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RESUMO

AVALIACAO DOS EFEITOS NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL E
ESTRESSE OXIDATIVO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Petiveria
alliacea L. (Phytolacaceae).

Introducdo : Petiveria alliacea L., conhecida popularmente como Mucuracaa,
pertencente a familia Phytolacaceae. Preparacfes desta planta tém sido
amplamente utilizadas na medicina popular como sedativo, no tratamento da
“memoéria fraca”, entre outros. Devido as suas caracteristicas sedativas,
procurou-se avaliar a atividade ansiolitica a partir dos efeitos comportamentais
e de estresse oxidativo ap0s a administracdo do extrato hidroalcoodlico (EHA)
em ratos adultos. Métodos : A planta foi coletada no municipio de Acara/Pa e
suas folhas, talos e raizes foram tratados, depois macerados com etanol 70% e
obtido o extrato. Ratos Wistar machos e fémeas (n=5-10 por grupo) foram
tratados com agua e comida ad libitum e divididos em grupos: Controle, que
recebeu solucdo salina; P. alliacea L., que receberam 900mg/Kg; diazepam
(DZP) 1mg/Kg, como controle positivo para a atividade ansiolitica; fluoxetina
(FXT) 10mg/Kg, como controle positivo para avaliar a atividade antidepressiva
e cafeina(CAF) 10mg/Kg, como controle positivo para efeito mnemoénico. Os
testes comportamentais foram: campo aberto para a atividade ansiolitica e
estimulatéria, nado forcado para atividade antidepressiva, LTE para efeito
mnemaonico. Os testes de estresse oxidativo foram: TEAC para a dosagem de
antioxidante total, dosagem do malondialdeido, dosagem de nitritos e nitratos e
dosagem de metemoglobina. Resultados/Discusséo: O tratamento com P.
alliacea L. aumentou a atividade locomotora central e total dos ratos sugerindo
atividade ansiolitica e estimulante; reduziu o tempo de imobilidade conferindo
atividade antidepressiva e aumento na laténcia nos bragos fechados na fase de
teste do LTE demonstrando atividade mnemonica positiva. Nos parametros de
estresse oxidativo, a espécie apresentou reducdo na capacidade antioxidante
total e aumento das taxas de metemoglobina, sugerindo atividade pro-oxidante.
Conclusdo: Podemos concluir que o extrato possui atividade ansiolitica,
atividade antidepressiva e atividade pré-oxidante. Entretanto, outros estudos
sdo necessarios para confirmar essas atividades.

Palavras-chave: Ansiedade; depresséao; estresse oxidativo; memaria; Petiveria
alliacea L.
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1 INTRODUCAO



1.1 Plantas medicinais

O uso de plantas para fins terapéuticos, cura ou prevencao de doencas,
€ uma das praticas medicinais mais antigas da humanidade. No inicio da
década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que de 65-
80% da populagdo dos paises em desenvolvimento dependia das plantas
medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude
(VEIGA JUNIOR et al. 2005).

O exercicio da fitoterapia representa uma pratica sociocultural da
comunidade, que vem sendo aceita e utilizada por diversos profissionais da
saude do mundo todo, ainda que estes tenham sido formados em instituicées
pertencentes a um modelo biomédico-farmacolégico de atencao a saude. Estes
produtos sao utilizados com diversas finalidades, sob diversas combinacdes
(com medicamentos alopaticos, homeopaticos, entre outros) baseadas em
evidéncias histdéricas ou pessoais, onde geralmente ndo é atribuido nenhum
evento adverso (SILVEIRA et al. 2008; PEIXOTO NETO e CAETANO, 2005).

Apesar da evolucdo da medicina alopatica a partir da segunda metade
do século XX, existem obstaculos basicos na sua utilizacao pelas populacdes
carentes, que vao desde o acesso aos centros de atendimento hospitalares
realizacdo de diagnostico e acesso de medicamentos. Estes motivos,
associados a facil obtencdo e a tradicdo do uso das plantas medicinais,
contribuem para sua utlizacdo pelas populacbes dos paises em
desenvolvimento (VEIGA JUNIOR et al. 2005).

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com
pouca ou nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacologicas,
propagadas por usuarios ou comerciantes. Muitas vezes estas plantas sao,
inclusive, empregadas para fins medicinais diferentes daqueles utilizados pelos
silvicolas. Comparada a toxicidade dos medicamentos usados nos tratamentos
convencionais, a toxicidade de plantas medicinais e fitoterapicos pode parecer

trivial. Isto, entretanto, ndo é verdade, a toxicidade das plantas medicinais é um



problema sério de saude publica. Os efeitos adversos dos fitomedicamentos,
possiveis adulteracdes e toxicidade, bem como acado sinérgica com outras
drogas ocorrem comumente. As pesquisas realizadas para avaliacdo do uso
seguro de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda sdo incipientes,
assim como o controle da comercializacdo pelos 6rgédos oficiais nas feiras
livres, mercados publicos ou lojas de produtos naturais (VEIGA JUNIOR et al.
2005).

Hoje, sdo encontrados alguns estudos sobre plantas da biodiversidade
amazonica 0 que acrescentar ao conhecimento cientifico a utilizacdo de
espécies nativas da regido amazonica. Neste contexto, alguns autores como
Audi et al. (2008) e Blainski et al. (2010) sugerem possivel acdo depressora do
SNC com a administracdo de solucéo de Petiveria alliacea L. (Figura 1). Okada
et al. (2008) identificou um composto que provavelmente é responsavel pela

atividade antioxidante, o S-benzil-fenilmetanotiossulfinato.

Figura 1 - Petiveria alliacea L.
Fonte: http://www.rain-tree.com



1.2 Petiveria alliacea L.

1.2.1 CLASSIFICACAO BOTANICA

P. alliacea L. pertence a familia Phytolaccaceae que é pantropical e
ocorre, principalmente, na América do Sul. No Brasil, esta representada por
nove géneros, dos quais cinco ocorrem no Rio Grande do Sul (Phytolacca,
Microtea, Petiveria, Rivina e Seguieria). Sao plantas herbaceas a
subarbustivas, raramente arbodreas, preferencialmente associadas a ambientes
florestais (NEVES, 2006). As espécies da familia Phytolaccaceae
desenvolvem-se, preferencialmente, em locais subumidos e sombreados
(ROCHA et al. 2006).

A P. alliacea L. € uma herbacea perene, com leve aroma de aliaceo.
Apresenta ramos eretos e folhas alternas elipticas, atenuadas na extremidade,
livres e lisas e flores de coloragcdo branca ocorrendo em espigas ou cachos
terminais. E sublenhosa, ramificada com ramos compridos, delicados e
ascendentes, folhas curto-pecioladas, alternas, estipuladas, membranosas,
agudas no apice e estreitas na base, flores sésseis e pequenas reunidas em
inflorescéncia axilares e terminais espiciformes; androceu com quatro estames,
gineceu unicarpelar com ovario supero; fruto aquénio cilindrico, achatado e
crenado, dotado de espinhos que servem de meio de disseminacdo por se
prenderem em animais e roupas de transeuntes (ROCHA et al. 2006; LORENZI
e MATOS, 2002; DI STASI, 1989).



1.2.2 ETNOFARMACOLOGIA

A P. alliacea é conhecida popularmente como guing, erva-guiné, pipi,
erva-pipi, pénis-de-coelho, tipi, tipi-verdadeiro, amansa-senhor, mucuracaa,
erva-de-olho, embayayendo e ouoembo (ROCHA et al. 2006). E comumente
utilizada na América Latina com diversos propdsitos medicinais: talos secos
sdo usados contra dor de dentes no Brasil. A infusdo das folhas e talos é
empregada como  diurético, abortivo, antitérmico,  antireumatico,
antiespasmaodico e antihelmintico em varios paises. A infusdo da raiz é usada
para cefaleia e como estimulante. Ha4 ainda observacédo de efeitos toxicos no
SNC (BLAINSKI et al. 2010; AUDI et al. 2008; LIMA et al. 1991).

1.2.3 FITOQUIMICA E FARMACOLOGIA

De acordo com alguns estudos acerca da espécie, observa-se que a raiz
contém esterodides, triterpendides, saponina, nitrato de potassio, éacido
benzdico, beta-sistosterol, polifendis, taninos, acetato de isoarbinol, cinamato
de isoarbinol, isoarborinol acetato, esteréides, alcaldides, flavondides, taninos,
cumarinas e derivados de cisteina sulfoxido; nas raizes e talos sé&o
encontrados compostos de enxofre, dentre os quais a tritiolaniasina e trissulfeto
de 2-hidroxi-5-etil benzila, sulfeto de alila, trissulfeto de benzila, benzaldeido e
acido benzodico. Enquanto que folha, caule e frutos contem fredelinol, alcool
ligno-cérico, lignocerato de lignocerila e pinitol. No caule ha alantoina, além de
outros compostos biologicamente ativos tais como o0 Oleo essencial
(Petiverina), glicosideos, isoarborinoltriterpeno, alcalbides, flavondides. Nas
sementes sdo encontrados isotiocianatos volateis (MUSAH et al. 2009;



GOMES et al. 2008; KUBEC e MUSAH, 2001; ALONSO, 1998; LORES et
al.1990; RIVAS, 1988; SOUSA et al. 1987).

Diversos constituintes da espécie P. alliacea L. ja tiveram sua atividade
farmacoldgica descrita por véarios autores. O efeito antifungico dos
polissulfideos foi relatado por Benevides et al. (2001), bem como o potencial
acaricida (ROSADO-AGUILAR et al. 2010). De acordo com Okada et al. (2008),
um derivado tiossulfinato, o S-benzil-fenilmetanotiossulfinato, apresenta acéo
antioxidante. Foi também estudada a capacidade analgésica e anti-inflamatéria
das raizes de P. alliacea L. por Lopes-Martins et al. (2002) e de partes isoladas
(Gomes et al. 2005). Além dessas atividades descritas, Blainski et al. (2010) e
Gomes et al. (2008) descreveram o efeito ansiolitico da planta total,

comprovando seus efeitos comportamentais.

1.3 Consideragdes gerais sobre transtornos do SNC.

1.3.1 ANSIEDADE

Ansiedade € um transtorno do SNC, caracterizado por um sentimento
persistente de preocupacédo, que inibe a habilidade individual de relaxar. De
acordo com os sintomas, a ansiedade pode variar os niveis de: transitéria,
como a que pessoa sente antes de uma cirurgia ou um ciclo menstrual; ao
nervosismo generalizado, sentimento que caracteriza transtorno de ansiedade.
Este transtorno é considerado um fendmeno heterogéneo que engloba diversas
doencas como: transtorno de ansiedade generalizada, transtorno obsessivo
compulsivo, transtorno do panico e fobia social. A ansiedade acarreta
manifestacdes fisicas adaptativas (BRITO, 2011; KHANUM e RAZACK, 2010;
LAKHAN e VIEIRA, 2010; YAMADA et al. 2009; SKINNER, 1953).



As respostas adaptativas consistem em reagdes organicas como:
cefaleia, tremor, transpiracéo, dores e tensdes musculares, febre, tosse dentre
outras. Elas permanecem latentes até que sejam despertadas diante de uma
ameaca. Fisiologicamente, estas respostas representam estimulo vital que
motiva a realizacdo de fun¢bes e a vivéncia de novas situagdes, porém muitas
vezes sao desencadeadas sem que haja necessidade. Estes falsos alarmes
sao produzidos quando a resposta de defesa € menos agressiva que 0 perigo
em potencial. Nos animais, este mecanismo € conhecido como comportamento
defensivo enquanto que nos humanos é a ansiedade (BRITO, 2011; LAKHAN e
VIEIRA, 2010; NESSE, 2005; CHATTOPADHYAY et al. 1980).

Uma grande quantidade de farmacos, pertencentes a diferentes classes
terapéuticas, apresenta eficacia comprovada no manejo do transtorno de
ansiedade. Entretanto, todos apresentam inconvenientes, o que justifica a
busca por novas substancias ansioliticas. Como por exemplo, o0s
benzodiazepinicos provocam sedacdo, amnésia, podem causar abuso e/ou
dependéncia, sindrome de abstinéncia e intera¢cdes com outros depressores do
SNC. Devido a estes efeitos adversos, cerca de 40% dos pacientes que
apresentam transtornos da ansiedade usam alguma forma complementar de
terapia e, por isso, muitas companhias farmacéuticas estdo conduzindo
estudos para encontrar alternativas medicinais que apresentem efeitos
ansioliticos mais especificos, como por exemplo, o uso de fitoterapicos
(FAUSTINO et al. 2010; SOUSA et al. 2008).

Grande numero de plantas medicinais cujo potencial terapéutico tem
sido estudado em varios modelos animais, e cujos mecanismos de acao tem
sido investigados através de ensaios neuroquimicos. Estes estudos tém
provido informacgdes Uteis para o desenvolvimento de novos farmacos a partir
dessas plantas para o tratamento dos disturbios da ansiedade. Dentre as
plantas citadas como atuantes no SNC, temos a P. alliacea L. (BLAINSKI et al.
2010; SOUSA et al. 2008; GIORGETTI et al. 2006).

Os transtornos de ansiedade estdo entre os distUrbios psiquiatricos mais

frequentes na populacdo, onde criancas e idosos sdo os mais afetados. Soma-



se que, 0S sintomas ansiosos estdo entre os mais comuns, podendo ser
encontrados em qualquer pessoa em determinados periodos de sua existéncia.
A distribuicdo entre os géneros € de modo geral equivalente, exceto fobias
especificas, como transtorno de estresse pés-traumatico e transtorno de panico
gue tem predominancia no género feminino. Uma dificuldade comumente
presente no diagnostico da ansiedade é a superposicdo desta com sintomas
depressivos, e diversos estudos sugerem que os dois construtos podem ser
componentes de um processo de estresse psicologico geral (CASTILLO et al.
2000; ANDRADE e GORENSTEIN, 1998).

1.3.2 DEPRESSAO

A depressao € caracterizada por alteragdes do humor, que pode variar
de estagios muito discretos, ou levar a transtornos mais graves como
alucinacdoes e delirios, no caso da depressdo psicotica, que € uma das
principais causas de suicidio no mundo. Os sintomas mais comuns sao
desanimo persistente, sentimentos de culpa, alteracbes do sono, ideias
suicidas, diminuicdo do apetite e da libido, diminuicdo do nivel de
funcionamento mental e presenca de ideias obsessivas ou supervalorizadas.
Os transtornos depressivos incluem a depressédo maior, a distimia e transtorno
bipolar (BEAR et al. 2008; MORAES, 2006).

O estresse parece ser um dos principais fatores ambientais que
predispdem um individuo a depressdo. Em cerca de 60% dos casos, 0S
episodios depressivos sdo precedidos por fatores estressantes, principalmente
de origem psicossocial. Além disso, a conhecida influéncia de fatores genéticos
na depressédo pode ser decorrente do aumento da sensibilidade aos eventos
estressantes (JOCA et al. 2003).



As principais teorias relativas a base biolégica da depressao se referem
aos estudos sobre neurotransmissores cerebrais e seus receptores, dos quais
a teoria das monoaminas constitui a principal hipotese envolvendo os
neurotransmissores cerebrais. Dentre as catecolaminas, a dopamina, a
noradrenalina e a serotonina estdo envolvidas nos processos depressivos, as
quais resultariam no déficit funcional dessas monoaminas presentes em certas

regides do cérebro seriam a causa desta doenca (BAHLS, 1999).

Dependendo da area afetada fisiologicamente no caso de transtornos do
tipo depressivo, alteragdes cognitivas podem estar presentes, tais como déficits
de memoria (MAIA et al. 2009; SHUTOH et al. 2006; KNOWLTON et al. 1996).

1.4 Memoria

Corresponde a retencdo da informacdo aprendida, isto €, o processo
pelo qual as experiéncias anteriores levam a alteracdo do comportamento.
Entretanto, a retencdo das informagfes ndo é realizada de modo igualitario,
pois cada tipo de informagédo, conforme o avancar do tempo é armazenada de
forma distinta sendo classificada de acordo com o tempo de duragcdo em:
memoria de curta duracéo (ou de curto prazo), memoria de longa duragédo (ou
de longo prazo) e memodria de trabalho, a qual ndo esta completamente
esclarecida (ALBUQUERQUE e SILVA, 2009; BEAR et al. 2008; HELENE e
XAVIER, 2003; IZQUIERDO et al. 1999).
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1.4.1 MEMORIA DE CURTA DURACAO

E aquela que dura de segundos a horas, ou seja, onde as informacées
sao rapidamente esquecidas, como exemplo, pode citar a memoéria do alimento
que é ingerido no jantar, que possivelmente sera esquecido ao passar do
tempo (BEAR et al. 2008; IZQUIERDO et al. 1999; IZQUIERDO et al. 1998).
Estratégias de ensaio (repetir ou ensaiar a informacao) podem ser ensinadas e
usadas para organizar e reter a informacdo por periodo mais longo
(BORUCHOVITCH, 1999).

1.4.2 MEMORIA DE LONGA DURACAO

Tem como funcéo armazenar a informacao que foi aprendida, porém néo
estd em uso. Estd intimamente relacionada a memoria de curto prazo, isto
implica que a aquisicdo deste tipo de conhecimento requer treinamento
repetitivo e que a aquisicdo ocorre de forma gradual ao longo de diversas
experiéncias, estando ligada a situacdo de aquisicdo original; seria, portanto,
inflexivel e pouco acessivel a outros sistemas. As informacdes armazenadas
na memoria de longa duragdo sdo permanentes (HELENE e XAVIER, 2003;
BORUCHOVITCH, 1999). Para Gagné et al. (1993), a sensacdo de néo
lembrar alguma coisa esta mais associada a falta de uma boa pista de

recuperacédo da informacéo do que a perda da informacao propriamente dita.
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1.4.3 MEMORIA DE TRABALHO

Refere-se ao arquivamento temporario da informacdo para o
desempenho de diversas de tarefas cognitivas (HELENE e XAVIER, 2003).
Segundo Miller (1956), a memoria de trabalho € limitada quanto a capacidade
de armazenamento imediato de informacé&o. Fica, pois, em evidéncia, que este
sistema apresenta limitagdo quanto ao tempo, mas pode ser mantido, se for
ativado pela repeticdo ou pela transferéncia & memoria de longo prazo. Tarefas
que envolvem habilidades fonolégicas, como nomear letras e objetos,
relembrar sentencas faladas e ouvir histérias e rimas infantis, promovem as
habilidades de memadria (SANTOS e SIQUEIRA, 2002; MANN e LLBERMAN,
1984). Desta forma, elas podem facilitar a habilidade de representar inputs
fonologicamente (consciéncia fonolégica), na memaria de trabalho. A memoaria
de trabalho é designada como um sistema capaz de reter e manipular
temporariamente a informacéo, enquanto participa de tarefas cognitivas como
raciocinio, compreensdo e aprendizagem (ADAMS e GATHERCOLE, 1995;
ALLOWAY et al. 2004; GINDRI et al. 2007).

1.5 Estresse oxidativo

Estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre o sistema de regulacao
redox, onde ha excesso na producdo de agentes oxidantes (Espécies Reativas
do Oxigénio — ERO — e Espécies Reativas do Nitrogénio - ERN) em relagéo ao
sistema de defesa antioxidante fisiolégico, acarretando danos aos lipideos,
proteinas, DNA (acido desoxirribonucléico) e outras moléculas (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997).
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1.5.1 ESPECIES REATIVAS TOXICAS DE NITROGENIO E OXIGENIO

As células vivas presentes em uma atmosfera rica em oxigénio estao
constantemente expostas aos possiveis danos causados por ERO, que podem
ser originadas tanto exdégena quanto endogenamente. ERO é um termo
bastante amplo que abrange ndo somente radicais de oxigénio, como radical
hidroxila ('OH) e radical superéxido (O,"), mas também derivados do oxigénio
que nao sao radicais, como peroxido de hidrogénio (H,O,), acido hipocloroso
(HOCI), ozdnio (Os) e oxigénio singlete (*O,) (DI MASCIO et al., 2006). Além
das ERO's, as espécies reativas do nitrogénio (ERN) podem ocasionar danos
as células, estas incluem 6xido nitrico (NO”, éxido nitroso (N,Os3), &cido nitroso
(HNOy), nitritos (NO;"), nitratos (NO3") e peroxinitritos (ONOO™) (BARREIROS
et al. 2006).

1.5.2 PEROXIDACAO DE LIPIDEOS

Todos os componentes celulares estdo susceptiveis a acdo das ERO e
ERN, entretanto a membrana celular € um dos mais atingidos em decorréncia
da peroxidacdo lipidica, que acarreta alteracbes morfologicas e funcionais
nesta estrutura (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

A peroxidacdo de lipideos pode ser definida como uma cascata de
reacOes bioquimicas que resultam da acdo das ERO e ERN sobre os lipidios
insaturados das membranas celulares, levando a destruicdo de sua estrutura,
faléncia dos mecanismos de troca de metabdlitos ou até mesmo a morte
celular, o que nos indica que a peroxidacdo pode estar relacionada ao

envelhecimento, a exacerbacdo da toxicidade de xenobidticos, e diversas
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doengcas como céancer, diabetes, ateroesclerose e inflamacdes (LIMA e
ABDALLA, 2001; VANNUCCHI et al. 1998; FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

A lipoperoxidacdo é uma reacdo em cadeia, que pode ser dividida em
trés etapas: inicio, propagacdo e término. A fase de inicio representa a
interacdo do acido graxo com uma espécie toxica que é suficientemente reativa
para retirar um atomo de hidrogénio, isto tem como consequéncia a perda de
um &tomo de hidrogénio do &cido graxo e liberagdo de um radical lipidico, ao
gual é estabilizado por um rearranjo molecular, formando um dieno conjugado,
ou seja, duas duplas ligacbes intercaladas por uma ligacdo simples (LIMA e
ABDALLA, 2001; VANNUCCHI et al. 1998; FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

J& na fase de propagacdo, em meio aerdbio, o radical lipidico incorpora
uma ou mais moléculas de oxigénio e transforma-se em radical peroxido, o
qual pode abstrair um hidrogénio alilico de outro acido graxo, gerando outro
radical de carbono e promovendo esta etapa. A reacéo do radical peroxila com
o atomo de hidrogénio abstraido gera um hidroperdxido lipidico. Perdxidos
ciclicos também podem ser formados, quando o radical peroxila reage com
uma dupla ligacdo na mesma cadeia de acido graxo, o que também pode
propagar o processo (LIMA e ABDALLA, 2001; VANNUCCHI et al. 1998).

A Ultima fase da peroxidacédo dos lipideos € o término, que ocorre pela
aniquilacdo dos radicais formados originando produtos nao-radicalares. A
velocidade do processo de lipoperoxidacdo é limitada pelas fases anteriores
(LIMA e ABDALLA, 2001). As trés fases estao representadas na Figura 2.
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LH + OH" — L + H,0 INICIO

L+ O — LOO" PROPAGACAQ
LH + LOO" — L* + LOOH PROPAGACAQ
LOO"+L"— LOOL TERMINO

LOO" + LOO" — LOOL + O> TERMINO

Figura 2 - Lipoperoxidacéo (L representa o acido graxo).
Fonte: FERREIRA e MATSUBARA, 1997.

Na peroxidacédo lipidica sdo inUmeras as possibilidades de reacfes
quimicas com a producéo de diversos marcadores de dano oxidativo, o que o
torna de dificil compreensdo e avaliacdo. A importancia da mensuracao dos
produtos derivados da lipoperoxidagdo, em sangue humano ou outros fluidos
bioldgicos, esta relacionada a citotoxicidade destes produtos, que pode causar
alteracdes celulares associadas ao envelhecimento e diversas doencas como o
cancer, artrite e aterosclerose (VASCONCELOS et al. 2007; LIMA e ABDALLA,
2001).

A utilizacdo de plantas pode interferir nas reacdes bioquimicas
enddgenas, podendo ocasionar protecdo ou danos através da diminuicdo ou
aumento do estresse oxidativo (SAIDI et al. 2012; OELZE et al. 2011;
PIOTROWSKA et al. 2011), como por exemplo alteracdes nos niveis de
produtos relacionados as reacdes oxidativas com reflexos no comportamento, a
presenca de NO no SNC pode ocasionar estes efeitos. Mudancas na
sinalizacdo do NO tém sido relatadas, tanto por aumentar quanto por diminuir
comportamentos relacionados a ansiedade. Estudos com injecdes sistémicas
de L-NAME, que reduz a producdo de NO, aumentou o nivel de ansiedade no

LCE (CZECH et al. 2003). O tratamento sistémico administrado de forma aguda
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(FARIA et al. 1997; GUIMARAES et al. 1994; VOLKE et al. 1998) e sub-cronica
(DUNN e cols., 1998) com inibidores da enzima NOS, aumentou o tempo de

exploracdo dos animais aos bracos abertos do LCE.

A precisa contribuicdo da sinalizagcdo do NO para o comportamento deve
ser obtida utilizando manipulacfes anatomicamente mais precisas. Quando o
L-NOARG, outro inibidor da sintese de NO, foi infundido no hipocampo de
ratos, foi observada uma diminuicdo no tempo de exploracdo dos bracos
abertos do LCE (MONZON et al. 2001). Isso significa que existem na literatura
dados contraditorios em relacédo ao NO e as alteracdes comportamentais (DEL
BEL et al. 2005).

A utilizacdo da P. alliacea L. por populacbes amazbnicas sem
comprovacao cientifica de seus possiveis efeitos farmacolégicos, bioquimicos e
toxicos, justifica a importancia deste estudo, que visa contribuir com a
avaliacdo das possiveis atividades comportamentais e do estresse oxidativo
como alternativa para o desenvolvimento de novos farmacos através do uso de

plantas.
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2 OBJETIVOS



17

2.1 Objetivo geral

Avaliacdo dos efeitos comportamentais e estresse oxidativo em ratos
adultos submetidos a administracdo via oral do extrato hidroalcoolico de P.
alliacea L.

2.2 Obijetivos especificos

a. Obter o extrato hidroalcoolico (EHA) de P. alliacea L.;

b. Avaliar os efeitos neurocomportamentais do EHA de P. alliacea L.,
através dos testes relacionados a atividade locomotora espontanea,
ansiedade, depressdo e memoria,

c. Determinar a atividade antioxidante total do plasma dos animais;

d. Quantificar os compostos reativos ao Acido Tiobarbitlrico apos
administracao aguda;

e. Dosar nitritos no plasma dos animais;

f. Determinar a metemoglobinemia, através de método in vitro.
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3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Material Botanico

3.1.1 COLETA, IDENTIFICACAO E PREPARO

A planta foi coletada na vila de Sdo Raimundo, municipio de Acara (PA)
em margo de 2010. Foi montada exsicata e a identificagdo boténica realizada
por especialista do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG) sob registro
namero MG 94354.

O material vegetal constituido de folhas, talos e raizes da P. alliacea L.
foi selecionado e lavado em agua corrente e a seguir em etanol 10%. As partes
foram secas a temperatura ambiente por dois dias, desidratadas em estufa com
circulagdo de ar forcado em temperatura média de 40C durante seis dias e
trituradas em moinho de facas para obtencao da droga pulverizada.

A droga pulverizada foi macerada por sete dias, onde foi utilizada como
solvente etanol 70%. A solucdo extrativa foi submetida ao evaporador rotatorio
(Laborata 4000, Heidolph) em temperatura de 45C, pressao de 160 atm e
rotacdo de 120 rpm. Para garantir a remocdo total do solvente, a solucdo
extrativa foi levada para a estufa a temperatura de 60C e posteriormente e
para 0 banho-maria a 100C. O fluxograma pode ser o bservado na Figura 3. A
obtengéo do extrato ocorreu na Central de Extracdo da Faculdade de Quimica

e Farmacognosia.
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Coleta — Acara Museu Emilic Folhas, talos &
(PA) — Mar¢o Goeldi - MG raizes
2010 94354

Selecionado,

Estufa 40° C 6 TA 2 dias lavado (agua
dias corrente e
~ etanol 10%)
Moinho de Maceragio— 7 Eva_pcradorf
facas dias rotativo, estufa,

banhe-maria

Figura 3 — Fluxograma da coleta até a preparacéo do extrato de P. alliacea L.

3.2Estudos Farmacolégicos

3.2.1 ANIMAIS

Foram utilizados Rattus norvegicus, variedade albino, linhagem Wistar (n
= 7-10 animais por grupo, ambos os géneros), pesando de 150-300 gramas;
com idade de 2-3 meses, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Pard (UFPA) e mantidos em condicdes padronizadas de
temperatura, exaustao e ciclo de luz claro/escuro de 12 h, com 4gua e racéo ad
libitum. Nas salas onde ocorreram 0s experimentos comportamentais foram

utilizadas lampadas fluorescentes para iluminagéo.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica (N° 0050/2009 — Anexo A)
em Pesquisa envolvendo animais do Instituto Evandro Chagas (CEPAN-IEC),
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obedecendo aos critérios éticos de experimento animal, de acordo com as

normas estabelecidas por Guias de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais.

3.2.2 FARMACOS E SOLUCOES UTILIZADAS

Nos experimentos foram utilizados os seguintes farmacos e solugdes

padroes:

a. Diazepam (DZP) (7-Cloro-1-metil-5-fenil-1,3-diidro-2H-1,4-
benzodiazepin-2-ona) - Diazepamil ® (Hipolabor). O DZP foi utilizado
como controle positivo para atividade ansiolitica, na concentracdo de
1mg/Kg;

b. Fluoxetina (FXT) (n-Metil-3—fenil-3-[4-(trifluorometil) fenoxi]-propan—1-
amina hidrocloreto) - Fluxene ® (Eurofarma). A FXT foi utilizada como
controle positivo para avaliar o efeito antidepressivo, na concentragéo de
10mg/Kg;

c. Cafeina (1,3,7-Trimetilxantina) (Sigma), como controle positivo para

avaliar o comportamento mnemaonico, na concentracédo de 10mg/Kg.

3.2.3 TRATAMENTOS

Foi utilizada a concentracdo de 900mg/kg de animal do EHA de P.
alliacea L., o qual foi dissolvido em solucéo salina (NaCl 0,9 %) e administrado
via oral (gavagem) (BLAINSKI et al. 2010).

A concentracdo de DZP utilizada foi de 1mg/kg de animal, dissolvidos

em 5 mL de solucdo salina. Ja para FXT e CAF, a concentragdo utilizada foi de
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10mg/kg de animal. Todas foram administradas via oral (gavagem) em volume
de 5 mL.

Para administragéo das drogas utilizou-se uma seringa de 1 mL montado
uma canula oral (0,1cm x 4cm). E importante ressaltar que antes dos testes
comportamentais os ratos foram mantidos em jejum por 12 horas, assim como

durante os experimentos.

3.3 Ensaios Comportamentais

Os experimentos referentes aos ensaios comportamentais foram
realizados no Laboratorio de Farmacodinamica da Faculdade de Farmacia da

Universidade Federal do Para.

3.3.1 TESTE DA ATIVIDADE LOCOMOTORA ESPONTANEA (OPEN FIELD)

Para avaliar as atividades de locomoc¢éo (ambulacéo, erguer-se e limpar-
se) e exploratéria dos animais, foi realizado o Teste do Campo Aberto, o
mesmo pode também ser utilizado na avaliacdo da atividade ansiolitica, pois se
baseia nos mecanismos de ansiedade e defesa que sdo essenciais para a
sobrevivéncia de humanos e animais (PRUT e BELZUNG, 2003; SILVA, 2003).
Ressalta-se que este teste também pode ser utilizado para avaliagdo de

atividade ansiolitica.

Para a realizacdo do Teste do Campo Aberto foi utilizada uma arena em
madeira com dimensdes de 100 cm de largura, 100 cm comprimento e 40 cm
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de altura pintada com material impermeével de cor preta, com assoalho
dividido em 25 quadrantes iguais com 20 cm de largura por 20 cm de
comprimento, com as linhas na cor branca (Figura 3). Foram utilizados 3
grupos para o teste: o grupo 1 foi tratado com o extrato de P. alliacea L.; o
grupo 2 foi tratado com Diazepam, na concentracdo de 1mg/Kg, como controle
positivo do efeito ansiolitico; e o grupo 3 foi tratado com solucdo salina para
servir de controle branco.

Antes do inicio dos experimentos, os animais foram conduzidos a sala de
teste por um periodo de 1 hora para aclimatacdo e habituacdo ao ambiente do
teste. A seguir, os animais foram colocados individualmente no quadrante
central do campo aberto onde foi permitido o livre deslocamento dentro do
aparato por 5 minutos. Este processo foi monitorado por experimentador que
nao tinha informacdes sobre o grupo de tratamento que estava sendo testado
(PANDOLFO et al. 2007; WALSH e CUMMINS, 1976).

Figura 4 - Teste da atividade locomotora: A arena (campo aberto) dividida em 25 quadrantes
para a contagem da locomoc¢do dos animais. Este comportamento era considerado quando o
animal colocava as quatro patas em um dos quadrantes.
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Foram contabilizados, de acordo com o protocolo de Pandolfo et al.

(2007) e Walsh e Cummins (1976), os seguintes indicadores:

Numero de quadrantes periféricos cruzados (locomocgéao periférica);
Numero de quadrantes centrais cruzados (locomocéao central);
Tempo na area central;

Percentual da locomocéao central em relacédo a locomocéao total,

Frequéncia do comportamento de levantar-se (rearing);

-~ ® a0 T p

Tempo despendido para sair do ponto de partida;
Frequéncia de autolimpeza corporal (grooming).

Q

N&o foi considerada locomogdo quando o animal colocou uma, duas ou

trés patas em um dos quadrantes, com retorno ao quadrante original.

3.3.2 TESTE DO NADO FORCADO

ApoOs o teste do campo aberto, foi realizado o Teste do Nado Forgado,
segundo protocolo de Porsolt et al. (1978), que avalia o0 comportamento do tipo
depressivo através da submissdo de roedores a uma situagdo de estresse.
Quando expostos a esta situacdo, a reacdo natural do animal é a tentativa de
fuga realizando intensa atividade fisica, contudo, apos inUmeras tentativas de
escape 0s movimentos de luta e fuga séo interrompidos e o animal permanece
imovel, produzindo movimentos suficientes apenas para manter a cabeca
acima da superficie da agua (KIRBY e LUCKI, 1998; REDROBE e BOURIN,
1998).

Para a realizagdo do teste os animais foram colocados em um cilindro
Plexiglass (30 cm de diametro e 50 cm de altura), contendo aproximadamente
40 centimetros de volume de agua a uma temperatura de 23 = 1 °C por 5min
(Figura 4). Sao observados quatro tipos de comportamento: fuga; imobilidade

continua (permanecer flutuando, mantendo somente os movimentos minimos
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necessarios para manter a cabeca fora da agua); nado (circulagdo em todo o
cilindro, nadando de um quadrante para o outro); e climbing (“subida”, que é
definido como movimentos ascendentes ao longo dos lados do cilindro). Nos
dois primeiros minutos foi observada a fuga, e neste periodo néo foi mensurado
nenhum parametro, visto que esta fase é considerada a habituacdo ao teste,
nos trés ultimos minutos foi mensurada a imobilidade continua, o nado e o
climbing. Apds a observacdo de cada animal, o cilindro era limpo com &lcool
10%.

Foram utilizados 3 grupos para o teste: grupo 1 que foi tratado com o
extrato de P. alliacea L. 900mg/Kg; o grupo 2, tratado com FXT, na
concentracéo de 10mg/Kg, como controle positivo do efeito antidepressivo; e o
grupo 3 foi tratado com solucao salina para servir como controle branco.

Figura 5 - Teste do nado forgado: llustracdo representativa do tanque cilindrico para inducao
do nado forcado. (Fonte: INeC/USP).
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As avaliagbes foram realizadas por um experimentador que nao tinha
conhecimento prévio a que grupo pertencera cada animal. O aumento do
tempo do nado ou da subida, e a reducdo do tempo da imobilidade foram
definidos como indicativo de comportamentos relacionados a depresséo
(CRYAN et al. 2002; KIRBY e LUCKI, 1998).

3.3.3 TESTE DO LABIRINTO EM “T” ELEVADO (LTE)

Objetivando avaliar o efeito do EHA de P. alliacea L. sobre a memoéria e
aprendizado foi realizado o Teste do Labirinto em “T” Elevado. O experimento
foi adaptado do protocolo de Sanson e Carobrez (1999) e adaptado por
Takahashi et al. (2005). No protocolo experimental de aquisicdo de memdria
(treinamento), cada animal era posicionado no braco fechado do LTE e
explorou este braco por tempo maximo de 300 segundos. Quando, deixando o
braco fechado do labirinto, o animal posicionava as quatro patas em um dos
bracos abertos, o teste era finalizado e o animal retornava para o campo aberto
de madeira por 30 segundos. Foram utilizados 3 grupos para o teste: grupo 1
que foi tratado com o extrato de P. alliacea L. 900mg/Kg; o grupo 2, tratado
com CAF, na concentracdo de 10mg/Kg, como controle positivo do efeito
mnemonico; e o grupo 3 foi tratado com solucdo salina para servir como

controle branco.

Os animais foram submetidos novamente, no mesmo dia, a tantos testes
quanto fossem necessarios para alcancar o critério de permanecer 300
segundos no braco fechado (critério de esquiva). Imediatamente apls a
aquisicdo do critério de esquiva, o animal foi colocado em um dos bragos
abertos do LTE, sendo cronometrado o tempo de entrada no braco fechado.
Ressalta-se que, alguns autores relacionam este comportamento de fuga dos

bracos abertos com o comportamento do tipo panico (BRAVIN et al. 2005).

A auséncia de paredes e a impossibilidade de girar com as patas

traseiras parecem ser a base da aversao de roedores a espacos abertos,
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sugerindo que esta caracteristica deva ser a base do comportamento de
esquiva em relagéo aos bragos abertos do LTE (TREIT et al. 1993; GRAEFF,
1999).

A seguir, os animais eram colocados nas suas gaiolas para serem
testados apos 24 horas, quando foi realizado o primeiro teste (T1), onde os
animais foram posicionados no final do braco fechado e cronometrado o tempo
de saida com as quatro patas para um dos bragos abertos. Apds 30 segundos,
foi realizado um reteste (R1), no qual cada animal foi recolocado no braco

fechado do LTE, adotando-se o0 mesmo procedimento anterior.

Avaliagdo adicional realizada foi a tentativa de saida do brago fechado,
considerada quando o rato se esticava do brago fechado, colocando 1, 2 ou 3
patas em um dos bragos abertos e entdo retornava para sua posi¢cao original.
Esta estratégia de defesa exibida pelo rato € denominada avaliagdo de risco
(AR), sendo caracterizado pela exploracdo cautelosa, comportamento este que
é afetado por medicamentos ansioliticos (GRAEFF e BRANDAO, 1999).

ApOs a observacdo de cada animal, o LTE era limpo com alcool 10%
(v/v). O comportamento de AR foi interpretado como a frequéncia de tentativas
no braco fechado (SANSON e CAROBREZ, 1999), de acordo com a formula a

seqguir:

AR= frequéncia de tentativas x 100 / tempo de esquiva
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Figura 6 - Teste do labirinto em T elevado: O aparato é constituido por dois bragos abertos e
um braco fechado, para facilitar a observacdo do conflito de esquiva, aprendizado e esquiva de
inibicdo (Fonte: MAIA, 2009).

ApOs 0s ensaios comportamentais, foi realizada a coleta de
aproximadamente 1,5 mL de sangue, pela via do plexo orbital de cada animal
para realizacado das dosagens da bioquimica oxidativa: capacidade antioxidante

total; TBARS; nitritos e metemoglobinemia.

3.4 Métodos em bioquimica oxidativa

Os parametros de estresse oxidativo foram analisados no Laboratério de

Toxicologia da Faculdade de Farmacia da UFPA.
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3.4.1 DOSAGEM DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TEAC)

A avaliacdo da capacidade antioxidante total foi realizada pelo método
proposto por Miller et al. (1993), modificado por Re et al. (1999), que se baseia
na reducdo do anion ABTS pelos antioxidantes enddgenos e exdgenos

presentes na amostra, com consequente reducao nas absorbancias.

A incubacdo do ABTS® (2,2-Azino-di-[3-etilbenzotiazolina sulfonato])
produz o radical ABTS®, o qual possui uma cor azul esverdeada estavel, em
leitura espectofotométrica a 730nm. A adicdo da amostra (quando esta possui
compostos antioxidantes) produz a neutralizacéo do radical ABTS®, levando a

diminuicdo na absorbancia.

Protocolo de dosagem:

Branco Padrao Amostra

Agua destilada 20uL - -
Padrao - 20puL -
Amostra - - 20pL

Cromébgeno 1,0mL 1,0mL 1,0mL
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Deve-se agitar bem e ler a absorbancia (A1) em 730nm do radical ABTS.
Adicionar 20uL de substrato e disparar o crondmetro simultaneamente. Ler a
absorbancia em 730nm apods exatamente trés minutos (A3). As cubetas devem
ser mantidas a 37°C e Fazer a leitura diferencial das absorbancias e plotar em
curva de calibragdo previamente constituida com diluicbes conhecidas de
TROLOX. Os resultados sao expressos em pmol/L.

3.42 DOSAGEM DE COMPOSTOS REATIVOS DO  ACIDO
TIOBARBITURICO (TBARS)

A dosagem de TBARS foi realizada segundo o método proposto por
Kohn e Liversedge (1944), modificado por Percario et al. (1994). O método se
baseia na reacdo de duas moléculas do acido tiobarbitarico (TBA) com uma
molécula de MDA (que deve estar presente na amostra), formando um

complexo TBA-MDA-TBA de cor résea, lido em absorbancia de 535nm.

Protocolo de dosagem:

Branco Padrao Amostra

Agua destilada 500pL - -
Padréo - 500uL -
Amostra - - 500uL

Reagente TBA 1,0mL 1,0mL 1,0mL
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Deve-se misturar bem e incubar a 95°C por uma hora. ApOs este
procedimento, resfriar em agua corrente, adicionar 4 mL de alcool butilico,
homogeneizar em vortex e centrifugar a 2500rpm por 15 minutos. Colher 3 mL
do sobrenadante para leitura espectofotométrica em 535nm. A seguir, 0
resultado é plotado em curva de calibracdo previamente constituida com
solugdes de malondialdeido. Os resultados sdo expressos em nmol/mL.

3.4.3 DOSAGEM DE NITRITOS

De acordo com o método proposto por Granger et al. (1995), para a
dosagem de nitritos deve-se adicionar reagente de Griess na amostra em
propor¢cdo 1:1, ou seja, para cadalOOuL de amostra, adicionar 100uL do
reagente em placa de ELISA. Depois de adicionado o reagente, aguardar 10
minutos e realizar a leitura em leitor de ELISA a 540nm.

Protocolo de dosagem:

Branco Padréao Amostra
Agua destilada 100 pL - -
Padrao - 100 pL -
Amostra - - 100 pL
Reagente de Griess 100 pL 100 pL 100pL
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3.4.4 DOSAGEM DA METEMOGLOBINA

A dosagem de metemoglobina foi realizada seguindo o protocolo de
Hegesh et al. (1970), que consiste na leitura da absorbancia diferencial entre a
quantidade de metemoglobina presente em relacdo a 100% de oxidacdo da
hemoglobina, no qual € convertida a cianometemoglobina. A leitura das
absorbancias foi realizada em 632nm, empregando-se espectrofotometro (UV-
visivel, DR5000-HACH, HEXIS®) e os resultados expressos em porcentagem

de metemoglobina.

Uma aliquota de 0,8 mL do sangue coletado com anticoagulante
heparina (onde ndo ha reacdo com o ferro) é colocado em um tubo 0, que em
seguida é adicionado 2,2 mL de agua destilada e deixa-se em repouso por 1h.
Apés este tempo, adiciona-se triton-x para producdo de hemdlise total e deixar
em repouso por mais 3 min. Em seguida, adicionar 1 mL de tampdao fosfato e

misturar.

Separar essa solucao do tubo 0 em tubo A e B. Onde no tubo A fica uma
quantidade de 2,4 mL da soluc&o do tubo 0O, e no tubo B, uma quantidade de

0,2 mL do tubo 0 mais 2,2 mL de ferrocianeto tamponado.
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¥

Colocar primeiramente 0,8 mL de sangue
total coletado com anticoagulante (Heparina)

Y

Adicionar 2,2 mL de dgua destilada

i

Adicionar uma gota de Triton =X -100 para
produzir hemalise total
{Deixar em repouso por 3 minutos)

Y

Adicionar 1 mL do Tampao
Fosfato e misturar

il ™

) }

Adicionar 0,2 mL do tubo 0

¥

Adicionar 2,2 mL da solugao
de ferricianeto tamponada

Adicionar 2,4 mL do tubo 0 | ‘

Figura 7 — Fluxograma para realizacdo do teste de dosagem de metemoglobina (HEGESH et
al. 1970). (Fonte: CAMARGO et al. 2007).

Ajustar o espectrofotbmetro em 632 nm e acertar 0 “zero” com agua
destilada e fazer a leitura dos tubos A e B. ApGs a leitura, adicionar, em ambas
as cubetas, 100 yL da solucéo neutralizada de cianeto e fazer novamente a

leitura de C (tubo A na segunda leitura) e D (tubo B na segunda leitura).

Em seguida, realizar o calculo da porcentagem de metemoglobina, pela

seguinte férmula:

Célculo de MHb (% Hb)= __ A -C
(B-D)x 12
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3.5 Anélises Estatisticas

Os dados foram colocados quanto a distribuicdo normal pelo teste de

Kolmogorov-Smirnov.

Os dados dos testes comportamentais e de estresse oxidativo foram
avaliados pela Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, utilizando-se o
programa Graphpad Prism 5.0.

Para as comparacdes post hoc dos dados de analise comportamento foi
utilizado o teste de compara¢des multiplas de Newman-Keuls para avaliar as
significAncias estatisticas das diferencas médias. Para analise de dados de

apenas 2 grupos, foi utilizado o Teste t de student.

Para os dados de estresse oxidativo, as comparacdes post hoc dos dados
de estresse oxidativo foi realizada através do teste de comparacdes multiplas

de Tukey.

Os dados de cada grupo experimental foram expressos como a média +
erro padrao da média (e.p.m.) de 5-10 animais. A probabilidade aceita como

indicativa da existéncia de diferencas significantes foi de p<0,05.
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4 RESULTADOS



36

4.1 Testes comportamentais

4.1.1 TESTE DO CAMPO ABERTO

O tratamento com o EHA de P. alliacea L. 900mg/Kg, aumentou a
atividade locomotora total dos ratos, quando comparado ao grupo controle
(Fe27n= 3,022; p<0,05), e ao grupo DZP(F@.n= 3,659; p<0,05), como
demonstrado na Figura 8.

100+

80

(T 604

40

Locomocao

20

Controle P. alliacea DzP

Figura 8 — Efeito do EHA de P. alliacea L. 900mg/Kg em ratos, com relacdo a atividade
locomotora no Teste do Campo Aberto. Cada barra apresenta a média + e.p.m. 8-10 animais

(machos e fémeas). *p<0,05 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. (ANOVA,
Teste de Newman-Keuls).
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O percentual da locomocao central em relacdo a total, observado na
Figura 9, demonstrou o aumento da locomocgao central pelo grupo tratado com
o EHA de P. alliacea L. em relagdo ao controle (Fp,9= 6,045; p<0,001), com
efeito similar ao grupo DZP (F229= 5,778; p<0,001).

15+

104

Locomocgéo central/total x 100

Controle P. alliacea DzP

Figura 9 - Efeito do EHA de P. alliacea L. 900mg/Kg em ratos, com relagdo ao percentual de
quadrantes centrais por totais percorridos no Teste do Campo Aberto. Cada barra apresenta a
média + e.p.m. 10 animais (machos e fémeas). *p<0,05 diferenca significativa em relacdo ao
grupo controle.

Considerando o tempo de saida do quadrante central, o tratamento com
o EHA P. alliacea L. ndo apresentou resultados significantes tanto em relacéo

ao grupo controle quanto ao DZP, como evidenciado na Figura 10.
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Figura 10 - Efeito do EHA de P. alliacea L. 900mg/Kg em ratos, com relacdo ao tempo de
saida do quadrante central no Teste do Campo Aberto. Cada barra apresenta a média + e.p.m.
8-10 animais (machos e fémeas). (ANOVA, Teste de Newman-Keuls).

O tratamento com EHA de P. alliacea L. ndo apresentou resultados
estatisticos no niumero de autolimpeza quando comparado com o controle. A
P. alliacea aumentou este indicador quando comparado com o grupo DZP
(Fe29= 4,753; p<0,01), que diminuiu significativamente o numero de
autolimpeza também em relagdo ao controle (Fp29= 4,516; p<0,01), como
verificado na Figura 11.
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Autolimpeza (nimero)

Controle P. alliacea DzP

Figura 11 - Efeito do EHA de P. alliacea L. 900mg/Kg em ratos, com relacdo ao niamero de
autolimpeza no Teste do Campo Aberto. Cada barra apresenta a média = e.p.m. 10 animais
(machos e fémeas). *p<0,05 diferenca significativa em relagcdo ao grupo controle. *p<0,05
diferenca significativa em relacéo ao grupo DZP.

Como se observa na Figura 12, no numero de levantamentos dos
animais tratados com o EHA de P. alliacea apresentou um aumento estatistico
em relagdo ao grupo tratado com DZP (Fp25= 10,44; p<0,001), que néo foi
observado em relacdo ao grupo controle salino. O DZP diminuiu 0 numero de

levantamentos quando comparado ao controle (F25= 10,71; p<0,001).



40

201

4

Levantamento (nimero)
S

ol
1

Controle P. alliacea DzP

Figura 12 - Efeito do EHA de P. alliacea L. 900mg/Kg em ratos, com relacdo ao niamero de
levantamentos no Teste do Campo Aberto. Cada barra apresenta a média * e.p.m. 6-10
animais (machos e fémeas). *p<0,05 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle.
#p<0,05 diferenca significativa em relacéo ao grupo DZP.

4.1.2 TESTE DO NADO FORCADO

A ANOVA de uma via revelou diferencas estatisticas entre 0s grupos
experimentais para o teste do Nado Forcado. A P. alliacea L. reduziu o tempo
de imobilidade quando comparado ao controle (Fp 9= 9,883; p<0,001) e
aumentou quando comparado ao grupo FXT (F¢,29= 5,292; p<0,001), onde os
animais mantiveram apenas alguns movimentos suficientes para manter
cabeca fora d’agua com o intuito de ndo afundar. Uma reducgéo estatistica foi
observada comparando o tratamento com FXT 10 mg/Kg ao controle (F,29=
15,18; p<0,001). Esta reducdo significante no tempo em que 0s animais

permaneceram iméveis € observada na Figura 13.
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Figura 13 - Efeito do EHA de P. alliacea L. 900mg/Kg em ratos, com relacdo ao tempo de
imobilidade no Teste do Nado Forgcado. Cada barra apresenta a média + e.p.m. 10 animais
(machos e fémeas). *p<0,05 diferenga significativa em relacdo ao grupo controle. #p<0,05
diferenca significativa em relacdo ao grupo DZP.

Quando observado o tempo de subida dos animais, na tentativa de fugir
do ambiente aquéatico, os animais tratados com o EHA de P. alliacea L. néo
apresentaram diferengas significantes quando comparados aos controles do
teste.

4.1.3 TESTE DO LABIRINTO EM “T” ELEVADO (LTE)

Na Figura 14, observa-se que o grupo da P. alliacea L. apresentou
diferenca estatistica quando comparada aos grupos CAF (Fp.24= 4,973;
p<0,01) no parametro relacionado a reexposi¢do ao LTE, onde a média foi de 3
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a 4 exposicoes para a aquisicdo do critério de esquiva. O grupo CAF

necessitou de menos exposicdes para se manter 300 segundos no braco

fechado do que o grupo controle (F24= 3,273; p<0,01).
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Figura 14 - Efeito do EHA de P. alliacea L. em ratos, com relacdo ao nimero de reexposicdes
no Teste do LTE. Cada barra apresenta a média £ e.p.m. 10 animais (machos e fémeas).
*p<0,05 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. “p<0,05 diferenca significativa em

relacdo ao grupo CAF.

A Figura 15 apresenta uma analise comparativa entre as trés primeiras

exposicdes ao teste de acordo com cada grupo tratado. Na primeira exposicao

ao LTE para avaliacdo do nivel basal do tempo de esquiva, o0 grupo tratado

com EHA de P. alliacea L. ndo apresentou diferenca significante em relacéo

aos controles salino e positivo. Apos os 30 segundos de teste para avaliacédo
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do nivel basal, os animais foram novamente submetidos ao brago fechado do
LTE para avaliacdo do tempo da segunda exposicao (exposicao 1). Observou-
se que todos 0s grupos apresentaram aumento significativo do tempo de
esquiva, em relacdo ao tempo de esquiva basal. Na terceira reexposicao
(exposicéo 2), apos 30 segundos da obten¢do do tempo de esquiva 1, todos os
grupos mantiveram elevada a laténcia no braco fechado (Figura 15). Desta
forma, observou-se que todos 0s grupos apresentaram aumento significativo
dos tempos de laténcia nas etapas de exposicdo 1 e 2 em relacdo ao seus

tempos de esquiva basal.
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Figura 15 - Efeito do EHA de P. alliacea L. em ratos, com relagdo a aquisi¢cdo de esquiva no
LTE. Cada barra representa a média + e.p.m. de 5-10 animais (machos e fémeas). §p<O,05
representa diferenca significativa entre o controle basal com sua respectiva exposicdo 1.
"p<0,05 representa diferenca significativa entre o controle basal com sua respectiva exposi¢ao
2.
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A Figura 16 demonstra o tempo de escape dos animais do bracgo aberto

para o braco fechado do LTE. Observou-se que o grupo de tratamento com o

EHA de P. alliacea L. ndo apresentou diferencas significantes no tempo de

exploracdo dos bracos abertos em relacdo ao grupo controle.
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Figura 16 - Efeito do EHA de P. alliacea L. em ratos, em relagédo ao tempo de escape do braco

aberto no Teste do LTE. Cada barra apresenta a média + e.p.m. de 10 animais.

A Figura 17 demonstra o teste e o reteste realizados 24 horas apos o

treino. No teste realizado um dia apos o treino (T1), os grupos P. alliacea
(F2,28= 10,12; p<0,001) e CAF (F(22= 13,60; p<0,001) apresentaram laténcia

no braco fechado maior que o grupo controle. Porém, este aumento o tempo de

esquiva no teste do grupo P. alliacea ndo atingiu os valores do grupo CAF

(Fe,28= 3,741; p<0,05). Apos 30 segundos, os animais foram submetidos ao
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reteste (R1) com os mesmos procedimentos realizados para o teste. Todos os

grupos testados elevaram seus tempos de esquiva sem diferencas significantes

entre eles.
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Figura 17 - Efeito do EHA de P. alliacea L. em ratos, com relacdo ao tempo de laténcia no
braco fechado no teste e reteste realizados no LTE, 1 dia apés o treino, com intervalos de 30
segundos. Cada barra apresenta a média + e.p.m. 10 animais (machos e fémeas). *p<0,05
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. “p<0,05 diferenca significativa em relagéo
ao grupo CAF.

A Figura 18 apresenta a AR nos estagios de exposicdo ao LTE: basal,
exposicao 1 (Exp 1), exposicao 2 (Exp 2), Teste de 24 horas (T1) e reteste de
24 horas (R1). Os resultados demonstraram que o comportamento de AR entre

0S grupos nao apresentou alteracao significante.
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Figura 18 - Efeitos do EHA de P. alliacea L. em ratos, com relacdo a avaliacao de risco (AR). O
teste consistiu na avaliacdo das tentativas dos animais para explorarem os bragos abertos do
LTE, nos estagios basal, exposicdo 1 (Exp 1), exposicao 2 (Exp 2), teste de 24 horas (T1),
reteste de 24 horas (R1). Cada barra apresenta a média + e.p.m. 10 animais (machos e
fémeas).

4.2 Bioquimica oxidativa

4.2.1 DOSAGEM DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TEAC)

A Figura 19 apresenta o0s resultados referentes a capacidade
antioxidante total (TEAC). Os resultados demonstraram que o extrato de P.
alliacea L., na dose de 900mg/Kg, apresentou reducdo estatisticamente
significante, quando comparada aos grupos que passaram por estresse devido
aos testes que avaliaram atividade comportamental (BTS) e de controle basal,
que é o grupo em que 0s animais nao sofreram nenhum tipo de estresse antes

da coleta do material para analise.
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Figura 19 — Efeitos do EHA de P. alliacea L. em ratos, com relacdo a dosagem da capacidade
antioxidante total, expressa em pmol/L. Cada barra apresenta a média + e.p.m. de 5 animais.

*p<0,05 diferenca significativa em relacdo ao grupo BTS.

4.2.2 DOSAGEM DE TBARS

Na Figura 20, sdo apresentados os resultados referentes a dosagem de

TBARS ndo apontaram diferenca estatistica quando o extrato foi comparado

aos grupos controle basal.
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Figura 20 — Efeitos do EHA de P. alliacea L. em ratos, com relacdo a dosagem de TBARS,
expressa em nmol/L. Cada barra apresenta a média + e.p.m. de 5 animais.

4.2.3 DOSAGEM DE NITRITOS

Na Figura 21, sdo apresentados os resultados de dosagem de nitritos
presentes na amostra, onde se pode observar um aumento significante,
quando o grupo tratado com o EHA de P. alliacea L. quando comparados ao

grupo BTS e controle basal.
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Figura 21 — Efeitos do EHA de P. alliacea L. em ratos, com relacdo a dosagem de nitritos,

expressa em mMol/L. Cada barra apresenta a média + e.p.m. de 5 animais. *p<0,05 diferenga
significativa em relacdo ao grupo basal.

4.2.4 DOSAGEM DE METEMOGLOBINA

Na Figura 22, observam-se o0s resultados da dosagem de
metemoglobina nas amostras, onde ha um aumento significante no percentual
de metemoglobina de forma dose-dependente quando o EHA de P. alliacea L
foi administrado. Este aumento foi superior aos resultados relacionados a
primagquina, que € uma droga conhecidamente efetiva no aumento deste
composto no sangue apos uso (FERREIRA et al. 2011; SANTANA et al. 2007).
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Figura 22 — Efeitos do EHA de P. alliacea L. in vitro em plasma de seres humanos, com
relacdo a dosagem de metemoglobina, expressa em percentual. Cada ponto apresenta a
média + e.p.m. de percentual de metemoglobina presente. *p<0,05 diferenca significativa em
relacdo ao grupo primaquina.
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5 DISCUSSAO
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A P. alliacea L. é um herbaceo da familia Phytolacacceae, originaria da
Africa tropical e ha muitos séculos foi integrada a flora natural dos climas
umidos das Ameéricas do Sul e Central. A espécie é conhecida popularmente
devido a seus diversos efeitos farmacolégicos, tais como analgésica, diurética,
abortiva, sedativa, anti-helmintica, tratamento de doengas sexualmente
transmissiveis, como antiespasmaodica, entre outras (LOPES-MARTINS et al.
2002; SILVEIRA-FILHO et al. 1996; DE LIMA et al. 1991).

Foi relatado, também, o uso da espécie em cerimbnias religiosas
realizadas por escravos, que denominavam como “amansa senhor”, em
referéncia a sua atividade sedativa e a sua toxicidade (GARCIA-GONZALES et
al. 2006; BENEVIDES et al. 2001; BRAGA, 1992; SOUSA et al. 1990; VON
SZCZEPANSKI et al. 1972).

No presente trabalho, foi investigado o efeito da administracdo aguda do
EHA de P. alliacea L. com o intuito de avaliar suas propriedades
farmacoldgicas, de acordo com o uso popular, em modelos comportamentais,
tais como, campo aberto, labirinto em T elevado e nado for¢ado, e de estresse
oxidativo — capacidade antioxidante total, dosagem de TBARS, dosagem de
nitritos e dosagem de metemoglobina, buscando comprovar essas atividades

através do EHA da espécie estudada.

O teste do campo aberto € usado como medida de emocionalidade em
roedores (ALBONETTI e FARABOLLINI, 1992; BROADHURST, 1978), além de
ser utilizado para estudar os efeitos de ansioliticos e outras classes de drogas
sobre o comportamento em um novo ambiente (REX et al. 1996;
MONTGOMERY, 1985).

Desta forma, entre os parametros avaliados no teste do campo aberto,
observa-se a locomocéo total e a atividade vertical (rearing) que, quando
aumentadas, encontram-se relacionadas aos efeitos de drogas estimulantes, e
quando diminuidas se relacionam a atividades do tipo sedativas ou prejudiciais
a motricidade do animal (PRUT e BELZUNG, 2003). O rearing e 0 grooming
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(autolimpeza) que, em roedores observados em campo aberto, sdo os
parametros comportamentais mais usados para descrever influéncias da
administracdo de drogas (REX et al. 1996; MONTGOMERY, 1985).

Também sdo utilizados outros parametros, tais como o aumento
percentual da exploragdo na area central em relacdo a locomocao total, que é
usado como qualificacdo de comportamento relacionado a ansiedade, visto que
ratos possuem uma aversao natural a ambientes abertos. Deste modo, em um
ambiente desconhecido, o animal tende a se locomover com mais frequéncia
na periferia da caixa onde as paredes lhe conferem seguranca enquanto que
animais tratados com drogas ansioliticas tendem a explorar mais a area central
(PRUT e BELZUNG, 2003). Este efeito ocorre porque os ansioliticos diminuem
as respostas de medo geradas quando o animal se encontra em ambiente
estranho ou aversivo, provocando o aumento da tendéncia natural do animal
em explorar o novo habitat (CRAWLEY, 1985).

Neste teste, verificou-se que a dose de 900mg/Kg do EHA de P. alliacea
L. obteve um aumento significante do numero de cruzamentos totais dos
quadrantes quando comparado com o0 grupo tratado com solugdo salina
(controle). Estes resultados diferem daqueles relatados por Blainski et al.
(2010) que sugere apenas uma tendéncia no aumento da locomog¢éo quando
utilizada a planta total, sendo confirmado apenas o aumento da locomocao total
demonstrados nos resultado obtidos com a P. alliacea L. utilizando raizes, na
mesma concentracao utilizada. Porém, Gomes et al. (2008), utilizando fracdes
desta planta demonstrou diminuicdo da locomocdo de animais no campo
aberto, nas doses de 100mg/Kg e 200mg/Kg. Perez et al. (1998) relatou que a
atividade locomotora espontanea esta relacionada com a excitabilidade do

SNC, sugerindo atividade estimulante deste sistema.

Na andlise da locomocdo central, este estudo demonstrou que o
tratamento com P. alliacea, na dose de 900 mg/Kg aumentou o tempo de
exploracdo central da arena. Blainski et al. (2010) demonstrou 0 mesmo efeito,

utilizando o teste do labirinto em cruz elevado (LCE) administrando partes
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totais desta planta em camundongos. Quando estes autores utilizaram as
partes aéreas do vegetal, o efeito foi ansiogénico, demonstrando acdes

antagbnicas em partes diferentes do mesmo vegetal.

Atividades farmacoldgicas da P. alliacea L. relacionadas a ansiedade
sao controversas. Gomes et al. (2008) relatou atividade depressora do SNC
das fracOes de P. alliacea L. nas doses de 100mg/Kg e 200mg/Kg, com

reducdo no niumero de grooming, rearing e na locomocao.

Além de alteracbes no comportamento exploratorio, a exposicdo a
ambientes desconhecidos resulta em varias mudancas comportamentais como,
por exemplo, o aumento da frequéncia de autolimpeza realizada pelos ratos
como forma de diminuir a excitacdo causada pela situacdo estressante
(DELLIUS, 1967). Portanto, de acordo com os resultados deste trabalho, os
parametros comportamentais exploratorios relacionados a autolimpeza ficaram

preservados com a utilizacdo do extrato.

No teste do nado forcado, o tratamento agudo com EHA de P. alliacea L.
sugeriu atividade antidepressiva, pois neste modelo houve a diminuicdo da
imobilidade dos animais tratados em relacdo ao controle. Este resultado foi
contrario ao resultado demonstrado por Gomes et al. (2008), que observou
aumento do tempo de imobilidade, quando os animais foram tratados com

fracOes de P. alliacea L.

Foi validado um teste denominado LTE, que correlaciona medo e
ansiedade em ratos, e € uma adaptacdo do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)
pela exclusdo de um dos bracos fechados do aparato. Este teste é baseado na
no¢cdo de que o0s ratos, em seu comportamento inato, apresentam
comportamento de medo a ambientes abertos, onde a resposta inibitoria é
obtida apoOs sucessivos testes contabilizando o tempo em que o mesmo
permanece no bragco fechado. As memorias de longa e curta-duracdo podem
ser estimadas pelos estagios de teste e reteste de 24h respectivamente.

Portanto, o teste do labirinto em T elevado é um método para avaliar memoria
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e ansiedade sem a variabilidade dos efeitos das drogas no LCE, tornando-o
adequado como modelo animal de ansiedade (CALIXTO et al. 2008; SANSON
e CAROBREZ, 1999).

De acordo com Conde et al. (2000), o numero de reexposicfes para
alcancar a resposta inibitéria no LTE sugere uma estreita relacdo entre a
diminuicdo do numero de testes e o aumento da memoéria. Sendo assim, 0
aumento do numero de reexposicdes para que o animal permaneca no bracgo
fechado (critério de esquiva) correlaciona-se com a capacidade de aprendizado
(SANSON e CAROBREZ, 1999; TAKAHASHI et al. 2005). Portanto, na
avaliacdo do aprendizado, o tratamento com o EHA de P. alliacea L. n&o
demonstrou diferencas estatisticas quando comparado ao grupo controle,
sugerindo que a droga nao interfere no mecanismo deste indicador
comportamental e possivelmente, também, na memoria de trabalho. Estes
resultados podem ser confirmados quando analisados as 3 primeiras
exposicdes ao aparato, demonstrando um aumento no tempo de laténcia no
braco fechado apds prévia exposicdo (basal). Estudos demonstram que a
primeira laténcia do LTE é sempre menor que as subsequentes tentativas,
devido a falta de habituacdo da exploracdo nos bracos abertos, quando
comparado ao braco fechado (GRAEFF et al. 1998).

Na avaliagdo da memodria de longa duracdo, que consiste na exposi¢ao
ao braco fechado apés 24 horas da aquisicédo do critério de esquiva, observou-
se uma melhora no efeito mnemaonico, caracterizado pelo aumento no tempo
de esquiva ao bragco aberto na fase de teste, quando comparado com o
controle. De acordo com Graeff et al. (1998), a aversdo aos bragos abertos
permanece como fator critico que conduz ao aprendizado da esquiva inibitoria
no LTE. Ilzquierdo et al. (1999) afirma que, para que a memoria de longa
duracdo seja consolidada, sdo necesséarias algumas horas para que ocorram
as modificagBes bioguimicas necesséarias ao processo de consolidacdo e
posterior armazenamento, podendo ser recuperada apos alguns dias ou até

mesmo meses apds o0 estimulo aversivo. Estes resultados relacionados a
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mem©éria confirmam a indicacdo popular descrita por Lorenzi e Matos (2002),

gque sugere seu uso para o tratamento de “memoria fraca”.

No reteste de 24 horas, 30 segundos ap0s o teste de 24 horas,
observou-se que todos 0s grupos apresentaram aumento da laténcia no brago
fechado. O aumento nas laténcias na fase de reteste sdo caracteristicas deste
modelo experimental, onde apds a fase de teste hd o aumento nos tempos de
permanéncia no braco fechado (TAKAHASHI et al. 2005).

Quanto a avaliacdo do tempo de escape dos animais do braco aberto
para o braco fechado no LTE, observou-se que o grupo de tratamento com o
EHA de P. alliacea L. ndo apresentou diferencas significativas no tempo de
exploracdo quando comparado ao grupo controle, sugerindo que a droga néo

interfere no comportamento tipo panico.

Graeff et al. (1993) descreveram o LTE como um novo método para
investigar comportamentos relacionados as emocfes e processos que
delimitam aprendizado. Assim, o LTE gera distintas caracteristicas
comportamentais, associadas ao medo e memoria, que podem estar
relacionadas aos diferentes tipos de desordens psiquiatricas e, entdo, serem
diferentemente afetados por drogas distintas (CONDE et al. 2000). Este modelo
experimental animal, portanto, € capaz de separar oS comportamentos tipicos
de ansiedade e de panico (GRAEFF et al. 1996; ROEMER e ORSILLO, 2007;
VIANA et al. 1994).

O comportamento de AR, por sua vez, € interpretado como um
comportamento de conflito, produzido por ativacdes de impulsos exploratorios e
de medo, que faz parte do comportamento da defesa natural dos animais
(BLANCHARD et al. 1990; BLANCHARD e BLANCHARD, 1989). Este
representa um importante parametro para se qualificar o comportamento de
esquiva, enquanto os ratos encontram-se no braco fechado do LTE (SANSON
e CAROBREZ, 1999).
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Neste estudo ndo sdo demonstradas alteragcdes de AR, nos animais
tratados com o EHA de P. alliacea L., no qual a funcdo biologica do
comportamento de AR, responsavel por uma das estratégias de informacoes
de situacBes de perigo (BLANCHARD et al. 1990), ndo se encontra alterada em
todas as fases avaliadas.

Na espécie em estudo, também foi identificado um composto que possui
atividade antioxidante, o S-benzyl-fenilmetanothiossulfinato, derivado dos
tiossulfinatos. Este composto € o mais derivado tiossulfinato mais abundante
na espécie e estdo presentes em maior concentracdo na raiz de P. alliacea L.
(OKADA et al. 2008). Este achado impulsionou a pesquisa no diz que diz
respeito a atividade antioxidante, ou seja, no combate ao estresse oxidativo.

O estresse oxidativo, que é assim denominado por representar uma
perturbacdo no balanco do equilibrio entre molécula oxidante e antioxidante,
esta relacionado a diversas doencas neurodegenerativas e em diversos graus,
tal qual acidente vascular cerebral, doenga de Parkinson, doenga de Alzheimer,
esclerose multipla, bem como o envelhecimento normal das células
(CALABRESE et al. 2004; ISCHIROPOULOS e BECKMAN, 2003; FLOYD e
HENSLEY, 2002; KOUTSILIERI et al. 2002; CALABRESE et al. 2000).
Importantes evidéncias também mostram disfun¢cées neuronais mediadas por
radicais livres em transtornos neuropsiquiatricos como esquizofrenia e mania
(ANDREAZZA et al. 2004). Salim (2011) e Bouayed et al. (2009), em estudos
de reviséo, correlacionam o estresse oxidativo com transtornos de ansiedade.
Com bases nesses dados, foram realizados quatro testes em bioquimica
oxidativa, com o intuito de avaliar a atividade antioxidante do EHA de P.
alliacea L.

O método utilizado para a avaliacdo da capacidade antioxidante total foi
proposto por Re et al. (1999). Este método se baseia na exposicdo da amostra,
onde se encontram os antioxidantes, a um radical livre (ABTS®) que é
produzido em quantidades controladas. A incubacéo do ABTS® (2,2-Azino-di-

[3-etilbenzotiazolina sulfonato]) com a enzima metemoglobina peroxidase
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produz o radical ABTS®, onde, conforme se adiciona a amostra, ha uma

inibicdo na producao de radical ABTS®*.

De acordo com os resultados encontrados, o EHA de P. alliacea L.
reduziu a capacidade antioxidante total quando comparada ao BTS. Este
resultado demonstra que o comportamento ansiolitico e estimulante da planta
estd associado ao efeito pré-oxidante da planta, sugerindo haver outra cascata
de sinalizacdo que esteja interferindo com os comportamentos analisados. E
importante ressaltar que o decréscimo em TEAC néo significa necessariamente
que o dano oxidativo ocorreu, pode significar simplesmente que o0 mecanismo
de defesa cumpriu sua fungdo habitual (VASCONCELOS et al. 2007). S&o
necessarios estudos complementares que avaliem os niveis de TEAC apos
administragao de P. alliacea.

Outro teste realizado foi a dosagem de MDA, que é o principal foco de
atencdo na peroxidacdo dos lipideos, justamente por ser o produto desta
peroxidacao, pois através dele sdo mensuradas as espécies reativas do acido
tiobarbitirico (TBARS). O aumento destas espécies estad relacionado ao
aumento da peroxidacgéo de lipideos e ao dano oxidativo (DRAPER e HADLEY,
1990). No entanto, a reducédo do TBARS, pode estar associada com a reducdo
dos radicais livres ou do metabolismo celular na estrutura analisada
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). No estudo né&o foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa do EHA de P. alliacea L. quando comparado aos

outros grupos testados.

Realizou-se também a dosagem de nitritos presentes no plasma. Onde
0s resultados mostraram que o0 estresse gerado pelo manuseio ndo gerou
aumento significativo nos niveis de NO, quando comparados com 0O grupo
tratado com o extrato e o grupo basal, que ndo passou por nenhum teste

comportamental antes da dosagem.

A presenca de NO no SNC pode ocasionar efeitos comportamentais
variaveis. Mudancas na sinalizacdo do NO tém sido relatadas, tanto por

aumentar quanto por diminuir comportamentos relacionados a ansiedade.
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Estudos com injecOes sistémicas de L-NAME, que reduz a producdo de NO,
aumentou o nivel de ansiedade no LCE (CZECH et al. 2003). O tratamento
sistémico administrado de forma aguda (FARIA et al. 1997; GUIMARAES et al.
1994; VOLKE et al. 1998) e sub-cronica (DUNN et al. 1998) com inibidores da
enzima NOS, aumentou o tempo de exploracdo dos animais aos bracos
abertos do LCE.

A precisa contribuicdo da sinalizagdo do NO para o comportamento deve
ser obtida utilizando manipulagdes anatomicamente mais precisas. Quando o
LNOARG, outro inibidor da sintese de NO, foi infundido no hipocampo de ratos,
foi observada uma diminuicdo no tempo de exploracdo dos bracos abertos do
LCE (MONZON et al. 2001). Isso significa que existem na literatura dados
contraditorios em relagdo ao NO e as altera¢cdes comportamentais (DEL BEL et
al. 2005).

Apesar de ter papel enddégeno essencial, diversos estudos ja
demonstram que o excesso de NO pode estar envolvido na génese e
desenvolvimento de inUmeras patologias (IPPOUSHI, 2009; YUAN et al. 2009;
VIRAG et al. 2003; ROBINSON et al. 2001), como por exemplo, desordens
neurodegenerativas (SAHA et al. 2006) como a esclerose multipla (HORSSEN
et al. 2008).

Outro parametro relacionado ao estresse oxidativo analisado foi a
dosagem de metemoglobina, pelo método proposto por Hegesh et al. (1970),
gue consiste na leitura da absorbancia diferencial entre a quantidade de
metemoglobina presente em relacdo a 100% de oxidacdo da hemoglobina, a

qual é, posteriormente é convertida a cianometemoglobina.

Os resultados encontrados com a realizacdo do método mostraram que
a producao de metemoglobina é dose-dependente, pois quanto maior foi a
concentracdo do extrato, maior foi a concentracdo de metemoglobina no
sangue humano, conferindo a P. alliacea a capacidade pro-oxidante. Deve-se
observar que ndo ha relatos na literatura dos efeitos metemoglobinizante do

extrato.
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6 CONCLUSAO
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Considerando os resultados obtidos no estudo, se conclui que o EHA de
P. alliacea L., na dose de 900mg/kg em ratos, possui efeito ansiolitico e
estimulante quando submetidos ao teste do campo aberto, atividade
antidepressiva quando submetidos ao teste do nado forcado, e atividade
mnemoénica na memodria de longa duragcdo quando submetidos ao LTE. A
alteracdo no comportamento relacionado ao aumento de emocionalidade,
memoéria de curta duracdo e AR ndo foi observado no grupo tratado com P.
alliacea, quando avaliados através do LTE.

Os resultados deste estudo também permitiram concluir qgue o uso do EHA
de P. alliacea L. reduziu a capacidade antioxidante total e elevou as taxas de
metemoglobina, sugerindo atividade pro-oxidante. Entretanto, estudos

complementares sd0 necessarios para confirmar a atividade.

Em conjunto, estes resultados demonstraram que a administracdo em
ratos de P. alliacea 900mg/Kg, de forma aguda, apresentou efeitos
comportamentais, com atividades estimulantes, ansioliticas, antidepressivas e
mnemaonicas referentes a memoria de longa duracdo. Todos estes dados
comportamentais estiveram associados a uma atividade pro-oxidante do
extrato da planta. Estudos complementares sdo necessarios para as possiveis
vias de sinalizacdo que possam estar alteradas e que possam explicar essas
respostas comportamentais encontradas, assim como investigar 0s

mecanismos envolvidos na atividade téxica da P. alliacea.
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