sdo considerados apenas os
parametros relacionados aos bragos abertos. Para isso, a percentagem de entradas nos bragos
abertos ¢ calculada dividindo-se o niimero (frequéncia) de entradas nos bragos abertos pelo
numero (frequéncia) total de entradas (obtida pela soma simples das freqiiéncias de entradas nos
bragos abertos e nos fechados). Esse indice obtido ¢ multiplicado por 100. De maneira
semelhante, ¢ calculada a percentagem do tempo em que os animais permanecem nhos bracos
abertos (Quadro 8).

Dessa forma, os parametros levados em consideracdo para analise estatistica sdo:

* Numero de entradas nos bragos abertos (NEBA);

* Numero de entradas nos bragos fechados (NEBF);

* Tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA);
* Tempo de permanéncia nos bracos fechados (TPBF);
* Percentagem de entrada nos bragos abertos (PEBA);

* Percentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos (PTBA).

Quadro 8 - Calculo dos pardmetros PEBA e PTBA do LCE

Calculo do PEBA e PTBA
% entrada nos bracos abertos (PEBA) % tempo de permanéncia nos bracos abertos
(PTBA)
PEBA=_NEBA x 100 _ PTBA=_TPBA x 100_
(NEBA + NEBF) (TPBA + TPBF)

Posteriormente, com a finalidade de investigar o possivel envolvimento do receptor
GABA./ Benzodiazepinico no efeito ansiolitico da droga teste, pré-tratamos os animais com
flumazenil (FLU) 2,5 mg/kg, i.p., um antagonista do receptor GABA »/ Benzodiazepinico. Em
seguida, agrupamos os animais em dois grupos diferentes. Enquanto um grupo recebeu veiculo
v.o. (FLU-2,5 + veiculo) 15 minutos depois do pré-tratamento, outros dois receberam riparina I

25 ou 50 mg/kg v.o. (FLU-2,5 + Ripl-25/50). Apds 60 min, os dois grupos experimentais foram
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conduzidos ao labirinto. Para analise estatistica, o grupo (FLU-2,5 + Ripl-25/50) foi comparado
com o grupo Ripl-25/50, v.o., enquanto que os demais grupos foram comparados aos respectivos

controles.

QUADRO 9 - Esquema do Teste do Labirinto em Cruz Elevado

S minutos

Gl 30 ou 60 min
7

Riparina I (25 ou 50 mg/kg, i.p. ou
v.0.) » veiculos (igua destilada + 3%
Tween 80) ou diazepam (1mg/kg, i.p. )

) Nimero de entradas (bracos abertos e
15 min fechados) e tempo de permanéncia
- - (bracos abertos e fechados)
Flumazenil (2,5 mg/ke; i.p.)

Fonte: adaptado de Melo, 2006.

4.7.4 Teste da Placa Perfurada (Hole Board Test)

O método da placa perfurada proposto por Clark et al. (1971) nos permite contar o
numero de head dips, ou seja, nimero de imersdes nos orificios da placa, durante 5 minutos. O
teste tem como aparato a placa perfurada (60 x 30 cm) com 16 buracos espagados
uniformemente. Em nosso experimento, os animais, um por vez, foram colocados na plataforma

apos 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou v.0., respectivamente.
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QUADRO 10 - Esquema do Teste da Placa Perfurada

ﬂ Numero de Head dips

Riparina I (25 e 50 mg/kg; i.p. e v.0.),
veiculo (dgua destilada + 3%

Tween 80) ou diazepam (Img/kg; i.p.)

Fonte: adaptado de Melo, 2006.

4.8 Avaliacdo da Atividade Antidepressiva

4.8.1 Teste da Suspensao da Cauda (TSC)

O Teste da Suspensdo da Cauda (TSC) proposto por Steru et al. (1985) nos permite
medir o tempo de imobilidade animal. Para este experimento foram utilizados os seguintes
grupos: imipramina (30 mg/kg, i.p.), bupropiona (30 mg/kg, i.p.), veiculo (i.p. ou v.0.) ou riparina
I (25 e 50 mg/kg; i.p ou v.0.). Ap6s 30 min do tratamento 1.p., ou 60 min do tratamento v.o., 0s
animais, um por vez, foram suspensos, presos com uma fita adesiva a cerca de 1 cm da ponta da
cauda, numa plataforma 58 cm acima da bancada, durante 6 minutos. O pardmetro observado foi

o tempo de imobilidade do animal, em segundos.
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QUADRO 11 - Esquema do Teste da Suspensiao da Cauda

6 minutos

30 ou 60 min

m—

.

Riparina I (25 ou 50 mg/kg; i.p. on

v.0.) ou veiculo (agua destilada + 3%
de Tween 80) ou imipramina Tempo de imobilidade (s)
(30mg/kg) ou bupropiona (30mg/kg)

Fonte: adaptado de Melo, 2006.

4.8.2 Teste do Nado Forcado (TNF)

O Teste do Nado For¢ado (TNF) proposto por Porsolt et al. (1977) nos permite avaliar o
tempo de imobilidade animal. Para o experimento foram utilizados tanques de 22 cm de didmetro
e 40 cm de altura contendo agua fresca a 23 = 1° C até a metade do tanque, cerca de 20 cm. Apos
30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou v.o., respectivamente, os animais foram colocados, um
por vez, no tanque onde o tempo de imobilidade, em segundos, foi contado durante cinco
minutos. O animal foi considerado imovel quando permaneceu flutuando na 4gua, fazendo

apenas movimentos suaves necessarios para manter a cabeca acima da agua.

Investigacdo de possiveis mecanismos relacionados ao efeito antidepressivo da
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riparina I no teste do nado forcado.

Para investigar o possivel envolvimento dos sistemas dopaminérgico e noradrenérgico
no efeito antidepressivo da droga teste, os animais foram pré-tratados com o SCH23390 (15 ng /
kg, i.p., um antagonista do receptor dopaminérgico D), sulpirida (50 mg / kg, ip, um antagonista
do receptor dopaminérgico D,), prazosina (I mg / kg, ip., um antagonista do receptor
adrenérgico-a,) ou ioimbina (1 mg / kg, i.p., um antagonista do receptor adrenérgico a.,), € apds
30 min, receberam a riparina I (50 mg / kg, v.0.) ou o veiculo. Passados 60 minutos, os animais

foram avaliados no TNF .

Para a investigacdo do possivel envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito anti-
imobilidade da riparina I, os animais foram pré-tratados com p-clorofenilalanina (PCPA) (100
mg/kg, um inibidor da sintese da serotonina), ou veiculo, uma vez por dia, durante 4 dias
consecutivos. Vinte e quatro horas apos a ultima injecdo de veiculo ou de PCPA, os animais
foram tratados com rip I (50 mg / kg, v.0.) ou veiculo e 60 minutos depois foram testados no

TNF.

Em outra série de experimentos, também foi investigado o envolvimento do sistema
serotoninérgicos sobre o efeito da riparina [ no TNF. Para tanto, os animais foram pré-tratados
com WAY 100625 (0,1 mg / kg, i.p., um antagonista do receptor 5-HT1,), ritanserina (4 mg / kg,
1.p., um antagonista do receptor 5-HT:a.c), ondansetron (0,1 mg / kg, i.p., um antagonista do
receptor 5-HTj3), ou veiculo. Apds 30 minutos, receberam riparina I (50 mg / kg, v.0.) ou veiculo

v.0. ¢ 60 minutos depois eles foram avaliados no TNF.

QUADRO 12 - Esquema do Teste do Nado Forcado (TNF)
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f

Antagonistas seletivos
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Fonte: adaptado de Melo, 2006.

4.9 Avaliacao da Atividade Sedativa/Hipndtica e Anticonvulsivante

4.9.1 Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital

ApoOs os tratamentos com riparina I, via i.p. ou v.0., foi administrado pentobarbital
sodico (PTB), 30 ou 60 minutos depois, na dose de 40 mg/kg, via i.p. O tempo desde a
administracdo do PTB até a perda do reflexo de endireitamento foi registrado como laténcia do
sono, em segundos. Apos terem adormecido, os animais foram colocados na posi¢cao de decubito
dorsal, e o tempo decorrido entre a perda e a recuperacao do reflexo de endireitamento foi
registrado como duragdo do sono, em segundos (WAMBEBE, 1985; ROLLAND et al., 1991). A
perda do reflexo de endireitamento ¢ a incapacidade que o animal apresenta de voltar a posicao

normal quando colocado em decubito dorsal. O critério para a recuperacdo do reflexo em questao
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foi fixado quando o animal saiu da posi¢ao por trés vezes consecutivas (CARLINI et al., 1986;
MATTEI et al., 1998). Portanto, os parametros avaliados neste teste foram a laténcia do sono ¢ a

duragao do sono cujo tempo maximo (cu? off) foi de 240 minutos.

QUADRO 13 - Esquema do Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital

*"1‘:;-,3 /7 30 ou60 min
" - l:> Pentobarbital sodico
(40mg/kg; ip.)

ou veiculo (agua destilada + 3%

Riparina I(25 ou 50; i.p. ou v.0.)
Tween 80) ou diazepam (1mg/kg)

Laténcia do sono (s) e
Duragio do Sono (s)

Fonte: adaptado de Melo, 2006.

4.9.2 Teste da Convulsiao Induzida por Pentilenotetrazol

Neste teste, foi administrado pentilenotetrazol (PTZ) 100 mg/kg, i.p. 60 min apods a
administracdo da riparina I (25 e 50 mg/kg) e 30 min apds a administragdo de diazepam (1
mg/kg, i.p.). Em seguida, os animais foram colocados em gaiolas individuais e observados por
um periodo de 20 minutos. Os pardmetros analisados foram: laténcia da convulsdo (tempo entre a

administracdo do PTZ até a primeira convulsdo clonica ou ténico-clonica), em segundos, e, a
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laténcia de morte dos animais (tempo decorrido da administragdo do PTZ até a morte), em

segundos, seguindo a metotologia de SWINYARD et al. (1952).

QUADRO 14 - Esquema do Teste da Convulsiao Induzida por Pentilenotetrazol

_ Pentilnotetrazol
- (100 mg/kg; i.p.)

f‘" 30 ou 60 min

Riparina I (25 e 50 mg/kg; i.pouv.o0.) on
veiculo (Agua destilada +3% Tween 80)
ou diazepan (1 mg/Kg; i.p.)

Laténcia da Convulsio (s) e
Laténcia de Morte (s)

Fonte: adaptado de Melo, 2006.

4.10 Analise Estatistica

Todos os resultados sdo apresentados como a Média + Erro Padrdo da Média (E.P.M.). Os dados
foram analisados pelo teste de Analise de Variancia (ANOVA) seguido do teste de Student-
Newman-Keuls post hoc. Os resultados considerados significativos apresentaram p < 0,05.



RESULTADOS |

5 RESULTADOS

5.1 Avaliacio da Atividade Motora e Ansiolitica
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5.1.1 Teste do Campo Aberto

Neste teste os resultados foram expressos como numero de cruzamentos, de rearing e
de grooming. Na figura 7 (A e B), observou-se que os grupos que receberam a administracao de
riparina I, nas doses de 25 ou 50 mg/kg, tanto por via oral quanto por via intraperitoneal, ndo
sofreram alteracdo da atividade locomotora espontinea (ALE) em comparacdo aos grupos
controles [(i.p.) Controle: 48,13 + 5,25 (13); Rip [-25: 42 + 2,51 (10); Rip [-50: 48,22 + 2,49
(12)] e [(v.0.) Controle: 54,89 + 2,88 (15); Rip [-25:53,78+ 2,77 (10); Rip 1-50: 48,81 = 3,71 (8)].
A administragdo de diazepam 2 mg/kg, i.p., entretanto reduziu este pardmetro comportamental
em relagdo aos grupos controles i.p. e v.o. [(i.p.) DZP-2: 24,14 + 3,68; p< 0,001].

Conforme apresentado na Figura 8 (A e B), o comportamento de rearing ndo foi
alterado em nenhuma das doses utilizadas comparado com os respectivos controles [(i.p.)
Controle: 7,6 = 6,7 (13); Rip 1-25: 7,8 £ 0,71 (10); Rip I-50: 8,10 + 0,61 (11)] e [(v.0.) Controle:
8,4 £ 0,88 (14); Rip I-25: 8,0 0,71 (8); Rip 1-50: 8,90 + 0,76 (10)]. O diazepam 2 mg/kg, i.p.,
contudo, reduziu este pardmetro comportamental em relacdo aos grupos controles i.p. e v.o.
[(i.p.) DZP-2: 3,10+ 0,31; p< 0,001)].

Na Figura 9 (A e B) nota-se que o comportamento de grooming, em ambas as vias ¢
doses administradas, foi reduzido de maneira significativa [(i.p.) Controle: 4,3 £ 0,53 (12); Rip I-
25: 3,12 £ 0,39 (9), p<0,05; Rip 1-50: 3,0 £ 0,26 (9), p<0,05] e [(v.0.) Controle: 4,8 + 0,61 (14);
Rip I-25: 3,2 £0,25 (8), p<0,05; Rip I-50: 3,2 + 0,45 (8), p<0,01] Figura 9 (A e B). A reducao
deste parametro também foi observada apds o tratamento com diazepam, sendo constatado uma
diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos grupos controles i.p. € v.o. [( i.p.) DZP-2:

1,5+ 0,81; p< 0,001)].

FIGURA 7 - Efeito da riparina I, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre a atividade

locomotora espontinea no teste do campo aberto.
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Veiculo/ Controle (agua destilada em 3% de Tween 80), riparina I (Ripl; 25 e 50 mg/kg) ou diazepam (DZP; 2
mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes das observacdes comportamentais. Os valores
numéricos representam a Média £+ EPM do niimero de travessias durante 5 minutos. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. (***p<0,001 vs controle).

FIGURAS 8 - Efeito da riparina I, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre o numero de
rearing no teste do campo aberto.
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Veiculo/ Controle (dgua destilada em 3% de Tween 80), riparina I (Ripl; 25 e 50 mg/kg) ou diazepam (DZP; 2
mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes das observagdes comportamentais. Os valores
numéricos representam a Média £ E.PM. do numero de rearing durante 5 minutos. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. (***p<0,001 vs controle).

FIGURAS 9 - Efeito da riparina I, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre o nimero de
grooming no teste do campo aberto.
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Veiculo/ Controle (dgua destilada em 3% de Tween 80), riparina I (Ripl; 25 e 50 mg/kg) ou diazepam (DZP; 2
mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes das observagdes comportamentais. Os valores
numéricos representam a Média + E.P.M. do numero de grooming durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. ( *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001vs
controle).

5.2 Avaliacao da Atividade Relaxante Muscular
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5.2.1 Teste do Rota Rod

A administracdo de riparina I tanto por via intraperitoneal quanto por via oral, nas doses
de 25 e 50 mg/kg, ndo gerou alteragdes significativas no tempo de permanéncia (TP) sobre a
barra giratéria em relagdo ao grupo controle [i.p.(TP) Controle: 52,92s + 3,05 (10); Rip I-25:
53,77s + 2,22 (13); Rip [-50: 54,08s + 3,13 (13)] (Figura 10 A); [v.o. (TP) Controle: 55s + 2,27
(10); Ripl-25:57,22s + 0,81 (9); Rip [-50: 55,89s + 0,75 (9)] (Figura 10 B).

O diazepam 2 mg/kg, i.p., diminuiu o tempo de permanéncia na barra [35,25 £ 6,68 (8),

p<0,05 ] quando comparado aos grupos controles (Figuras 10).

FIGURA 10 - Efeito da riparina I, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre o tempo de

permanéncia no Teste do Rota Rod.
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Veiculo/ Controle (agua destilada em 3% de Tween 80), riparina I (Ripl; 25 e 50 mg/kg) ou diazepam (DZP; 2
mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes das observagdes comportamentais. Os valores
numéricos representam a Média + E.P.M. do numero de quedas e tempo de permanéncia durante 1 minuto. Para
analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. **p<0,01;
***p<0,001vs controle.

5.3 Avaliacdo da Atividade Ansiolitica
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5.3.1 Teste da Placa Perfurada (Hole Board Test)

Neste modelo experimental, apds a administracao aguda de riparina I nas doses de 25 e
50 mg/kg, foi observado um significativo aumento do nimero de imersdes na placa perfurada
(head dips), tanto no grupo que recebeu administragdo i.p. quanto naquele que recebeu
administracdo v.o. da droga teste, quando comparado aos respectivos grupos controles [(i.p.)
Controle: 26 + 3,39 (11); Rip 1-25: 34,5 + 2,17 (10), p<0,05; Rip I-50: 39,76 = 1,58 (17),
p<0,001] e [(v.0.) Controle: 29,4 + 1,71 (10); Rip 1-25: 38,6 £2,8 (8), p<0,05; Rip 1-50: 40,94 +
2,81 (17), p<0,05] (Figuras 11 A e B).

O efeito do diazepam (DZP) 2 mg/kg, i.p., administrado 30 min antes do teste da placa
perfurada ¢ também mostrado nas Figuras 11 (A e B). Comparado aos grupos controle (i.p. €

v.0.), 0s animais tratados com diazepam 2 mg/kg, i.p. manifestaram um aumento do niimero de

head dips, [DZP-2: 44,88 + 1,83 (8), p<0,05].

FIGURA 11 - Efeito da riparina I, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre o numero de
head dips no teste da placa perfurada (hole board test).
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Veiculo/ Controle (agua destilada em 3% de Tween 80), riparina I (Ripl; 25 e 50 mg/kg) ou diazepam (DZP; 2
mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes das observagdes comportamentais. Os valores
numéricos representam a Média + E.P.M. do niumero de head dips durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. (*p<0,05; ***p<0,001 vs controle).

5.3.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (Plus Maze)
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Neste modelo experimental, a administragdo aguda de riparina I nas doses de 25 e 50
mg/kg, por via intraperitoneal, aumentou de maneira significativa o numero de entradas nos
bragos abertos (NEBA) e o tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) em relagdo ao
grupo controle [(NEBA) Controle: 2,8 = 0,35 (9); Rip 1-25: 7,6+ 0,6(10), p<0,001; Rip I-50:
8,000+ 0,5560 (11), p<0,001] (Figura 12A), [(TPBA) Controle: 48,11s + 8,917 (9); Rip I-25:
135,7s + 11,21 (10) p<0,001; Rip 1-50: 122,7s + 7,774 (11) p<0,001] (Figura 12B). No tocante a
porcentagem de entradas nos bragos abertos (PEBA) e porcentagem do tempo de permanéncia
nos bracos abertos (PTBA), verificou-se um aumento significativo destes pardmetros em
comparacao ao grupo controle [(PEBA) Controle: 30,29 + 3,034 (9); Rip 1-25: 52,63+ 1,807 (10),
p<0,001; Rip I-50: 52,53+ 1,661 (11), p<0,001] (Figura 13A ), [(PTBA) Controle: 21,17s +
2,992 (9); Rip I-25: 56,62s + 4,586 (10), p<0,001; Rip 1-50: 53,20s + 2,950 (11), p<0,001]
(Figura 13B).

Com relagdo a administragdo oral da droga teste nas doses de 25 e 50 mg/kg, observou-
se um aumento significante o nimero de entradas (NEBA) e o tempo de permanéncia nos bracos
abertos (TPBA) em relacdo ao grupo controle [(NEBA) Controle: 4,4+ 0,49 (15); Rip 1-25: 8,8+
0,61(10), p<0,001; Rip I-50: 7,8 + 0,46 (10) , p<0,001] (Figura 14A), [(TPBA) Controle: 52,00s
+ 7,760 (15); Rip I-25: 134,4s + 5,78 (10) , p<0,001; Rip I-50: 139,9s + 8,4 (12) , p<0,001]
(Figura 14B). No tocante a porcentagem de entradas nos bragos abertos (PEBA) e porcentagem
do tempo de permanéncia nos bragos abertos (PTBA), verificou-se um aumento significante
destes parametros em comparacao ao grupo controle [(PEBA) Controle: 32,34 + 3,21 (15); Rip I-
25: 52,31 + 1,97 (10) , p<0,001; Rip 1-50: 51,58+ 2,14 (10) , p<0,001] (Figura 15A ), [(PTBA)
Controle: 26,28s = 3,30 (15); Rip 1-25: 52,40s + 1,9 (10) , p<0,001; Rip I-50: 52,02s £ 2,91 (11),
p<0,001] (Figura 15B ).

Por sua vez, a administracdo da droga padrao positivo, o diazepam, na dose de 1 mg/kg,
1.p., aumentou os quatro parametros acima discutidos de forma significativa (p<0,001) em relagao
aos controles [(NEBA) DZP: 10,46 + 0,64 |, [(TPBA) DZP: 168,7s + 5,36], [[PEBA) DZP:
63,56 +2,59], [(PTBA) 61,27s + 2,97] (Figuras 12 - 15).
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Em seguida, dada a apresentacdo do efeito ansiolitico da riparina I, foi realizada a
investigacdo sobre o possivel envolvimento dos receptores benzodiazepinicos do tipo
GABA s/Benzodiazepinico neste efeito, através da administragdo de flumazenil. Desta forma foi
observado que os grupos previamente tratados com flumazenil e que em seguida receberam
riparina I 25 ou 50 mg/kg, por v.o., ndo apresentaram efeito ansiolitico, enquanto que os grupos
tratados apenas com a riparina I mostraram-se menos ansiosos em relagdo ao controle. Nas

figuras 15 a 18 estes resultados sdo demonstrados. Veja os parametros: GRUPOS (FLU-2,5 +

Ripl-25 ¢ FLU-2.5 + Ripl-50) - [(NEBA) FLU + Rip I-25: 5,889+ 1,369 (9); FLU + Rip I-50:
4,778+ 0,4938 (9); p<0,05 ] (Figura 16A), [(TPBA) FLU + Rip 1-25: 30,53s + 5,448 (9); FLU +
Rip 1-50: 139,9s + 8,402; p<0,001 (9)] (Figura 16B), [([PEBA) FLU + Rip 1-25: 32,34 + 3,21
(15); FLU + Rip 1-50: 31,18+ 4,340; p<0,001 (9)] (Figura 17A ), [(PTBA) FLU + Rip 1-25:
32,56s + 6,879 p<0,01 (9); FLU + Rip I-50: 27,21s + 4,748 p<0,001 (9)] (Figura 17B ).
GRUPOS (Controle, Ripl-25 e Ripl-50) - [(NEBA) Controle: 4,4+ 0,49 (15); Rip 1-25: 8,8+
0,61(10), p<0,001; Rip I-50: 7,8 = 0,46 (10) , p<0,001] (Figura 14A), [(TPBA) Controle: 52,00s
+ 7,760 (15); Rip 1-25: 134,4s = 5,78 (10) , p<0,001; Rip 1-50: 139,9s + 8,4 (12) , p<0,001]
(Figura 14B). [(PEBA) Controle: 32,34 + 3,21 (15); Rip 1-25: 52,31 £ 1,97 (10) , p<0,001; Rip I-
50: 51,58+ 2,14 (10) , p<0,001] (Figura 15A ), [(PTBA) Controle: 26,28s + 3,30 (15); Rip 1-25:
52,40s + 1,9 (10) , p<0,001; Rip I-50: 52,02s + 2,91 (11) , p<0,001] (Figura 15B ).

De maneira semelhante, a associacao (FLU-2,5 + DZP-1) impediu a expressao do efeito
ansiolitico do diazepam administrado isoladamente: [(NEBA) DZP: 10,46 + 0,6466 (13); FLU +
DZP: 5,900+ 0,6904 (10); p<0,001 ], [(TPBA) DZP: 168,7s + 5,366 (13); FLU + DZP: 79,60s +
6,515 (10); p<0,001] , [(PEBA) DZP: 63,56+ 2,594 (13); FLU + DZP: 41,31+ 4,532 (10);
p<0,001], [(PTBA) DZP: 61,27s = 2,974 (13); FLU + DZP: 29,41s + 2,476 (10); p<0,001]
(Figura 16 e 17).
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FIGURA 12 - Efeito da riparina I, via intraperitoneal, sobre o numero de entradas nos

bracos abertos (NEBA) (A) e tempo de permanéncia no teste do labirinto em cruz elevado

(B).
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Veiculo/ Controle (4gua destilada em 3% de Tween 80), riparina I (Ripl; 25 e 50 mg/kg) ou diazepam (DZP; 1
mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes das observagdes comportamentais. Os valores
numéricos representam a Média + EPM dos dois parametros analisados durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. ( ¥**p<0,001 vs controle).

FIGURA 13 - Efeito da riparina I, via intraperitoneal, sobre a porcentagem do numero de
entradas nos bracos abertos (A) e a porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos
abertos (B) no teste do labirinto em cruz elevado.
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Veiculo/ Controle (4gua destilada em 3% de Tween 80), riparina I (Ripl; 25 e 50 mg/kg) ou diazepam (DZP; 1
mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes das observagdes comportamentais. Os valores
numéricos representam a Média + EPM dos dois parametros analisados durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. ( ***p<0,001 vs controle).

FIGURA 14 - Efeito da riparina I, via oral, sobre o numero de entradas nos bracos abertos

(NEBA) (A) e tempo de permanéncia no teste do labirinto em cruz elevado (B).
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Veiculo/ Controle (agua destilada em 3% de Tween 80), riparina I (Ripl; 25 e 50 mg/kg) ou diazepam (DZP; 1
mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes das observagdes comportamentais. Os valores
numéricos representam a Média + EPM dos dois pardmetros analisados durante 5 minutos. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. (***p<0,001 vs controle).

FIGURA 15 - Efeito da riparina I, via oral, sobre a porcentagem do nimero de entradas nos
bracos abertos (A) e a porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos (B) no

teste do labirinto em cruz elevado.
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Veiculo/ Controle (agua destilada em 3% de Tween 80), riparina I (Ripl; 25 e 50 mg/kg) ou diazepam (DZP; 1
mg/kg, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes das observagdes comportamentais. Os valores
numéricos representam a Média + EPM dos dois pardmetros analisados durante 5 minutos. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. ( ***p<0,001 vs controle).

FIGURA 16 - Efeito da riparina I, via oral, sobre o nimero de entradas nos bracos abertos
(NEBA) (A) e tempo de permanéncia no teste do labirinto em cruz elevado (B).
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Os valores numéricos representam a Média + EPM dos dois parametros analisados durante 5 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. ( ***p<0,001 vs controle;
#5<0,001 vs Rip 1-25, *p<0,001 vs Rip I-50, “p<0,001 vs DZP-1).

FIGURA 17 - Efeito da riparina I, via oral, sobre a porcentagem do nimero de entradas nos
bracos abertos (A) e a porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos (B) no
teste do labirinto em cruz elevado.
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Os valores numéricos representam a Média + EPM dos dois parametros analisados durante 5 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. ( ***p<0,001 vs controle;
©p<0,01 vs Rip 1-25, "p<0,001 , *™p<0,001 vs Rip 1-50, “p<0,001 vs DZP-1).

5.4 Avaliaciao da Atividade Antidepressiva

5.4.1 Teste Suspensao da Cauda (TSC)
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Os efeitos das administragdes intraperitoneal e oral de rip I (25 e 50 mg / kg) sobre o
tempo de imobilidade no TSC sdo mostrados na Figura 18 (A e B), respectivamente. Por via
intraperitoneal, a administracdo da droga teste reduziu significativamente o tempo de imobilidade
em relacdo ao controle [Controle: 174,5 + 9,82(11); Rip I-25: 142,1 + 11,91 (10), p < 0,05; Rip I-
50: 132,9+ 8,98 (11), p < 0,01] (Figura 18A). De modo similar, a administragdo oral da droga
teste, em ambas as doses, também diminuiu o tempo de imobilidade daquele grupo de animais
comparados ao grupo controle [Controle: 172 +7,546 (11); rip I- 25: 148,3+ 9,341 (9), P < 0,05;
rip [-50: 139,1+ 8,80 (8), P < 0,05] (Figura 18B). Conforme o esperado, a administracao
intraperitoneal de imipramina ou bupropiona (padrdes positivos) foi capaz de diminuir o tempo
de imobilidade em relagdo aos grupos controles oral e intraperitoneal [IMP-30: 26,0 = 4,56 (10),

P < 0,001], [BUP: 45,88 + 10,03 (9), P < 0,001].

FIGURA 18- Efeito da riparina I, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre o tempo de
imobilidade no teste da suspensao da cauda.
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Veiculo/Controle (agua destilada em 3% de Tween 80), riparina I (Rip I; 25 e 50 mg/kg), imipramina (IMI; 30
mg/kg) e bupropiona (BUP; 30 mg/kg) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes das observagdes
comportamentais. Os valores numéricos representam a Média = EPM do tempo de imobilidade (s) durante 6
minutos. Para anadlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc.
(*p<0,01; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle).

5.4.2 Teste do Nado Forc¢ado (TNF)
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Neste modelo, a administracdo intraperitoneal e oral de riparina I diminui
significativamente o tempo de imobilidade dos animais tratados em relacdo aos nao tratados.
Além disso, a administrag@o oral da droga teste nas doses de 25 e 50 mg/kg diminuiu o tempo de
imobilidade dos camundongos de forma dose dependente [(i.p.) Controle: 110.9 £ 6.79 (7), Rip
[-25: 69.29 £ 2.71 (7) , p < 0.001; Rip I-50: 65.71 = 3.24 (7), p < 0.001] (Figura 19 A) ¢ [(v.0.)
Controle: 102 + 4.22 (8), RipI-25: 72.14+ 7.93 (7), p < 0.001; Rip I-50: 46.63 + 4.06 (8), p <
0.001] Figura 19 B. Um perfil similar de agdo foi observado nos grupos tratados
intraperitonealmente com bupropiona [BUP-30: 41.17 £ 6.92 (6) , P < 0.001], imipramina [IMP-
10:16.86 £2.80 (7) , P <0.001] e fluoxetina [FLU-35: 49.46 £ 4.17 (13), P<0.001 ] (Figura 19
AeB).

Investigacdo de possiveis mecanismos envolvidos no efeito antidepressivo da riparina I no
TNF.

5.4.2.1 Envolvimento do sistema dopaminérgico

O efeito anti-imobilidade observado apo6s a administracdo de riparina I sozinha (50 mg /
kg, v.0.) foi significativamente inibido pelo pré-tratamento dos camundongos com sulpirida (50
mg / kg, ip) (Figura 20A) e SCH23390 (15 ng / kg, ip) (Figura 20B ) [Rip [-50: 46,63 + 4,066
(8) ; SUL-50 + Rip I-50: 157,3 £18,50 (9) p< 0,001; SCH-15 + Rip I-50: 140,0 + 5,332 (8); p<
0,001].

5.4.2.2 Envolvimento do sistema noradrenérgico

Na Figura 21 observou-se que o pré-tratamento dos camundongos com prazosina (1
mg / kg, i.p.) foi capaz de impedir o efeito antidepressivo observado apoés o tratamento com
riparina I isoladamente (Figura 21A). Resultado similar ocorreu apds o pré-tratamento com o
antagonista ioimbina (1 mg/ kg, ip) (Figura 21B): [Rip 1-50: 46,63 + 4,066 (8) ; PZS-1 + Rip I-
50: 78,57 £ 9,502 (9); IOI-1 + Rip 1-50: 106,3+ 6,625 (7); p< 0,001].
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5.4.2.3 Envolvimento do sistema serotoninérgico

O pré-tratamento com o PCPA (100 mg / kg, i.p., uma vez por dia durante quatro dias
consecutivos) preveniu significativamente a diminui¢ao do tempo de imobilidade observado apds
a administracdo de riparina I sozinha (Figura 22A). De forma semelhante, o pré-tratamento com
ritanserina (4 mg / kg, i.p.) também preveniu o efeito antidepressivo desencadeado pela
administracdo da droga teste sozinha (Figura 22B). A andlise da Figura 22 (C e D), mostrou que
os pré-tratamentos com WAY 100625 (0,1 mg / kg, i.p.) e ondansentron (0,1 mg / kg, i.p.) ndo
afetaram o desencadeamento do efeito antidepressivo observado apds a administragdo de riparina
I sozinha [Rip 1-50: 46,63 + 4,066 (8) ; PCPA + Rip 1-50: 96,00 £11,03 (10); RIT-4 + Rip 1-50:
113,2 £10,94 (7); p <0,001] ; [WAY + Rip I: 52,33 + 4,039 (8); OND + Rip [-50: 57,20 + 10,37
(9); p > 0,05].

FIGURA 19- Efeito da riparina I, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre o tempo de
imobilidade no teste do nado forcado.
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Veiculo/Controle (agua destilada em 3% de Tween 80), riparina I (Rip I; 25 ¢ 50 mg/kg), imipramina (IMI; 30
mg/kg), bupropiona (BUP; 30 mg/kg) e fluoxetina (FLU;35 mg/kg) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.)
antes das observagdes comportamentais. Os valores numéricos representam a média = E.P.M. do tempo de
imobilidade (s) durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls

como teste post hoc. (***p<0,001 vs controle; ™ p<0,01 vs Rip 1-25).

FIGURA 20. Efeito do pré-tratamento de camundongos com SUL (50 mg / kg, i.p.) (A) ou
SCH23390 (15 ug / kg, i.p.) (B) sobre a reducio do tempo de imobilidade induzida pelo

tratamento com rip I (50 mg / kg, v.0.) no TNF.
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Os valores numéricos representam a Média (s) + E.P.M. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por
Student-Newman-Keuls como teste post hoc. ( *** p <0,001 vs controle; *p <0,001 vs ripI-50; **p <0,01; ***p

<0,001 vs BUP-30).
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FIGURA 21. Efeito do pré-tratamento de camundongos com PZS (1 mg/kg, i.p.) (A) ou 101
(Img/kg, i.p.) (B) sobre a reducao do tempo de imobilidade induzida pelo tratamento com
rip I (50 mg / kg, v.0.) no TNF.
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Os valores representam a Média (s) £ E.P.M. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Student-
Newman-Keuls como teste post hoc. ( ***p<0.001 vs controle; **p < 0.001 vs ripI-50; **°p < 0.001 vs IMP-10).
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5.5 Avaliacao do Efeito Sedativo e Anticonvulsivante

5.5.1 Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital

Neste experimento foram observados os parametros tempo de laténcia do sono (LS) e
duracdo do sono (DS). Os grupos de animais que receberam a administragcdo intraperitoneal de
riparina I, nas doses de 25 ou 50 mg/kg, seguida da administragdo de pentobarbital, apresentaram
um menor tempo de laténcia do sono e um maior tempo de duragao do sono em comparacao ao
grupo controle: [(LS) Veiculo + PB-40: 346,4 + 45,13 (10); Rip [-25+ PB-40: 274,0 £11,40 (10),
p< 0,05; Rip I-50 + PB-40: 228,1 + 16,72 (8), p< 0,01] (Figura 23 A )e [(DS) Veiculo + PB-40
2114 + 272, (10); Rip I-25 + PB-40: 3324 + 433,7 (10), p< 0,05; Rip [-50 + PB-40: 3979 * 259,8
(10), p< 0,01] (Figura 24 A).

Da mesma forma, os grupos de animais que receberam a administra¢do oral de riparina
I, nas doses de 25 ou 50 mg/kg, seguida da administracdo de pentobarbital, apresentaram um
menor tempo de laténcia do sono € um maior tempo de duracdo do sono em comparagdo ao grupo
controle: [(LS) Veiculo + PB-40 429 £+ 32,61 (10); Rip I-25 + PB-40: 307,5+ 17,76 (12); Rip I-50
+ PB-40: 277,9+ 15,17 (12), p < 0,001] (Figura 23 B ) e [(DS) Veiculo + PB-40 1564 + 157,9,
(8); Rip 1-25 + PB-40: 2539 + 301,5 (10), p< 0,05; Rip I-50 + PB-40: 2805 £ 309,4 (8), p< 0,05]
(Figura 24 B).

Conforme o esperado, a administragdo de diazepam, 1 mg/kg, i.p., seguida de
pentobarbital, alterou os parametros de forma significativa, reduzindo o tempo de laténcia de
sono [DZP-1+ PB-40: 187,6 = 9,24 (10)] e aumentando a dura¢do do sono [DZP-1 + PB-40:

4327,0 +435,9 (10)] em relagdo aos grupos controle i.p. e v.o (Figuras 23 e 24).
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FIGURA 23 - Efeito da riparina I, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre a laténcia do

sono no teste do tempo de sono induzido por pentobarbital.

A

500-
- Bl ‘Vciculo + PTB-40
2 400- 3 Rip 1-25 + PTB-40
2 ) @8 Rip I-50 + PTB-40
@ 3001 Bl DZP-1 + PTB-40
=
S 200-
L]
&
= 100
-

Q-
B

500-
- Bl Veiculo + PTB-40
© 400- 1 Rip I-25 + PTB-40
5 @@ Rip I-50 + PTB-40
: 300 @R D7P-1+ PTB-40
=
IE mu-
[&
s
% 100-
-

04

Veiculo /controle (dgua destilada em 3% de Tween 80), riparina I (Ripl; 25 e 50 mg/kg) e diazepam (DZP; 1 mg/kg)
administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes das observacdes comportamentais. Os valores representam a média +
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EPM da laténcia do sono (s). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como
teste post hoc. ( ¥p<0,05; **p<0,01 ;***p<0,001 vs controle).

FIGURA 24 - Efeito da riparina I, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre a duraciao do
sono no teste do tempo de sono induzido por pentobarbital.
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Veiculo/controle (agua destilada em 3% de Tween 80), riparina I (Ripl; 25 e 50 mg/kg) e diazepam (DZP; 1 mg/kg)
foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes das observagdes comportamentais. Os valores numéricos
representam a Média + E.P.M. da duracdo do sono (s). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como teste post hoc. ( *p<0,05; **p<0,01 ;***p<0,001 vs controle).

5.5.2 Teste da Convulsdo induzida por Pentilenotetrazol

O pré-tratamento de animais com riparina I, em ambas as doses e vias, promoveu um
aumento significativo da laténcia das convulsdes (LC) em comparagdo ao pré-tratamento de
camundongos com veiculo : [i.p.:(LC) Veiculo + PTZ: 66,38+ 6,030 (9); Rip 1-25 + PTZ: 116,1%
16,31 (12), p < 0,05; Rip I-50 +PTZ: 113,7+ 14,79 (11), p < 0,05] e [v.0.:(LC) Veiculo + PTZ:
60,78 = 7,084 (12); Rip [-25 + PTZ: 90,45+ 5,141 (7), p < 0,05; Rip [-50 +PTZ: 89,00+ 5,247
(8), p <0,05] (Figura 25 A e B).

Por sua vez, o pré-tratamento com riparina I, em ambas as doses e vias, induziu o
aumento significativo da laténcia de morte [i.p. :(LM): Veiculo + PTZ: 418,0+ 45,37 (10); Rip I-
25+ PTZ: 949,1+ 177,1 (12), p < 0,05; Rip I-50 +PTZ: 1252+ 221,9 (11), p<0,01] e [v.0.: (LM):
Veiculo + PTZ: 127,5 £ 16,36 (12); Rip [-25 + PTZ: 222,2+ 28,41 (7), p < 0,05; Rip 1-50 +PTZ:
237,2+ 27,90 (8), p <0,05] (Figura 26 A e B).

De acordo com o esperado, o diazepam, 1 mg/kg, aumentou a laténcia da convulsio
[DZP-1: 180,1 £ 11,16 (10)] comparando com os controles i.p. € v.o. (Figuras 25 e 26).

A percentagem de sobrevivéncia dos animais tratados com riparina I, por via
intraperitoneal, foi de 20% na dose de 25 mg/kg e de 50% na dose de 50 mg/kg . Contudo, os
animais tratados por via oral ndo sobreviveram, contrastando com o alto indice de sobrevivéncia

do grupo tratado com diazepam, ou seja, 100% .



FIGURA 25 - Efeito da riparina I, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre a laténcia das
convulsoes no Teste da Convulsido induzida por Pentilenotetrazol.
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Veiculo/controle (dgua destilada em 3% de Tween 80), riparina I (RipI; 25 e 50 mg/kg) e diazepam (DZP; 1 mg/kg)
foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes das observagdoes comportamentais. Os valores numéricos
representam a Média + E.P.M. da laténcia da convulsdo (s). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como teste post hoc. ( *p<0,05; ***p<0,001 vs controle).

FIGURA 26 - Efeito da riparina I, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre a laténcia de
morte no Teste da Convulsio induzida por Pentilenotetrazol.
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Veiculo (controle), riparina I (Ripl; 25 e 50 mg/kg) e diazepam (DZP; 1 mg/kg) foram administrados 30 (i.p.) ou 60
min (v.0.) antes das observagdes comportamentais. Os valores numéricos representam a média + E.P.M. da laténcia
de morte (s). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc.
(*p<0,05 ;**p<0,01;***p<0,001 vs controle).
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DISCUSSAO

6 DISCUSSAO

A medicina popular, baseada no uso de plantas, desfruta de uma posicdo respeitavel,
especialmente nos paises em desenvolvimento, onde a disponibilidade de servicos de saude
modernos ¢ limitado (AGRA et al., 2007). Conforme Silva (2010) e Calixto, (2003), consideravel
porcentagem da populacdo utiliza plantas medicinais nos cuidados primarios de saude, o que
torna perceptivel o acentuado interesse na incorporacdo do uso destas pela medicina
convencional.

Mas as supostas propriedades terapéuticas desses produtos precisam possuir validade
cientifica para serem prescritos pela comunidade médica como produtos fitoterapicos, sendo,
portanto imprescindiveis a investigacdo cientifica e a comprovagdo de seguranca e eficacia
(SANTOS et al., 2007). Diante do exposto, ¢ de fundamental importancia que haja estudos pré-

clinicos de screening para investigacdo de novas substincias, e posteriormente que sejam
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realizados estudos mais aprofundados com relagdo ao potencial farmacologico e seguranca da
droga.

O interesse do Laboratorio de Neurofarmacologia em pesquisar compostos
biologicamente ativos aliado ao fato das riparinas apresentarem em sua estrutura quimica a
tiramina, uma amina simpaticomimética de a¢ao indireta, levou-nos a testar os efeitos centrais da

riparina I em modelos animais comportamentais de ansiedade, depressao, sono e convulsao.

Embora ndo se possa provar que o animal vivencie a ansiedade da mesma maneira que o
ser humano, diferentes modelos comportamentais em roedores permitem avaliar padroes
comportamentais bem esclarecidos na literatura. Através da observacdo de mudangas
comportamentais e periféricas, induzidas por situagdes estressantes, ¢ possivel detectar e
comparar a ansiedade entre grupos de animais (OHL, 2001). Por isso, ratos e camundongos sao
expostos a estimulos externos (p.ex. novos ambientes) ou internos (p.ex. substincias
ansiogénicas) capazes de causar comportamentos defensivos que se traduzem por uma inibigao
comportamental que podem assumir a forma de imobilidade ou de supressdo de uma resposta

normal (PRUT, 2003; JUNG et al., 2002).

O aparecimento dos benzodiazepinicos (BZP) hd mais de quatro décadas contribuiu para
uma melhor compreensao das bases neuroldgicas da ansiedade e mostrou-se efetivo em muitos
casos, mas alguns fatores tem direcionado a pesquisa para novos e melhores agentes ansioliticos.
E geralmente aceito que a efetividade dos BZP se restringe apenas aos transtornos generalizados
de ansiedade, fobia social e sindrome do panico, além disso, a administracdo desse tipo de
farmaco pode induzir amnésia anterégrada, tolerancia e dependéncia fisica (KAPLAN;

SADOCK, 2005).

Varios farmacos, provenientes de diversas classes terapéuticas, t€ém comprovada eficacia
no manejo de transtornos ansiosos, entretanto, todas essas substancias apresentam inconvenientes
que também justificam a busca por novos compostos ansioliticos. Para ilustrar essa situacao,
ressalta-se a baixa adesdo a terapia com antidepressivos entre portadores de transtornos ansiosos,
sendo um problema comum e multifatorial, que pode estar associada, por exemplo, a demora do
efeito terapéutico e a disfun¢do sexual (NEMEROFF et al., 2003). A literatura na area apresenta
muitos estudos pré-clinicos e clinicos sobre a efetividade de plantas medicinais/fitoterapicos nos

transtornos ansiosos ( FAUSTINO et al., 2010).
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Drogas que reduzem a atividade serotoninérgica central, tais como, a buspirona
(agonista parcial do receptor 5-HT;4) € o ondansetron ( antagonista 5-HT;) apresentam efeitos
ansioliticos, mas ndo causam indu¢do do sono, desviando assim, um pouco a atengdo dos
benzodiazepinicos cldssicos. Por outro lado, outros estudos sugerem que drogas que reduzem a
ativagdo glutamatérgica poderiam ter utilidade em intervengdes imediatas sendo possivelmente
desprovidos de efeitos sedativos ou indutores de dependéncia (CAROBREZ et al., 2003).

No presente trabalho foi executado inicialmente uma avaliacdo do comportamento
animal no teste do campo aberto, visto que a literatura demonstra que através dessa analise pode-
se inferir a respeito da influéncia da droga teste sobre o nivel de excitabilidade do SNC e dessa
forma, visa-se reduzir a probabilidade de resultados falso-positivos em teste posteriores

(MANSUR et al., 1971).

Sabe-se, por exemplo, que a diminuicdo da ALE pode estar relacionada a sedagdo
resultante da depressdo do SNC (OZTURK et al., 1996; PEREZ et al., 1998) , enquanto que o
aumento desse parametro pode estar associado a um efeito psicoestimulante. Substancias
psicoestimulantes, tais como a anfetamina e a cafeina, promovem aumento da ALE em animais e
humanos gerando resultados falso-positivos em testes para avaliagdo de atividades ansiolitica e

antidepressiva ( PELLOW et al., 1985; MUELLER et al., 1989).

Diante do exposto, pode-se enfatizar que no presente estudo os efeitos observados apos a
administracdo de riparina I nos testes comportamentais de ansiedade e depressdo ndo sdo
resultado de interferéncia sobre a atividade locomotora, visto que a administragdo da substancia
teste nao alterou a ALE dos animais no teste do campo aberto. Diferentemente disso, o diazepam,
na dose de 2 mg/kg diminuiu a ALE no teste do campo aberto mostrando seu potencial efeito
sedativo nesta dose. Vale ainda ressaltar que o fato dos efeitos ansioliticos e antidepressivos da
riparina I ndo serem acompanhados de um efeito sedativo no campo aberto, aumenta o interesse
sobre essa substancia, visto que a sedacdo € uma caracteristica comum e indesejavel da maioria

dos ansioliticos disponiveis.

Além da ALE, o rearing e o grooming também foram observados no teste do campo
aberto. A atividade de rearing em roedores ¢ descrita como um comportamento esteriotipado
complexo (DANDIYA et al., 1969), sendo um parametro de interpretagdo variavel na literatura.

Alguns autores descrevem que o rearing reflete um comportamento exploratério do animal
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(JOHANSSON; AHLENIUS, 1989) e, portanto a administragdo de substancias ansioliticas
poderiam induzir um aumento da atividade de rearing ou nao alterd-la (YOUNG; JOHNSON,
1991). Por outro lado, alguns estudiosos relacionam tal parametro com os niveis de excitabilidade

do SNC e sugerem que a administracdo de agentes ansioliticos e sedativos diminuem o rearing

(CUNHA; MASUR, 1978; HUGHES,1972).

Neste trabalho, a administragao de riparina I nas doses e vias testadas nao reduziu o
nimero de rearing. Enquanto que a administragdo de diazepam na dose de 2 mg/kg reduziu esse
parametro, demonstrando que em uma dose sedativa este pardmetro ¢ significativamente
diminuido. Desse modo, nossos resultados nos fazem sugerir que o efeito induzido pela riparina I
no LCE e placa perfurada nao sdo sedativas o suficiente para alterar o comportamento de rearing

no campo aberto.

Com relagdo ao grooming, a literatura refere que o aumento deste comportamento pode
ser observado em roedores apreensivos (ARCHER, 1973), e em um grande numero de estudos,
pesquisadores observaram que a administracdo de drogas ansioliticas reduzem este parametro no
teste do campo aberto (BARROS ef al., 1994; DUNN et al., 1981; MOODY et al., 1993). Em
nosso estudo, houve uma reducdo significante do nimero de grooming induzida pela
administracdo de riparina I, em ambas as doses e vias utilizadas, sugerindo a atividade ansiolitica

da riparina 1.

A fim de reduzir viés, adotaram-se no presente estudo algumas medidas durante a
execucdo do teste do campo aberto que tem como premissa a aversdo de roedores a ambientes
desconhecidos e desprotegidos (BARNETT, 1975; TREIT; FUNDYTUS, 1989). Tendo em vista
que nos experimentos onde ha uma area definida, como no campo aberto, os roedores tipicamente
comecam a explorar a regido proxima as paredes, evitando a parte aberta, iniciou-se o teste
colocando o animal no centro da area. Outro ponto causador de estresse ¢ o nivel de iluminagdo
do ambiente, sendo uma area clara mais aversiva para roedores, portanto produzindo uma aversao
mais pronunciada do que uma 4rea escura. Dessa maneira, em nossos experimentos, 0s animais

foram colocados em uma sala fechada fracamente iluminada com uma luz vermelha de 15W.

Considerando que um déficit na coordenagdo motora poderia afetar o desempenho dos
animais nos modelos de ansiedade e depressdo, foi também investigado os efeitos da riparina I no

teste da barra giratoria, rota rod. Este teste proposto por Dunham e Miya, (1957) avalia o
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potencial efeito de relaxamento muscular ou incoordenagdo motora de substancias (CARLINI;
BURGOS, 1979). Quanto mais intenso for o efeito relaxante muscular menos tempo o animal
conseguird se equilibrar sobre a barra giratéria. Ressalta-se, no entanto, que se trata de um
método nao-especifico, uma vez que mede indistintamente, efeitos neurologicos, estimulantes e
depressores sobre a coordenagdo motora, aos quais também ¢ atribuido o termo neurotoxicidade

(DALLMEIER; CARLINI, 1981).

No presente estudo, a riparina I ndo alterou a coordenag¢do motora no teste do rota rod,
nas doses e vias utilizadas, diferenciando-se do diazepam, que na dose de 2 mg/kg apresentou
significativo efeito relaxante muscular, visto que diminuiu o tempo de permanéncia na barra
(PEREZ et al., 1998; AMOS et al., 2001). Estes resultados indicam que as agdes da riparina I,
provavelmente, sdo desprovidas de efeito relaxante muscular, mas resultantes de uma possivel

acao central.

A investigacdo sobre o potencial efeito ansiolitico da riparina I teve sequéncia com a
exposi¢ao de camundongos aos aparatos labirinto em cruz elevado (LCE) e placa perfurada (PP).
A premissa desses testes basea-se na aversdo que roedores t€m a locais elevados, abertos e
desconhecidos, o que tende a afastd-los, pois sdo considerados instintivamente locais
potencialmente perigosos. Portanto, quanto mais os animais se expdem a situacdes consideradas
perigosas, isto ¢, aos bracos abertos do LCE e aos orificios da placa perfurada, supde-se que

menos “ansiosos’ estardo. (TREIT et al., 1993; BOISSIER; SIMON, 1962).

No teste da placa perfurada avaliamos o comportamento exploratério dos roedores
através do parametro niimero de imersdes (head dips). Neste modelo, doses nio-sedativas de
benzodiazepinicos e outras drogas ansioliticas, aumentam o numero de head dips dos
camundongos. Por outro lado, a reducao do comportamento de head dip pode refletir um estado
ansiogénico do animal. Dessa forma, ambos os estados ansiolitico e ansiogénico podem ser
avaliados usando o referido teste comportamental (CRAWLEY, 1985; FILE; WARDILL, 1975;
TAKEDA et al., 1998).

O LCE foi usado para confirmar o efeito ansiolitico da riparina I evidenciado
anteriormente nos teste do campo aberto e da placa perfurada. No referido modelo, ¢ esperado
que animais ndo tratados com ansioliticos gastem mais tempo nos bragos fechados devido a

ansiedade filogeneticamente determinada (TREIT et al., 1993). O modelo em questdo ¢ mais
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popular para pesquisas de novos agentes ansioliticos do tipo benzodiazepinicos, haja vista sua
sensibilidade em detectar efeitos ansioliticos de drogas que agem no receptor
GABA./Benzodiazepinico. De fato, varios estudos demonstram diferengas de resultados entre o
diazepam, um benzodiazepinico, e a buspirona, um agonista serotonérgico parcial, sobre o
aparato LCE. Enquanto que o DZP produz efeitos ansioliticos sobre no referido teste, a buspirona
apresenta resultados muito variaveis (PELOW et al, 1985; RODGERS et al, 1997,
ZANGROSSI et al., 1997).

Em nosso estudo, conforme o esperado, o diazepam, aumentou de forma significativa
todos os parametros indicativos de efeito ansiolitico ¢ a administragdo de riparina I em ambas as
doses e vias testadas promoveu um efeito ansiolitico no LCE e na PP que nao ¢ influenciado por
alteracdes na atividade locomotora, conforme evidenciado anteriormente no teste do campo

aberto, descartando a possibilidade de falsos positivos nestes testes.

Considerando o potencial efeito ansiolitico da riparina I apresentado no LCE e PP,
resolvemos investigar o possivel envolvimento do sistema gabaérgico neste efeito. Para isto
escolheu-se pré-tratar os animais com flumazenil e utilizar o aparato LCE por este ser mais
sensivel na triagem de drogas ansioliticas do tipo benzodiazepinicas (PELOW et al. 1985;
RODGERS et al. 1997). De acordo com trabalhos anteriores, a administragdo de flumazenil,
antagonista competitivo do receptor GABA A»/Benzodiazepinico, ¢ capaz de prevenir no LCE os
efeitos ansioliticos do diazepam e de drogas com mecanismos de acdo similares (MELO et al.,

2009; DE ALMEIDA et al., 2012).

A analise dos resultados indicou que o flumazenil reverteu o efeito ansiolitico da riparina
I em todos os parametros analisados, do mesmo modo que reverteu os efeitos do diazepam,
sugerindo assim, que a administracdo de riparina I desencadeia um efeito ansiolitico, e, este efeito
parece estar relacionado com o sistema gabaérgico, mais especificamente com os receptores

GABA 4+/Benzodiazepinico.

Segundo a literatura, os benzodiazepinicos agem como ansioliticos e anticonvulsivantes
em doses mais baixas do que aquelas necessarias para gerar um efeito hipnotico e relaxante
muscular (ONAIVI et al., 1992; WOLFFGRAMM et al.,, 1994). Em nosso estudo, foram
utilizadas doses mais elevadas (2 mg/kg) de diazepam nos testes do campo aberto e do rota Rod

por causar efeito sedativo e interferir na atividade locomotora causando relaxamento muscular.
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Nos testes da placa perfurada e LCE, a dose utilizada foi de 1 mg/kg para evidenciar o seu efeito
ansiolitico. Baseado no fato de que o diazepam possui efeito ansiolitico e também apresenta
efeito sedativo, resolvemos verificar o efeito sedativo/hipndtico da riparina I no teste do tempo do
sono induzido por pentobarbital e o efeito anticonvulsivante no teste da convulsdo induzida por

pentilenotetrazol.

O teste do tempo de sono induzido por pentobarbital nos permite verificar se
determinada droga teste ¢ capaz de potencializar o efeito depressor do pentobarbital s6dico. Na
literatura consta que a diminui¢do da laténcia do sono e o aumento da duracdo do sono sdo
desencadeados classicamente por drogas depressoras do SNC (WILLIANSON et al.,
1996).Entretanto este teste ndo ¢ especifico visto que drogas desprovidas de acao central também
apresentem resultados positivos nesse teste, como por exemplo a adrenalina e a histamina, ou
mesmo inibidores do metabolismo do pentobarbital como o dactylyne, extraido da Aplysia
dactylomela (RILEY; SPINKS, 1958; KAUL; KULKARNI, 1978).

No presente trabalho foi detectado que apds a administragdo da riparina I, em ambas
doses e vias testadas, e de pentobarbital houve uma diminui¢do da laténcia do sono e um aumento
da duragdo do sono em relagdo ao grupo controle, indicando que neste teste possivelmente houve
uma somatoria de efeitos depressores centrais desencadeados pelas duas substincias. No entanto,
a administracao isolada de riparina I , nas doses de 25 e 50 mg/kg, parece nao deprimir o SNC a
ponto de causar efeito hipnético, € o que sugere nossos resultados do campo aberto, onde foi
constatado que a riparina I ndo altera a atividade locomotora espontanea em relagdo ao controle.
Assim, é possivel que a riparina I, por si s6, ndo apresente um potencial hipnotico nas doses
administradas, mas como se trata, provavelmente, de uma droga que age em receptores
GABA./Benzodiazepinico esta interagdo pode ter contribuido para uma potenciacdo do efeito
depressor central induzido pelo pentobarbital.

As convulsdes sdo resultado de descargas neuronais excessivas € sincronicas provocadas
por estimulo excitatorio, mediado principalmente pelo glutamato, o principal neurotransmissor
excitatorio, mas também podem ser devidas a uma insuficiente inibicdo mediada pelo
neurotransmissor inibitorio GABA (YACUBIAN, 2008). Aquelas do tipo tdnico-clonica
generalizadas podem ser observadas em animais ap6s a administracdo de drogas convulsivantes
com o objetivo de auxiliar na triagem de substancias anticonvulsivantes (SWINYARD, 1949;

SWINYARD et al., 1952).
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O PTZ ¢é um derivado tetrazolico com acdo convulsivante extensamente utilizado no
rastreamento de agentes anticonvulsivantes em animais. Essa substancia  atua de forma
semelhante a bicuculina, induzindo convulsdes por inibir canais de ions cloreto associados a
receptores GABAA (LOWSON et al., 1991; STONE, 1970). De maneira geral, o PTZ permite a
identificacdo eficaz de compostos contra crises de auséncia e permite uma avaliacdo genérica do
potencial anticonvulsivante de uma droga que atue em receptores GABAA, (KUPFERBERG;
SCHMUTZ, 1997), como o diazepam, por exemplo.

No presente trabalho, como esperado, o tratamento com diazepam aumentou a laténcia
da convulsio e gerou 100% de sobrevivéncia dos animais, confirmando seu efeito
anticonvulsivante. A admistracdo de riparina I aumentou a laténcia da convulsdo e a laténcia de
morte, em ambas vias e doses utilizadas, e gerou uma percentagem de sobrevivéncia de 20% na
dose de 25 mg/kg e de 50% na dose de 50 mg/kg, por via intraperitoneal, indicativos de um
possivel efeito anticonvulsivante. Este efeito pode estar relacionado com o sistema gabaérgico,
como nos fez sugerir a andlise dos dados obtidos no teste do labirinto em cruz elevado quando
confirmamos o envolvimento do receptor GABA s»/Benzodiazepinico apos a administracdo de

flumazenil.

Adiante, investigamos o possivel efeito antidepressivo da riparina I nos testes suspensao
da cauda e nado for¢ado. Essa investiga¢dao foi impulsionada por trés motivos: o primeiro esta
relacionado a alta incidéncia mundial de casos de depressdo; o segundo, a heterogeneidade da
resposta clinica as drogas antidepressivas e estabilizadoras do humor atualmente disponiveis e, o
terceiro, a susceptibilidade aos efeitos adversos (LERER; MACCIARDI, 2002).

Os dois modelos animais em questdao, TSC e TNF, sdo os mais amplamente utilizados
para screening de drogas com efeito antidepressivo (BASSO et al., 2009; FRANKOWSKA et al.,
2007), e apresentam facilidade de uso, confiabilidade, especificidade e sensibilidade a
administracdo aguda de antidepressivos (HENNINGSEN et al., 2009).

Nestes modelos, os animais sdo expostos a situagdes estressantes e inescapaveis que
geram um comportamento inicial de luta/fuga. Esse comportamento tende a diminuir ao longo do
experimento, sendo alternado com periodos de imobilidade. Considera-se que esta imobilidade
estd relacionada a um comportamento de desespero e depressao mental. Portanto, a diminuigao
significativa do tempo de imobilidade de um grupo padrao-positivo ou teste em relagdo ao grupo

controle, sugere uma resposta antidepressiva (STERU et al. 1985).
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Estudos tém demonstrado que a exposicdo a eventos estressantes aumentam a
vulnerabilidade a depressdo. Aparentemente, a exposicao ao estresse tem por consequéncia um
efeito neurotdxico sobre o hipocampo, provavelmente mediado pelo aumento de glicocorticdides,
que predispde ao desenvolvimento da depressio (MCEWEN, 2000, BROWN et al., 1999,
HENNINGSEN et al., 2009).

Os modelos agudos de depressao sdao induzidos rapidamente em uma ou duas sessoes ¢
podem responder a administragdo aguda ou subcronica de antidepressivos (KITADA et al.,
1981). Em nosso estudo, assim como outros (MELO et al., 2011, GOMES et al., 2011) a
depressao foi induzida em apenas uma sessao.

Embora permaneca controversa a relacao entre a imobilidade animal desencadeada nos
modelos e a depressdo humana, uma grande variedade de compostos antidepressivos e com
potencial antidepressivo reduzem o tempo de imobilidade nos testes de TSC e TNF (MELO et
al., 2011; GOMES et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011). Além disso, demonstrou-se em outro
estudo que camundongos geneticamente modificados que apresentavam supressao da enzima
monoamino oxidase (MAO) tiveram uma diminuigdo significativa no tempo de imobilidade no
TNF em relagdo aos animais do grupo controle, fato que fortalece a relagdo entre a imobilidade
animal e a depressdo humana (CASES et al.,1995).

Em nosso estudo, demonstrou-se no TSC que a administragdo de riparina I, em ambas as
doses e vias utilizadas, diminuiu de forma significativa o tempo de imobilidade indicando o
potencial efeito antidepressivo da substancia teste. Para corroborar com esses resultados, foi
realizado o TNF.

O TNF parece ser mais sensivel em detectar drogas com atividade antidepressiva que o
TSC, pois doses menores de antidepressivos, como imipramina 10mg/kg e fluoxetina 35 mg/kg,
sdo suficientes para desencadear um efeito antidepressivo (THIERRY et al., 1986; CRYAN et al.,
2005).

No presente estudo, a administragdao de riparina I diminuiu significativamente o tempo
de imobilidade em ambas as vias e doses utilizadas no TNF, confirmando o efeito antidepressivo
observado no TSC. A imipramina (10 mg/kg) usada como padrio positivo também desencadeou
diminui¢do do tempo de imobilidade nesse teste, conforme o esperado.

A reducao do tempo de imobilidade desencadeado pela administragdo da substancia teste

nos modelos TSC e TNF parece ndo estar relacionada com um aumento da atividade locomotora,
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mas sim com um efeito antidepressivo, pois nessas doses nao foi observado alteragdo da atividade
locomotora espontanea dos animais no teste do campo aberto.

A fim de se investigar o possivel envolvimento do sistema monoaminérgico no efeito
antidepressivo disparado pela droga teste, submetemos os animais ao TNF apds a administracdo
combinada de riparina I com antagonistas farmacoldgicos da transmissdo monoaminérgica. A
dose de riparina I escolhida para a realizagao dos estudos dos mecanismos envolvidos no efeito
antidepressivo foi a de 50 mg/kg, visto que as duas doses da substancia teste desencadearam
efeitos antidepressivo semelhantes.

Sabe-se que o sistema monoaminérgico ¢ um dos mais importantes alvos na
fisiopatologia e tratamento da depressdo. Esta desordem tem sido associada a deficiéncia
funcional da neurotransmissdo monoaminérgica e, atualmente, a maioria dos antidepresivos
usados na clinica exercem seus efeitos primarios através de regulacdo das concentracdes
sindpticas desses neurotransmissores (KULKARNI et al., 2008; MACHADO et al., 2009).

Estudos demonstram que o sistema dopaminérgico desempenha um papel na regulagao
do humor (DAILLY et al., 2004) e que a potenciacdo da neurotransmissdo dopaminérgica
induzida por tratamentos antidepressivos cronicos pode contribuir para o seu efeito terapéutico
(D’AQUILA et al., 2000). Além disso, ha também uma quantidade consideravel de evidéncias
farmacologicas sobre a eficacia dos antidepressivos com efeitos dopaminérgicos no tratamento da
depressao (PAPAKOSTAS, 2004).

Para verificar a possivel participagdo do sistema dopaminérgico na mediacdo do efeito
antidepressivo da riparina I, pré-tratamos diferentes grupos com SCH23390 (antagonista dos
receptores dopaminérgicos do tipo D;) ou com sulpirida (antagonista dos receptores
dopaminérgicos do tipo D») e, posteriormente, administramos nestes mesmos grupos de animais a
riparina I, por via oral. Pode-se observar em seguida que o tempo de imobilidade no TNF foi
significativamente maior naqueles grupos pré-tratados com os antagonistas dos receptores D, ou
D, do que nos grupos tratados apenas com riparina I. A analise deste resultado nos faz sugerir que
o efeito antidepressivo da riparina I, assim como o da bupropiona, depende da disponibilidade
dos receptores D; e D.. Estes resultados estdo de acordo com dados da literatura que indicam que
ambos os receptores D, e D, podem desempenhar um papel na depressao (YAMADA et al., 2004;
TEIXEIRA et al., 2011).
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Em paralelo com o sistema dopaminérgico, o sistema noradrenérgico também tem sido
alvo valioso de antidepressivos. A depressao parece estar associada, pelo menos em parte, a uma
hipofuncdo do sistema noradrenérgico, e alguns antidepressivos agem aumentando a
disponibilidade sinaptica de norepinefrina (ELHWUEGI, 2004; TAYLOR, 2005). Estudiosos
demonstraram uma possivel participacdo dos adrenoceptores a; € o, na mediagdo de respostas a
drogas antidepressivas em modelos de depressao (KITADA et al., 1983; DANYSZ et al., 1986;
MASUDA et al., 2001, MELO et al, 2011). No presente estudo, o pré-tratamento de
camundongos com prazosina (antagonista o,—adrenérgico) e ioimbina (antagonista o-
adrenérgico) foi capaz de reverter o efeito antidepressivo da riparina I. Estes resultados indicam
que a droga teste pode exercer o seu efeito no TNF, pelo menos em parte, ao interagir com

adrenorreceptores o, € .

Conforme o grande numero de estudos experimentais e clinicos demonstra, o sistema
serotoninérgico esta fortemente associado a regulacdo neural do humor e, anormalidades na
neurotransmissao serotoninérgica estdo presentes na patofisiologia da depressio (WONG;
LICINIO, 2001). De fato, drogas que afetam a neurotransmissdo serotoninérgica, como 0s
inibidores da recaptagdo de 5-HT nos terminais nervosos e os inibidores do metabolismo das
monoaminas (Inibidores da MAO) sdo eficazes no tratamento da depressao (WONG; LICINIO,
2001; ELHWUEGI, 2004). Neste sentido, decidimos também elucidar o possivel envolvimento
do sistema serotoninérgico no efeito antidepressivo de riparina I.

O PCPA, inibidor da triptofano hidroxilase, foi administrado por quatro dias
consecutivos , na dose de 100 mg/kg. Estudos t€ém demonstrado que a administragdo do PCPA em
camundongos reduz as reservas endogenas de 5-HT em 60%, sem alterar os niveis de
noradrenalina e dopamina (WANG et al., 2008).

Em nosso estudo, o pré-tratamento dos animais com PCPA, reverteu o efeito anti-
imobilidade da riparina I no TNF. Devido a este resultado, sugerimos que a agdo antidepressiva
da substancia teste esta relacionada, pelo menos em parte, com a ativagao central de receptores
serotoninérgicos. Diante do exposto, investigamos a possivel participacdo de alguns receptores
serotoninérgicos no efeito anti-imobilidade observado no TNF.

Dessa forma, demonstrou-se que o efeito anti-imobilidade induzido pela droga teste foi
bloqueado pelo pré-tratamento com ritanserina (antagonista do receptor 5-HT,a,c) mas nao pelo

pré-tratamento com WAY (antagonista do receptor 5-HT;x) ou com ondansetron (antagonista
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receptor 5-HT;). Este resultado indica que os receptores 5-HTsanc estdo envolvidos no
mecanismo de acdo da riparina I, mas nao os receptores 5-HT;s e 5-HT;. Outras pesquisas
também mostraram evidéncias do envolvimento de receptores serotoninérgicos 5-HT,4/c no efeito
antidepressivo de substancias corroborando com nossos resultados (ELHWUEGI, 2004; JESSE
etal.,2010).

CONSIDERACOES FINAIS
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A investigacdo dos efeitos farmacologicos centrais relacionados a administragdo aguda

de riparina I em camundongos permitiu elaborar as seguintes consideragdes finais:

v No teste do campo aberto, ndo alterou a atividade locomotora espontanea dos animais e

nem o rearing, mas diminui o grooming, sugerindo a¢do ansiolitica.

v No teste do rota rod, foi desprovida de efeito relaxante muscular.

v No teste do labirinto em cruz elevado e placa perfurada, testes classicos para o estudo de
substancias com potencial ansiolitico, aumentou todos os parametros analisados sugerindo uma

possivel agdo ansiolitica, corroborando com o resultado do grooming.

v A acdo ansiolitica, desprovida de agdo sedativa, parece estar relacionada com o receptor
GABA./Benzodiazepinico, visto que este efeito foi revertido pelo flumazenil, antagonista

benzodiazepinico.

v Apresentou um efeito antidepressivo em dois modelos animais classicos preditivos de

propriedades antidepressivas: teste do nado for¢ado e teste da suspensao da cauda.

v O efeito antidepressivo ndo estéd relacionado com um efeito psicoestimulante e parece ser
mediada, pelo menos em parte, por uma interacdo com os sistemas dopaminérgico (receptores D,

e D»), noradrenérgico (receptores a,; € a,) e serotonérgico (receptor S-HTaanc) .

v No teste do tempo de sono induzido por pentobarbital, reduziu o tempo de laténcia de

sono e aumentou a duracdo do sono, sugerindo uma agdo potencializadora do efeito do
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barbittrico. Entretanto, acerca deste teste, mais estudos devem ser realizados, considerando sua

inespecificidade.

v No teste da convulsao induzida por pentilenotetrazol, a riparina I aumentou as laténcias de
convulsdo e de morte, sugerindo assim um possivel efeito anticonvulsivante, que pode estar
relacionado com o sistema gabaérgico devido a sua interagdo com o receptor

GABA s/Benzodiazepinico, como visualizado no teste do labirinto em cruz elevado.
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CONCLUSOES

8 CONCLUSOES

Em suma, através da andlise comportamental apresentada no presente trabalho,
demonstrou-se que a administra¢do da riparina I nas doses de 25 e 50 mg/kg produziu um efeito
ansiolitico, anticonvulsivante e potencializador do tempo de sono barbitirico e que nestas
mesmas doses niao apresentou efeito estimulante motor ou relaxante muscular. Além disso, a
riparina I demonstrou um efeito antidepressivo em dois modelos animais classicos preditivos de
propriedades antidepressivas (TSC e TNF) e esta acdo nao estd relacionada a um efeito
psicoestimulante, mas parece ser mediada, pelo menos em parte, a interagdo com os sistemas
dopaminérgico (receptores D; e D,), noradrenérgico (receptores o, € 0,) € serotoninérgico

(receptores 5-HTanc).

Esse estudo, portanto, fornece evidéncias experimentais e abre perspectivas para
estudos posteriores que podem culminar com uma futura utilizagdo terapéutica da riparina I no
tratamento em quadros de depressdo, ansiedade, insonia e convulsdo. Entretanto, estudos
posteriores mais aprofundados far-se-ao necessarios para confirmar os mecanismos envolvidos
nos efeitos apresentados pela riparina I, como por exemplo, dosagem da concentracdo de

monoaminas ¢ metabdlitos e também estudos de binding, entre outros.
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