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RESUMO

Objetivo: A planta Tithonia diversifolia, conhecida popularmente como margaridao, mini-
girassol ou mao de Deus, tem sido utilizada popularmente para atenuar a sindrome de
abstinéncia a drogas psicotropicas em dependentes quimicos em Floriandpolis, SC. Este
trabalho tem por objetivo avaliar possiveis atividades centrais desta planta.

Métodos:Para a avaliagao das atividades centrais, camundongos Swiss adultos foram tratados
agudamente por via intragastrica com o extrato bruto da 7. diversifolia (100,300 e 600mg/Kg)
ou veiculo (agua). Para escolha da dose efetiva a ser usada nos outros testes comportamentais,
assim como o tempo de pré-tratamento ideal, utilizou-se o teste do sono induzido por
barbitarico e por éter. Foram também realizados testes de subida e catatonia para verificar
possiveis atividades no sistema dopaminérgico, de suspensao pela cauda para verificarmos
atividade tipo antidepressiva, do campo aberto para verificarmos a atividade locomotora e do
labirinto em cruz para a atividade ansiolitica. Além do tratamento agudo, foi realizado
tratamento sub cronico, na dose de 300mg/Kg, utilizando-se os métodos do sono induzido por
barbitarico e por etér, da suspensao pela cauda, do campo aberto e do labirinto em cruz para
avaliar as atividades ja citadas acima. O modelo da hipertermia causada pelo stress foi usado
na avaliagao da redugdo da sindrome de abstinéncia, que foi causada pelo tratamento com
alcool a 10%, 2g/Kg, durante seis dias. No sétimo dia os animais foram tratados com o extrato
bruto da 7. diversifolia a 300mg/Kg.

Resultados:No tratamento agudo observamos uma potencializacdo do sono induzido por
barbitarico na dose de 300 mg/Kg de 7. diversifolia no tempo de 2 h, sendo que este efeito
nao foi confirmado no teste do sono etéreo. Os demais testes farmacoldgicos, tanto no
tratamento agudo como no sub crénico, ndo revelaram atividade desta planta no SNC. A
abstinéncia também nao foi atenuada com o tratamento.

Conclusao:Os resultados do tratamento agudo e sub cronico mostraram somente uma
possivel atividade hipno-sedativa no teste do sono barbiturico, a qual nao foi confirmada pelo
teste de sono etéreo, o que parece ser devido mais a uma interferéncia na farmacocinética do
barbitarico que a um efeito central. O tratamento agudo com a planta também nao atenuou a
sindrome de abstinéncia, apesar de seu uso e indica¢ao popular.

Palavras-chave: transtornos relacionados ao uso de substancias, psicofarmacologia,
alcoolismo, plantas medicinais, Tithonia diversifolia.



ABSTRACT

Objetivo:The plant Tithonia diversifolia, knowed like margaridao, small girasol or God’s
hand, popularly used in Florianopolis, (Santa Catarina state, Brazil) on the treatment of
addiction to some substances of abuse such as alcohol. Its extract is used to reduce the
withdrawal symptoms observed after stoping the use of some psychotropic drugs.
Methods:The present study aims to evaluate the putative central activity of this plant. Swiss
adults mice were acutely treated with vehicle (tap water p.o.) and 7. diversifolia extract (100,
300, 600mg/Kg p.o.). To choose an effective dose and the pretreatment period for the central
actions, we have used the sedative effect induced by barbiturate and ethyl ether. After the
determination of the doses range and time of observation, we have used the climbing behavior
and the catalepsy tests to verify a dopaminergic activity; the tail suspension test to an
antidepressant activity, the open-field test to locomotor activity and the plus-maze test to
evaluate an anxiolytic/anxiogenic action. The sedative effect, induced by barbiturate and by
ether, tail suspension, open field and pluz-maze tests were repeated after a sub-chronic
treatment (300mg/Kg p.o.). The stress-induced hyperthermia test was used to evaluate the
attenuation of the anxiety on the withdrawal. The withdrawal happens of previous treatment
the swiss adult male mice with alcohol (10%, 2Kg/Kg) twice daily, for six days. On the 7 day,
the animals were treated with 7. diversifolia extract (300mg/Kg, p.o.).

Results: The acute treatment showed a potential sedative action in the barbiturate test at the
dose of 300 of T. diversifolia in the 2" h, but this action were not confirmed on the ethyl
ether-induced sleep. Moreover, the extract, when evaluated in the other pharmacological tests,
after acute and sub-chronic treatments, do not present any central activity. The acute treatment
do not reduced the anxiety caused by the withdrawal.

Conclusion: The results only showed a possible sedative effect in the barbiturate-induced
sleep that were not confirmed after the use of another agent to induce sleep (ether). Thus, a
hypothesis to explain this effect can be a pharmacokinetic interference. Despite popular use
the extract (300mg/Kg, p.o.) of this plant to reduce the withdrawal, the acute treatment do not
present this effect.

Keywords: substance-related disorders, psychopharmacology, alcoholism, plants medicinal,
Tithonia diversifolia,



1 INTRODUCAO

Nos dias atuais, a prevaléncia de dependéncia de alcool e outras drogas tem
aumentado de forma significativa, trazendo diversos problemas biopsicossociais e elevando o
custo social, do Sistema Unico de Satde, da educagdo, da assisténcia social devido aos
acidentes, as mortes, o desemprego, a desagregagao familiar, a violéncia e criminalidade. Seus
usuarios estdo sujeitos a complicagdes neuroldgicas, tais como traumas, infec¢des, derrames,
convulsdes, déficits cognitivos e lesdes fetais'. Drogas de abuso e adic¢io tem uma enorme
implicacdo na satide publica, pois o uso das drogas ¢ um dos maiores vetores de transmissao
de varias doencas infecciosas sérias como AIDS, hepatite, tuberculose”. Os fatores que podem
levar ao uso, abuso e dependéncia de drogas sdao variados, podendo ser de origem bioldgica,

psicologica, socio-cultural ou ainda envolver todos ou alguns destes fatores™.

As drogas que podem levar a dependéncia sdo chamadas drogas de abuso ou
psicotropicas. Elas se caracterizam pela acao psicoativa, no sistema nervoso central (SNC),
interferindo na sua fisiologia, alterando o humor, o comportamento e/ou a cogni¢ao;
apresentando propriedades reforcadoras, isto é, o estimulo para o uso da droga’®’.
Farmacologicamente, conforme classificagdo de Chalout (1971) as drogas ou substancias
psicotropicas sao classificadas em trés grupos: estimulantes (psicoanalépticas), depressoras
(psicolépticas) e perturbadoras (alucindgenas ou psicodislépticas) da atividade do SNC, como

apresentado na Tabela 1, a seguir.



TABELA 1 - CLASSIFICACAO DAS DROGAS PSICOTROPICAS

(ADAPTADO DE L. CHALOUT, 1971)

GRUPO CONCEITO DROGAS (Substéincias)
Estimulantes Drogas que estimulam | - Tabaco, cafeina
(Psicoanalépticas) as fungdes psiquicas. |- Cocaina
Tém acdo tdnica, - Anfetaminas
revigorante e e d-anfetamina (Glucoenergan®, Reactivan®)
euforizante. e metanfetamina (Pervitin®)
e fenfluramina (Isomerid®, Minifage®)
e mazindol (Dasten®, Fagolipo®)
e dietilpropriona ou anfepramona (Hipofagin®,
Inibex®, Dualid®, Moderine®)
o femproporex (Desobesi®, Inobesin®)
e metilfenidato (Ritalina®)
e fenmetrazina (Preludin®)
Depressoras Drogas que inibem as | - Alcool
(Psicolépticas) fungdes psiquicas. - Hipnéticos barbitiricos

Tém ac¢do relaxante ou
calmante.

e pentobarbital (Hypnol®)

e fenobarbital (Fenobarbital®, Gardenal®, Fenocris®,

Edhanol®)
- Ansioliticos benzodiazepinicos
e bromazepam (Bromazepam®, Lexotan®,
Somalium®, Nervium®,Novazepam®, Deptran®,
Brozepax®)

e clobazam (Frisium®, Urbanil®)

e clorazepam (Tranxilene®)

e clordiazepoxido (Psicosedin®, Limbitrol®,

Menotensil®)

e diazepam (Diazepam®, Dienpax®, Kiatrium®,
Ansilive®, Compaz® , Calmociteno®, Letansil®,
Noan®, Somaplus®)
estazolam (Noctal®)
flunitrazepam (Rohypnol®, Fluserin®)
flurazepam (Dalmadorm®)
lorazepam (Lorax®, Lorium®, Mesmerin®,
Calmogenol®)

e midazolam (Dormonid®)

e nitrazepam (Nitrapan®, Nitrazepol®, Sonebon®)
- Narcéticos (analgésicos opidides)

- Naturais:

e Opio

o morfina (Dimorf®, MS Long®, MST®)

e codeina (Antitussigenos: Belacodid®, Setux®,

Tilex®)
- Semi-sintético:

e heroina

e metadona
- Sintéticos:

e meperidina (Dolosal®, Dolantina®)

o fentanil (Fentanil®, Inoval®, Nilperidol®,

Durogesic®)




e propoxifeno (Doloxene-A®)
- Solventes inalantes
e acetona, dgua-raz, benzina, removedores de tinta,
cola de sapateiro, outras colas, esmalte, éter, fluido
de isqueiro, gasolina, langa perfume, lol9, tintas,
solventes em geral.

Perturbadoras Drogas que perturbam | - Naturais
(Psicodislépticas, as fungoes psiquicas. e derivados inddlicos: plantas jurema e caapi (huasca),
Psicodélicas, cogumelos: psilocibina
Psicoticomiméticas, | Tém agdo confusional, e derivados da cannabis (THC): maconha, haxixe.
alucindgenas) alucinogena. e Derivados do peiote (cacto): mescalina

e Anticolinérgicos daturas (lirio, saia branca,
zabumba, trombeta)
- Sintéticos
e LSD-25
e MDMA (éxtase)
- Anticolinérgicos:
o triexfenidila (Artane®, Triexidyl®)
e diciclomina (Bentyl®)
e Dbiperideno (Akineton®)

Das drogas de abuso, a mais consumida ¢ o alcool. Trata-se de uma droga licita, com
grande aceitacao social. Esta aceitacdo provavelmente tenha origem em fatos historicos, ja que
ha relatos de que ha 6000 a.C. a bebida alcodlica ja estava inserida nos habitos e costumes do
homem, sendo em muitas culturas considerada uma substancia divina, que favorecia o contato
com os deuses’®. A partir da Revolugio Industrial registrou-se um grande aumento na oferta
de bebidas destiladas, contribuindo para um maior consumo e, consequentemente, gerando um
aumento no nimero de pessoas que passaram a apresentar algum tipo de problema devido ao
uso excessivo de alcool. Os alcodlatras eram considerados criaturas imorais, preguigosas €

vagabundas’.

A dependéncia de drogas passou a ser vista como uma doenc¢a ha menos de duzentos
anos. Até entdo, apenas as complica¢cdes do consumo, tais como deméncia e surtos psicoticos
despertavam a atencdo dos médicos. Somente a partir de 1850 € que os estudos comegaram a
desvendar os “mistérios” da dependéncia a drogas. Nos ultimos trinta anos ela passou a ser
vista como uma doenca com sinais e sintomas especificos™ . Cada individuo tem um padréo
de consumo diferente, que varia do consumo de baixo risco até a dependéncia. Hé, portanto,
diferentes niveis de gravidade, onde os fatores genéticos deixam alguns individuos ainda mais
susceptiveis ao uso nocivo de substincias psicoativas' e a motivacio para a mudanca de

hébito, também ¢ diferente de pessoa para pessoa”. Trabalhos recentes apontam para um sinal
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de intoxicacdo quando do uso de drogas que funcionaria como um sistema de feedback
negativo para este comportamento ¢ que funcionaria, na maioria das pessoas, como um
sistema de protegdo efetivo contra a ingestdo, compulsiva, da droga. No entanto, isto ainda

nio estd bem definido’.

Os levantamentos epidemioldgicos mostram que 200 milhdes de pessoas, ou seja, 5%
da populacdo mundial, na idade de 15-54 anos, consumiram drogas ilicitas, pelo menos 1 vez
em 12 meses. Ja o alcool, que ¢ uma droga licita, durante 0 mesmo periodo, foi consumido
por 50% da populagio mundial'®. Levantamentos do consumo de drogas pelos jovens
brasileiros nas 10 maiores capitais brasileiras, realizada pelo CEBRID (Centro Brasileiro de

Informagao sobre Drogas Psicotropicas) trazem os seguintes dados:

- 1997 — 7,0% dos estudantes (maioria menores de 18 anos) de Belém bebem 20 ou
mais vezes por més (uso pesado); na faixa de 10-12 anos, 53,2% ja usaram alcool ao

menos uma vez. Em Porto Alegre, os nimeros sao: 7,7% e 55,2% respectivamente.

- 2001 — Levantamento domiciliar em 107 maiores cidades brasileiras, 1,5% de 12 — 24

anos declararam consumir 4alcool ao menos trés vezes por semana.

- 2004 — V Levantamento Nacional entre estudantes mostra que 6,6% destes na faixa
etaria de 10 — 18 anos fazem uso pesado de alcool, entre 10 — 12 anos o uso chegou a

41,5% dos entrevistados.

A dependéncia de alcool ¢ ainda a principal causa das internagdes psiquiatricas que
acontecem em decorréncia do uso de drogas psicotrdpicas. Ela foi responsavel, em média, por
90% das 726.429 internagdes registradas entre 1988 e 1999. Dados do Ministério da Satde a
apontam como a segunda causa de todas as internac¢des psiquidtricas, ficando atrds apenas da
esquizofrenia. Dos 471 milhdes de reais gastos com internagdes psiquiatricas no ano de 2000,

. . : : . 11
12% foram destinados aquelas relacionadas ao uso abusivo do alcool .

Considerando as drogas ilicitas, estas sdao consumidas por, pelo menos, 4,2% da
populacdo mundial, sendo que, em primeiro lugar, encontra-se a maconha, seguida pelas
. , ., 10 . L, . . .
anfetaminas, cocaina e os opidceos . Os benzodiazepinicos, devido a sua relativa seguranca e
baixa toxicidade, sdo ainda usados indiscriminadamente por alguns profissionais médicos, que

desconsideram o aspecto de tolerancia e dependéncia desenvolvido por este grupo de drogas
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ansioliticas. Atualmente, um em cada 10 adultos recebe receitas de benzodiazepinicos a cada
ano'%, sendo que 50% dos pacientes que fazem uso de benzodiazepinicos por mais de 12
meses evoluem para uma sindrome de abstinéncia'’. Os solventes também sdo usados,
principalmente por pessoas carentes, devido ao seu baixo custo e desempenham um papel
anestésico' e de alivio, contra situagdes tais como dor e fome'*. Os solventes ja foram

utilizados pelo menos uma vez na vida por quase 6% da populagdo brasileira, sendo a quarta

substancia mais comum de abuso.

A Figura 1 mostra a prevaléncia de uso das drogas psicoativas licitas e ilicitas no
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Figura 1 - Prevaléncia de uso das drogas psicoativas licitas e ilicitas no Brasil.
FONTE: Galdur6z et al (2002). I Levantamento Domiciliar sobre Uso de Drogas no Brasil ~ Centro Brasileiro de
Informacao sobre Drogas Psicotrépicas (CEBRID)15.

A dependéncia as drogas pode ser definida como uma sindrome comportamental, com
fatores neurobioldgicos, caracterizada pelo consumo compulsivo de drogas com recaidas
freqiientes. Este comportamento ¢ comum e pode ocorrer mesmo depois de muitos anos de
abstinéncia e esta associado a conseqiiéncias desastrosas para o individuo, incluindo a morte’.
A compulsdo pelo uso da substincia, relacionada ao reforco positivo (prazer) para a
continuidade do uso, ¢ considerada como o componente psicologico da dependéncia, sendo,
por alguns autores, diferenciada da dependéncia fisica ¢ da sindrome de abstinéncia'”. Na
pratica clinica, os componentes psicologicos e fisicos sdo considerados de forma integrada,

pois, ndo existe dependéncia apenas psicologica ou apenas fisica, ja que algumas e perigosas



12

drogas, como o crack, cocaina e metanfetamina, sdo altamente aditivas, mas nao produzem

grandes manifestacdes fisicas na sindrome de abstinéncia’.

Devido a isso, na 9* Revisao da Classificacao Internacional das Doengas os aspectos

. , . . . v~ aA . 16 .
psicologicos e fisicos foram unificados sob a definicdo de dependéncia de drogas °. Assim,
hoje, aceita-se que uma pessoa seja dependente, sem qualificacdo, enfatizando-se que a

condicdo de dependéncia seja encarada como um quadro clinico.

O entendimento do circuito de recompensa nos anos 50, com a descoberta dos
receptores opidides enddgenos e dos peptideos nos anos 70, levaram os cientistas a procurar
entender a dependéncia através da a¢io neuromolecular, no processo de recaida e adicgdo®.
Muitos estudos, nas ultimas duas décadas, tém focado no entendimento dos mecanismos e
sistemas que medeiam o reforgo positivo para a adicg¢do. O principal sistema neurotransmissor
envolvido ¢ o dopaminérgico mesocorticolimbico, relacionado com o controle das emocdes e
padrdes comportamentais, cuja ativagao desencadeia uma sensacao de prazer. Esta via de
neurotransmissdo dopaminérgica ¢ também conhecida como via refor¢adora, do prazer ou das

em0g6652’4.

A plasticidade estrutural induzida pelas drogas de abuso ¢ longa (muitos meses) e 0s
trabalhos sugerem que estas produzem uma persistente reorganizacdo de padrdes de sinapses
Lo 41T \a , . . ~ .
cognitivas~ . Nao estd claro ainda se estas mudancas estruturais alteram a operacao de células
e circuitos, mas a reorganizagdo destas regides cerebrais devem contribuir para algumas das
persistentes seqiielas associadas ao uso repetido das drogas, incluindo da hipersensibilidade ao
incentivo emocional e as alteragdes cognitivas que sdo caracteristicas marcantes da

.~ 418 . . ~
adic¢do”". Estas mudangas ocorrem nas microestruturas dos dentritos de uma populagdo de

neurdnios dentro do sistema mesolimbico dopaminérgico™®'”.

A dopamina ¢é o principal neurotransmissor, descrito até entdo, envolvido no
mecanismo de adic¢do, ndo somente como um agente de recaida, mas de uma maneira geral,
como um agente no aprendizado e na neuroadaptagdo relacionado a droga4’19. A transmissao
dopaminérgica, eventualmente, excede os limites ao redor das sinapses, envolvendo
receptores somatodendriticos e pré-sinapticos seguida de difusdo da transmissdo através do
espaco extracelular'’. A excitacdo dos neurdnios dopaminérgicos se da de duas formas: um

unico pico tonico e uma fasica. As mudancas fasicas excitatérias fornecem somente uma
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figura parcial na resposta da transmissdo dopaminérgica para o estimulo motivacional®’. As
propriedades da transmissdo dopaminérgica, no nicleo accumbens e no cortex pré-frontal, sdo
mais consistentes na motivagdo e no refor¢o, de acordo com a nocao de que o nucleo

20,21,22 : -
72, Mais do que uma série

accumbens atua como uma interface entre a motivagao e a agao
de estimulos e respostas acredita-se, que a dopamina tem uma a¢do moduladora na habilidade
de incitar uma resposta’. Assim, os estudos tém mostrado o papel da dopamina no
mecanismo de adicgdo, sensitizacao e recaida, mas os resultados nao tém sido suficientes para

explicar o mecanismo de neuroplasticidade envolvido.

Os trabalhos recentes em modelos animais de adic¢ao, de neuroimagem, de fisiologia
celular e de biologia molecular t€ém ajudado a entender o circuito neuronal envolvido na

adiccao™*?.

Este circuito envolve as regides do cortex pré-frontal, amigdala, nucleus
accumbens, area tegmentar ventral e nucleo palido ventral, conforme descrito abaixo. O
nucleo accumbens, que por diversos anos tem sido considerado como a area principal
envolvida no mecanismo da adic¢do, apresenta uma grande concentragdo de receptores
dopaminérgicos D3, além da amigdala e da area tegmentar ventral. Drogas agonistas parciais €
antagonistas deste receptor diminuem o uso da droga ou a recaida a ela, sendo que a amigdala

2220 circuito que esta

parece ser a primeira regido envolvida no processo de recaida
envolvido neste processo parece ter os seguintes componentes: proje¢des da amigdala para o
cortex pré-frontal, deste para o nucleo accumbens, para a amigdala basolateral e para a area
tegmentar ventral, sendo estas proje¢des glutamatérgicas. Ha ainda uma conexdo
dopaminérgica da area tegmentar ventral para a amigdala e o nicleo accumbens tem eferéncia

neuronal GABAérgica e peptidica para o nucleo palido ventral e a area tegmentar ventral®.

. O Dopamina
Cortex Nucleo Pallidum
pré frontal Accubens ventral
O GABA
I O Glutamato
O GABA e
Amigadala Area peptideos

tegmentar
ventral

Figura 2 - Esquema proposto por KALIVAS, 2004.
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Parece que as mudancas dependentes do sistema dopaminérgico, ligadas as adaptacdes
rapidas moleculares na 4rea tegmentar ventral, sdo mais criticas para o desenvolvimento do
comportamento de adiccdo e a transmissdo glutamatérgica esta ligada na regulagdo das

alteracdes dependentes de dopamina®*.

Tudo indica que esta regido ¢ importante na
manutengdo do comportamento compulsivo do alcool e que a prolongada hipofuncao do
sistema dopaminérgico na 4rea tegmentar ventral esta associada com a longa potencializagao
das sinapses GABAérgicas no lugar dos neurdnios dopaminérgicos®®. Assim, o déficit de
liberacdo dopaminérgica na area tegmentar ventral pode ser a base para o intenso desejo e
recaida pelo 4lcool®. Terminais axdnicos dopaminérgicos e glutamatérgicos, freqiientemente

formam uma arvore sindptica no dendrito pds-sinaptico. Isto pode justificar a modulagdo da

neurotransmissio excitatoria®®.

Além do sistema mesolimbico dopaminérigico deve haver outro sistema ativado, ja
que os fatos e as mudangas irreversiveis deste sistema citados acima nao explicam totalmente
a adic¢do. Trabalhos mostram que o sistema nigroestriatal ¢ ativado no uso de drogas de
abuso, ja que mudancas de habitos estdo presentes em dependentes quimicos, como

comportamento padrio estereotipado e rigidez, contribuindo para as recaidas”.

Existem pequenas diferengas no mecanismo de adic¢ao entre as drogas psicotropicas.
O uso compulsivo do alcool diminui o efeito excitatério do sistema glutamatérgico, pois
bloqueia a liga¢ao da glicina aos receptores de glutamato. A glicina facilita a despolarizacao
da membrana pelo glutamato. Esta reducdo de acdo provoca proliferacio e aumento da
sensibilidade dos receptores de glutamato, levando aos sintomas de hipersensibilidade
presentes na abstinéncia, tais como convulsdes, delirium tremens e sindrome alcodlica fetal,
além de aumento da secrecdo de dopamina no sistema de recompensa. O déficit do sistema
glutamatérgico também prejudica a memoria de curta duragdo, sendo, provavelmente, a base

neurobiolégica para a amnésia alcodlica ou blackouts'.



Barbiteratos . - Steroids kIR

Lorecleacle "-:_

Corvulzams (PTX)

Figura 3 - Os sistemas GABAérgico e glutamatérgico sdo responsaveis pela inibicdo e excitagdo do sistema
nervoso central respectivamente. A esquerda, um receptor GABA tipo A (GABA-A), que pode ser estimulado
pelo alcool, barbituricos e benzodiazepinicos. A direita, um receptor de glutamato (NMDA e GLU). A glicina
(GLY) potencializa a a¢do dos neurotransmissores. O alcool é capaz de bloquear sua ligagdo, piorando o
desempenho desse sistema’ .

Fonte: Burst JCM. Substance abuse, neurobiology, and ideology. Arch Neurol 1999.

A sindrome de abstinéncia, por sua vez, parece estar ligada ao sistema de recaida. Ha
diminui¢do da liberacdo de dopamina durante a abstinéncia, resultado da a¢do de trés fatores
principais: aumento da inibi¢do via receptores GABAB, aumento da inibi¢ao via receptores
mGlu e aumento da liberagdo de GABA. Esta reducdo parece explicar a diminuicdo da
sensitividade aos efeitos de recaida e o aumento das doses das drogas que caracterizam os

trabalhos de adic¢do”.

A alta prevaléncia de abuso de drogas associada ao avanco dos métodos de
diagnosticos, da caracterizacdo dos mecanismos neurobioldgicos e da farmacologia das
drogas, trouxe uma nova compreensao da dependéncia quimica como um transtorno de satde

publica, que pode ser abordado por qualquer profissional treinado na area de saude.

Hoje os tratamentos para dependentes quimicos sdao realizados com grupo de
diferentes areas da satide, medicina, assisténcia social, enfermagem, psicologia e sociologia,
além de lideres comunitarios e advogados, tendo, assim, um dindmico carater
biopsicossocial’. Além disso, o entendimento da dependéncia quimica como uma doenga
cronica muda o modo do tratamento e a consciéncia de que este ndo traz a cura do paciente,

mas o gerenciamento da mesma”.



16

Além das terapias em grupo e terapias individuais, vém sendo hoje usadas como
tratamento farmacologico substancias que diminuem os efeitos na compulsdo pelo uso da
droga, nas recaidas e na sindrome de abstinéncia, evitando, conseqiientemente o abandono do

tratamento, tao freqiliente entre os usudrios de drogas.

As substancias tém sido desenvolvidas e utilizadas a partir da descoberta e do
entendimento do mecanismo bioldgico da dependéncia em drogas. As substancias aprovadas
no momento para este tratamento sao o dissulfiram, acamprosato e naltrexona. O dissulfiram
atua inibindo a aldeidodesidrogenase e a ndo metabolizagdo do acetaldeido leva a efeitos
toxicos, tendo um mecanismo de aversao ao uso do alcool. O acamprosato ¢ um fraco
antagonista de receptores NMDA, podendo agir na plasticidade sindptica, sendo usado para
diminuir a compulsdao no uso da droga e a naltrexona, que ¢ um antagonista opidide, ¢ usado
para diminuir a sensa¢ao de recompensa pelo uso da droga. As substancias que atuam sobre 0
sistema dopaminérgico e serotoninérgico t€m sido estudadas e usadas, mas ainda nao estdo
aprovadas para o uso em dependentes quimicos. Drogas ansioliticas e anticonvulsivantes,

entre outras, tém sido também propostas e testadas® "

Além destes tratamentos, tem sido relatado o uso popular de plantas medicinais. A
medicina chinesa j& utiliza plantas medicinais hd longo tempo para o tratamento de
dependentes de drogas. Estas plantas, como por exemplo, os alcaléides da Tabernanthe

31:32(Brva de Sdo Jodo), Pueraria lobata® (Kudzu, Ge-gen)

iboga®'™>, Hypericum perforatum
Passiflora incarnata Linneaus™ (Maracujd), Thunbergia laurifélia™ (allamanda roxa) e
Simplocos racemosa’, Salvia miltiorrhiza e Panax ginseng>> parecem atenuar a sindrome de
abstinéncia e a ingestio da droga’' ou diminuir a absor¢io da mesma’. Bastante conhecidas
dos brasileiros sdo o limao (Citrus limonum) e o maracuja-agu (Passiflora quadrangulares),
cujos supostos beneficios no tratamento de alcoolistas aparecem ja hd muitas décadas na
farmacopéia fitoterapica®. Alguns trabalhos ja foram desenvolvidos com estas plantas

tentando relacionar seus efeitos “anti-drogas” com seus possiveis mecanismos de agdes, tais

como:

Hypericum perforatum — Usado no tratamento de depressdo moderada e no
tratamento do abuso de drogas. Existe uma associagdo entre depressao e abuso de alcool, ja

. . Lo x 31
tendo sido relatado substratos neuroquimicos em comum para estas duas situagdes” .
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Trabalhos realizados em animais tem demonstrado a diminuicdo do uso de alcool em
. - , - 3 .

tratamentos por gavagem ou ingestdo voluntéria .0 H. perforatum atua sobre o sistema

serotoninérgico, noradrenérgico, dopaminérgico, glutamatérgico e gabaérgico, inibindo a

recaptacdo neuronal e, a atividade da monoamino-oxidase (MAO)31’38'40.

Além disso,
trabalhos demonstram a acdo do H. perforatum sobre o sistema opidide, devido a alta
afinidade por receptores sigma e uma alta afinidade desta planta sobre receptores GABAg e
moderada afinidade sobre GABA4. Estas agdes ocorrem na regido mesolimbica e parecem

: ~ ~ A . 31
explicar a agdo desta erva na depressdo moderada e no tratamento da dependéncia de alcool”™ .

Pueraria lobata — Tem como principio ativo a puerarina. Ha estudos pré-clinicos
demonstrando os efeitos benéficos de puerarina sobre a ingestdo de alcool, sugerindo uma
acdo desta planta no tratamento da compulsao pela droga. O extrato da P. lobata é capaz de
reduzir a ansiedade, melhorando a interagdo social na abstinéncia, sendo que este feito parece

ocorrer devido um fraco antagonismo dos receptores benzodiazepinicos®" *'.

Tabernanthe iboga — Seu principio ativo, a ibogaina tem sido usada no tratamento de
abuso de drogas por exercer um efeito anticompulsivo, devido agdo estimulatéria sobre os
sistemas dopaminérgicos e serotoninérgicos. A ibogaina aumenta os niveis de dopamina no
cérebro, diminui os niveis dos seus metabolitos no nucleus accumbens, estriato e cortex pré-
frontal, areas envolvidas com a dependéncia. A ibogaina também interage com o sistema
serotoninérgico, aumentando a sua atividade no nucleus accumbens. Tem uma ag¢ao inibitoria
sobre receptores pré-sinapticos SHTp, bloqueando a modulacdo inibitéria da serotonina sobre
o sistema dopaminérgico. Sabe-se que a ibogaina ativa o receptor kappa opioide, inibindo a
liberagdo de dopamina mediada por este receptor. Também apresenta agdes sobre o sistema
glutamatérgico e gabaérgico, principais neuromoduladores da atividade cerebral’**. Além
disso, a ibogaina altera a regulacdo de calcio intracelular e dos canais de s6dio dependentes de
voltagem™. Embora a somatéria destes efeitos contribua para a sua acdo antiadicctiva
(atenuagdo da tolerancia, da abstinéncia e a compulsdo pelo uso da droga), os efeitos

serotoninérgicos parecem ser os mais relevantes®: **.

Passiflora incarnata L. — Em muitos paises ha relatos do uso desta planta para
atenuac¢ao da adicgdo por alcool, tendo um efeito do tipo ansiolitico no SNC e varios trabalhos

tém demonstrado resultados encorajadores com relagdo a seus efeitos em reverter a tolerancia
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e sobre a dependéncia de alcool, morfina e canabindides®®. Sua acdo, entretanto, ndo parece
ser sobre os receptores benzodiazepinicos®. Cohen® demonstrou que a P. incarnata inibe
uma aromatase, enzima do sistema da citocromo P-450, que faz a conversdo da testosterona
em seus metabodlitos. Assim, aumenta o nivel de testosterona livre, diminui o de estrogénio
reduzindo o feedback negativo do estrogénio, contribuindo também para a manutengao de
uma alta concentragdo de testosterona sanguinea. Sabe-se que o dlcool leva a
hiperestrogenizacao e reducao da testosterona sanguinea e que os neuroesteroides cerebrais
sdo os responsaveis pelo efeito ansiogénico e pro-convulsivante observados na abstinéncia e
administracdo cronica de 4lcool*’. Desta forma, o uso desta planta ajuda na normalizacio das
alteracdes comportamentais, como a intensa ansiedade manisfestada na abstinéncia, comuns

no uso crénico e dependéncia de alcool e outras drogas®.

Stichaster striatus — Ha poucos estudos sobre esta planta. Foi descrito que ela
diminui a ingesta voluntaria de alcool, mas ainda nao estd bem determinado o mecanismo de
acdo. Sabe-se, porém, que esta planta ndo bloqueia a enzima aldeido desidrogensase, como faz
o dissulfiram, reconhecido pelo seu efeito antietanol®.

Thunbergia laurifolia Linn. — E bastante pobre a literatura cientifica sobre esta
planta. Sugere-se que o extrato desta planta teria uma potente acao estimulante da liberagao de

dopamina no estriato, o que poderia justificar seu uso no tratamento do abuso e dependéncia

de drogas®.

Panax Ginseng e Salvia miltiorrhiza — Ha relatos de que estas plantas diminuem a
absor¢ao de dalcool no trato gastrointestinal, reduzindo a concentragdo sanguinea e

" : 32
conseqiientemente os efeitos da droga™.

O presente trabalho pretende estudar uma planta popularmente utilizada no
tratamento da compulsio a drogas, a Thitonia diversifolia (Fig. 5 e 6), conhecida
popularmente como margariddo, mini-girassol ou mao de Deus. Esta planta ¢ nativa do
México e da América Central e difundida em outras partes do mundo®®, como pode ser visto
na Fig. 4, inclusive no Brasil. E usada no tratamento de problemas de estdbmago, indigestdo,

dores de garganta e no figado™.
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Figura 4 — Distribuicdo mundial da Thitonia diversifolia, segundo o Botanical Garden of Missouri (www.
Mobot123807049297)

Trabalhos cientificos mostraram que a Tithonia diversifolia contém compostos
bioativos, compostos que possuem atividade antimalarica, antiinflamatoria, antidiarréica,
antiamébica, antimicrobiana e atividade espasmolitica®®>>. Alguns compostos bioativos tém
sido isolados a partir das folhas e raizes, dentre estes se incluem as lactonas sesquiterpénicas,
saponinas e alcaléides™®>”. Pouco se sabe, no entanto, sobre as agdes desta planta no SNC, as
quais poderiam justificar este uso medicinal. Acredita-se que esta acdo da Thitonia
diversifolia esteja relacionada a presenca de lactonas sesquiterpénicas na sua estrutura
quimica®, pois ha relatos de que estas tém varias a¢des sobre o organismo, incluindo agdes
centrais™, as quais poderiam favorecer seu uso no tratamento da sindrome de abstinéncia a

drogas.



Figura 5 — Espécime de Thitonia diversifolia. FONTE http://davesgarden.com/pf/go/59827/index.html.
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Espécime da T. diversifolia. Fonte: http.//davesgarden.com/pf/go/59827/index.html

Figura 6



2 JUSTIFICATIVA

Com o uso cada vez mais freqliente e precoce de drogas licitas e ilicitas que levam a
dependéncia e a necessidade de apoio farmacoldgico no seu tratamento, este trabalho visa
determinar as possiveis acoes centrais da Tithonia diversifolia que corroborem sua eficacia e
seguranga no tratamento de dependéncias quimicas. Até o momento, os trabalhos cientificos
existentes identificaram quimicamente as substancias contidas nesta planta, muitas destas com
potencial terapéutico, mas sem estudos sistematicos de suas atividades farmacoldgicas
centrais. Pretendemos verificar, experimentalmente, a existéncia ou nao da propriedade
terapéutica central, o que justificaria um estudo mais aprofundado dos principios ativos desta
planta, os quais poderiam ter uma acgdo antiabuso. Uma vez confirmada, vislumbramos a
possibilidade de continuidade da pesquisa com estudos clinicos, que possam vir a corroborar

ou nao seu uso terapéutico.



3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

O presente estudo teve por objetivo avaliar as ag¢des farmacologicas centrais da
Tithonia diversifolia nos sistemas de neurotransmissdo envolvidos na neurobiologia da

dependéncia a drogas que possam dar suporte ao seu potencial terapéutico.

Objetivos Especificos

e Avaliar a agdo da Tithonia diversifolia no sistema dopaminérgico.
e Avaliar a agdo da Tithonia diversifolia no sistema serotoninérgico.
e Avaliar a acdo da Tithonia diversifolia no sistema noradrenérgico.

e Avaliar a agdo da Tithonia diversifolia no sistema GABA e glutamatérgico.



4 METODO

4.1 Materiais
Animais

Foram utilizados camundongos Sui¢os, de ambos os sexos, com 3 meses de idade,
pesando entre 30-40g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina, mantidos até o momento do experimento no Biotério do Setorial da Coordenadoria
Especial de Farmacologia, sob condi¢des controladas de temperatura ambiente (23+2°C) e luz
o ciclo (ciclo claro/escuro de 12h: (luz acesa das 07:00 as 19:00h). Os animais tiveram livre
acesso a agua e comida, exceto durante a realizagdo dos experimentos. Todos os animais
foram habituados nas condig¢des do laboratorio por, pelo menos, uma semana antes do inicio
dos testes comportamentais. Todos os animais ndo haviam sido previamente usados, sendo
testados apenas uma vez, exceto quando explicitamente indicado em testes nao invasivos. Os
experimentos comportamentais € os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissao
de FEtica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (#
23080.027554/2004-49/UFSC). O nimero minimo de animais e a duracdo minima de

observacgado que permitiram obter dados consistentes foram usados em todos os experimentos.
Drogas
Foram utilizadas as seguintes drogas:

e Haloperidol — Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA) - Diluido em salina
(0,9% de NaCl), administrado via i.p., na concentragdo de 1,0 mg/Kg, no
momento do teste. Esta droga foi gentilmente doada pelo Prof. Dr. Reinaldo

Naoto Takahashi.

e Apomorfina — RBI (Research Biochemicals International) - Diluido em salina
(0,9% de NaCl), administrado via i.p., na concentracdo de 10 mg/Kg, no

momento do teste.
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Imipramina - Sigma (I — 7379, lote 79H0847 Biochemical International D-
004, lote KPF — 195A) - Diluido em salina (0,9% de NaCl), administrado via

1.p., na concentragdo de 15 mg/Kg, 30 minutos antes do teste.

Diazepam — Diempax® - SANOFI Winthrop Lab. - Ampola de 10mg/2ml,
diluido em salina (0,9% de NaCl) e propilenoglicol, administrado via i.p., na

concentra¢ao de 1,0 mg/Kg, 30 minutos antes do teste.

Pentilenotetrazol — Sigma (P-6500, lote 28F0161) - Diluido em salina (0,9% de

NaCl), administrado via i.p., na concentragdo de 10%, no momento dos testes.

Pentobarbital — Laboratorio Abbott — Sao Paulo, SP. - Diluido em salina
(0,9% de NaCl), administrado via i.p., na concentracdo de 50 mg/Kg, no
momento dos testes. Esta droga foi gentilmente doada pelo prof. Antdnio J.

Lapa, setor de Produtos Naturais, Farmacologia, EPM / UNIFESP.

Eter Etilico — Laboratério Dindmica. - Algodio de 6g embebido com 5 ml de
éter, colocado em uma camara hermeticamente fechada. Administrado no

momento do teste.

Alcool Etilico (P.A .) — VETEC (Lote 048897). - Diluido em agua destilada,
administrado por via intra-gastrica, na concentragdo de 10% a 2 mg/Kg.

Administrado por 6 dias, 2 vezes ao dia (09:00 e 17:00h) por via intragéstrica.

Extrato bruto da planta Tithonia diversifolia. - As folhas de T. diversifolia
foram colhidas no Horto Botanico do Hospital Universitario da Universidade
Federal de Santa Catarina, pela aluna Rosane Schenkel de Aquino no més de
Abril de 2004. As folhas foram entregues no laboratério de Quimica do Prof. Dr.
Moacir G. Pizzollati, o qual € professor titular do departamento de quimica desta
mesma universidade, a fim de se obter o extrato bruto da planta. As folhas de
Tithonia diversifolia foram secas em estufa de ar circulante e, posteriormente
submetidas a maceragdo em etanol 96%, realizando-se quatro extragdes
consecutivas. O extrato hidroalcoolico, destas quatro extracdes, foi concentrado

em rota evaporador e, posteriormente, deixado sob refrigeracdo para decantar as
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graxas ¢ a clorofila. Realizada esta etapa, submeteu-se o extrato a separagdo do
precipitado, através de filtracdo simples, obtendo assim, o extrato bruto desta

planta a ser testado sobre possiveis agoes no SNC e na dependéncia quimica.

4.2 Metodologia

Os grupos controle e experimentais, com N variando de 4 a 8 animais por grupo,
foram escolhidos aleatoriamente. Todos os experimentos foram realizados entre 09:00h —
17:00h. Uma semana antes dos testes os animais eram deslocados do Biotério Setorial para o
biotério do laboratorio, sendo mantidas as mesmas condi¢cdes ambientais. No dia de cada
experimento os animais eram retirados do biotério e mantidos dentro das condi¢des
experimentais numa ante-sala onde eram pesados, marcados e ocorria a administragao das
drogas para a realizag¢do do teste em questdo. No momento do teste eram colocados na sala de
experimento, a qual também mantinha a temperatura entre 21 - 25°C, com iluminagao de luz
vermelha de 15w, quando necessario, e em siléncio. Cada animal foi utilizado somente uma

vez.
Tratamentos

O extrato hidroalcoolico das folhas da planta Tithonia diversifolia foi diluido em
agua destilada e administrado por via intragastrica, nas concentracdes de 100, 300, 600 e 900
mg/Kg. Para o tratamento agudo o extrato foi administrado por via intragéstrica (p.o.), duas
horas antes dos testes. No tratamento sub-cronico o extrato foi administrado por via
intragéstrica 24h — 5h - 2h antes dos testes. O grupo controle foi tratado com agua da rede

(0,Iml/10g de peso), pela mesma via e no mesmo esquema de tratamento.

Como nao foram encontrados dados de literatura acerca dos efeitos da 7. diversifolia
no SNC, inicialmente, utilizou-se o Teste de Irwin> (movimenta¢io espontinea em caixas
plasticas (42 x 26 x 15 cm)), para verificar se havia qualquer alteracdo de comportamento
ap6s a administragdao por via intragastrica do extrato bruto da planta na concentragao de 100,
300 e 600 e 900 mg/Kg. Apds a administracdo do extrato, os animais foram acompanhados
com intervalos de 10 min. com o tempo maximo de observacao de 3 h. Nenhuma diferenca

evidente de comportamento foi observada. Assim, decidimos utilizar diferentes modelos
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comportamentais validados para avaliagdao da atividade de substancias no SNC, como segue

abaixo.
1. Sono Induzido por Barbitirico
Objetivo:

Verificar uma possivel atividade hipnosedativa da Tithonia diversifolia, construindo
uma curva dose-tempo reposta para determinar a dose e o tempo de tratamento ideal a

serem usados nos demais testes.

Os animais foram separados nos diferentes grupos e foram tratados com o extrato
hidroalcoodlico da Tithonia diversifolia, 4gua ou diazepam. Duas horas ap6s o tratamento
com o extrato ou agua, ¢ 30 min do tratamento com o diazepam, benzodiazepinico usado
como hipnosedativo-padrao no teste, os animais receberam, por via intraperitoneal,
pentobarbital sédico (50 mg/Kg). A laténcia e a duragdo da perda do reflexo postural dos
animais foi registrada apds a injecao do pentobarbital, colocando-os em decubito dorsal
para registro da duracdo do sono. A recuperagdo da postura normal (3 tentativas) foi
considerada como o término do periodo do sono. Cada animal foi observado por um

. . .60
tempo maximo de 180 min consecutivos” .

2. Sono Induzido por Eter Etilico
Objetivo:

Confirmar o possivel efeito hipnosedativo do extrato hidroalcodlico da T.
diversifolia, observado no experimento do sono induzido por barbiturico, usando um

agente hipnotico ndo metabolizado hepaticamente.

Os animais foram separados em grupos e foram tratados com o extrato
hidroalcoodlico da Tithonia diversifolia, agua ou diazepam. Duas horas apds o tratamento
com o extrato ou agua, e 30 min do tratamento com o diazepam, foram colocados em uma
camara (30 cm X 20 cm de didmetro), de vidro transparente hermeticamente fechada,

saturada com éter etilico. O ambiente foi saturado utilizando um algoddo de 6 g
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umedecido com 5ml de éter etilico, colocado na camara 10 min antes de iniciar os testes, a

20 cm do nivel do chdo da camara.

Transcorrido o tempo de saturagdo e inicio de acao das drogas, os animais foram
colocados individualmente na camara e foi registrado o tempo de laténcia e duracdo da
hipnose induzida pelo éter. O sono etéreo foi igualmente caracterizado pela perda do
reflexo postural, ap6s a qual se esperou 60s para retirar o animal da cdmara de saturagdo,
colocando-os em dectbito dorsal para registro da duracdo da hipnose. A recuperacao da
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postura normal (trés tentativas) foi considerada como o término do periodo do sono”".

3. Teste de subida (“Climbing Behavior”)
Objetivo:

Investigar se o tratamento agudo com o extrato hidroalcoodlico de T. diversifolia tem

atividade no sistema dopaminérgico.

Duas horas ap6s o tratamento com o extrato da planta, d4gua ou haloperidol, os
camundongos receberam cloridrato de apomorfina (10mg/Kg), por via intraperitoneal e
foram colocados individualmente em gaiolas de arame para observa¢ao do comportamento
estereotipados (comportamento repetitivo, sem finalidade definida = climbing behavior),

conforme a escala de grau de esterotipia abaixo:
- 4 patas no piso da gaiola—0
- 2 patas na grade da gaiola — 1
- 4 patas nas grades(intermitente) — 2
- 4 patas nas grades(constantemente) — 3

O comportamento foi observado durante 30 min, a intervalos de 5 min®.
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4. Teste de Catalepsia ou Catatonia
Objetivo:

Verificar se o extrato hidroalcoolico de T. diversifolia tem atividade antagonista no

sistema dopaminérgico.

Os animais foram tratados com agua e extrato da planta por via intragéstrica e, duas
horas ap6s o tratamento, foi administrado por via intraperitoneal, 1 mg/Kg de haloperidol.
Os animais foram entdo colocados com as duas patas dianteiras sobre uma barra vertical

de vidro, a 5 cm da mesa, a intervalos de 10 min® , por 1 hora.

5. Teste da Suspensao pela Cauda (“Tail Suspension Test”)
Objetivo:

Investigar se o extrato hidroalcodlico da T. diversifolia possui atividade

antidepressiva.

Camundongos foram separados em grupos e cada grupo foi tratado com agua, extrato
da planta e imipramina, respectivamente. Duas horas ap6s o tratamento com agua e extrato
da planta e, 30 min do tratamento com imipramina, os animais foram presos pela cauda
com fita adesiva e permaneceram nesta situagdo por 5 min. Neste periodo foi registrado o
periodo de laténcia, até ficar imovel e também o tempo em que o animal permaneceu

imovel, a partir do periodo de laténcia®.

6. Campo Aberto (CA) ou “Open Field”
Objetivo:

Verificar se a atividade exploratoria em um novo ambiente é modificada pelo extrato

hidroalcodlicoo da T. diversifolia (atividade anti-estresse ou ansiolitica).
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Duas horas apos o tratamento com o extrato hidroalcodlico da Tithonia diversifolia e,
30 min do tratamento com diazepam, os camundongos foram colocados no campo aberto.
O campo aberto ¢ um quadrado confeccionado em acrilico com paredes transparentes e,
chdo preto, medindo 30 X 30 X 15 cm. Este equipamento foi usado para avaliar a
atividade exploratdria dos animais, € os parametros utilizados para esta avaliagdo foram:
sua movimentacdo espontanea (nimero de cruzamentos com as quatro patas entre as
divisdes do campo), numero de comportamentos de auto-limpeza (“grooming”), de
levantar (“rearing” ) ¢ o numero de bolos fecais, por 5 min consecutivos®™®. A iluminacio

neste modelo foi feita com luz vermelha de 15w.

7. Labirinto em Cruz Elevado (LCE)
Objetivo:

Investigar se a administragdo oral do extrato hidroalcodlico de T. diversifolia possui

efeito ansiolitico ou ansiogénico.

O LCE foi construido em acrilico transparente, de acordo com as especificagdes para
o teste em camundongos67. O aparelho consiste de dois bragos abertos opostos (30 x 5 cm)
cruzados em angulo reto com outros dois bragos, do mesmo tamanho, cercados por uma
parede de acrilico transparente de 15 cm de altura, ao qual se chama bragos fechados. O
assoalho do aparelho ¢ de acrilico preto. Para evitar a queda dos animais dos bragos
abertos, uma pequena borda de acrilico transparente (1 cm) foi colocada nos bragos
abertos. O aparelho fica elevado a 45 cm do nivel do chao. Os quatro bragos delimitam
uma area central de 5 x 5 cm, conhecida como area central. O aparelho era limpo com
etanol a 10% e secado, antes de cada animal ser avaliado no teste. Os animais foram

testados por 5 min neste aparelho, sob iluminagdo de luz vermelha de 15w.

Foram registrados os parametros convencionais para este método: freqiiéncia de
entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados, sendo considerada
como entrada em um dos bragos, quando o animal coloca as quatro patas dentro do
respectivo brago®. Também foi registrado a frequéncia total de entradas, a qual foi obtida

pela soma das freqiiéncias de entradas nos bragos abertos e fechados. Para a analise
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estatistica dos dados e para a elaboragdo dos graficos a percentagem de entradas nos
bragos abertos foi calculada dividindo-se a freqiiéncia de entradas nos bracos abertos pela
freqiiéncia total de entradas e este indice foi multiplicado por cem ([EA/EA+EF] X 100).
Calculou-se também o tempo percentual de permanéncia nos bragos abertos, usando o
somatorio de tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados ([TA/TA+TF] X
100)°76%71, Drogas e situagdes ansioliticas, normalmente, aumentam o tempo de
permanéncia ¢ o numero de entradas nos bracos abertos, enquanto drogas e situagdes
ansiogénicas aumentam o tempo de permanéncia e o numero de entradas nos bragos
fechados® ">, Além destes pardmetros, para aumentar a sensibilidade deste teste, os
pardmetros conhecidos como etologicos também foram observados e registrados, tais
como: numero de comportamento de estiramento (stretch attend posture), imersoes de
cabeca (head diping), levantamentos (rearing), auto-limpeza (grooming) e numero de

bolos fecais’ .

8. Convulsées induzidas quimicamente por pentilenotetrazol (PTZ)
Objetivos:

Verificar se a administra¢do oral do extrato hidroalcodlico de T. diversifolia

modifica as convulsoes causadas pelo pentilenotetrazol (PTZ).

Duas horas ap6s o tratamento com o extrato da planta ou dgua e 30min apos o
tratamento com Diazepam, o pentilenotetrazol foi injetado por via intraperitoneal e os
animais colocados em caixas plasticas para as observagoes. O tempo para manifestacao da
primeira convulsdo (laténcia), a duracdo, a incidéncia e a severidade das convulsdes foram
observadas e registradas até 30 min apos a injecdo de pentilenotetrazol ™.

A severidade das convulsdes foi avaliada conforme a escala de reatividade

convulsiva de Czuczwar & Frey (1986)":
- Nenhum comportamento convulsivo — 0

- Abalos mioclonicos (myoclonic jerks) — 1
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- Crises clonicas sem perda do reflexo de endireitamento — 2
- Crises clonicas com perda do reflexo postural — 3
- Extensdo tonica com morte — 5

As convulsdes clonicas se caracterizam por movimentagdo anormal das orelhas,
vibrissas, patas anteriores ou posteriores; todo o corpo em contragdes arritmicas
assimétricas e pode ocorrer corrida — “wild running” — do animal na caixa. As convulsdes
tonicas levam o animal a apresentar uma fase inicial de flexdo, seguida por uma fase de

extensao caracteristica, podendo levar a morte.

9. Hipertermia causada por estresse modificado por van der Heyden et al. (1997)
Objetivos:

Validar o teste de hipertermia causada por estresse, estabelecendo o efeito
ansiolitico do diazepam neste experimento e o tempo para a medida de temperatura apos
a exposi¢cdo do animal ao novo ambiente no qual a diferenca de temperatura seja

estatisticamente significante.

Camundongos alojados em caixas plasticas (42 x 26 x 15 cm) com 18 — 30 animais
por caixa foram individualmente colocados em caixas plasticas (26 x 21 x 14 cm) 24 h
antes do teste. No dia do teste, os animais foram tratados com 4gua ou com o extrato da
planta por via intragastrica, ou com diazepam (1,5mg/Kg) por via intraperitoneal, e apds 2
h do tratamento com agua ou extrato da planta ou, 30 min do tratamento com diazepam, a
temperatura retal dos animais foi medida (T;). Logo apos a medida de T;, metade dos
animais de cada grupo de tratamento, voltou a caixa em que estava e a outra metade foi
colocada em caixas novas, com as mesmas caracteristicas ¢ dimensdes que as caixas-
moradia. A temperatura retal de cada camundongo foi novamente medida com intervalos

de 15 (T»), 30 (T3) e 60 min (T4) de exposicio a nova caixa’®’’.
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10. Abstinéncia ao alcool
Objetivo:

Verificar se o tratamento agudo com o extrato de T. diversifolia interferia com a
dependéncia quimica ao dlcool causada pelo tratamento repetido (6 dias, 2X por dia)

com alcool etilico.

Inicialmente, camundongos machos foram tratados, por via oral (intragastrica), com
alcool etilico a 10%, 2g/Kg, duas vezes ao dia (09:00h e 17:00h), por seis dias
consecutivos’*. Outro grupo de camundongos foi tratado com 4gua na mesma freqiiéncia e

pela mesma via de administragao.

No sétimo dia, camundongos naive, tratados com &4gua ou com dalcool foram
utilizados para caracterizar a dependéncia pelo aumento de locomog¢ao motora proveniente

da abstinéncia, utilizando para isso o modelo do campo aberto.

Também no sétimo dia, foi realizado o tratamento agudo com o extrato bruto de 7.
diversifolia na concentracdo de 300 mg/Kg, nos grupos previamente tratados com agua e
alcool durante os seis dias consecutivos. Duas horas apos o tratamento com o extrato os

grupos foram submetidos ao modelo da hipertermia causada pelo estresse.

11. Tratamento subcronico com a 7. diversifolia

O tratamento subcronico foi realizado administrando trés vezes consecutivas o
extrato hidroalcoodlico de 7. diversifolia e 4gua, com intervalos de 24, 5 e 2 horas antes do
teste experimental, com o objetivo de verificar se o tratamento subcronico poderia
melhorar a farmacocinética da droga, favorecendo a sua agdo no SNC. Apos o tratamento
subcronico, foram realizados os testes do sono induzido por barbitlrico ou éter etilico,
suspensdo pela cauda, labirinto em cruz elevado, campo aberto e convulsdo induzida por

pentilenotetrazol (PTZ).
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Como ndo foram encontrados dados de literatura acerca dos efeitos da 7. diversifolia
no SNC, utilizou-se o teste de movimentagdo espontanea em caixas plasticas (42 x 26 x 15
cm), para verificar se havia alteracdo de comportamento apds a administragdo por via
intragastrica do extrato bruto da planta na concentragdo de 100, 300 ¢ 600 mg/Kg. Apos a
administracao do extrato, os animais foram acompanhados com intervalos de 10 min, com o
tempo maximo de observacdo de 3 h. Nenhuma diferenca de comportamento foi observada
em nenhum dos tempos de observagdo para nenhuma das doses usadas. Devido a isso, foram

utilizados os modelos classicos de avaliagdo da atividade de substancias no SNC, como segue.

1. Efeito do tratamento agudo do extrato bruto da 7. diversifolia no Sono Induzido

por Barbitirico

Na Figura 7 estdo os resultados deste experimento 2 h apds a administragdo por via
oral de 4gua ou de Tithonia diversifolia nas concentragdes de 100, 300 e 600 mg/Kg e de
diazepam (i.p.) a 1,0 mg/Kg (C = 28,0£6,0; TD100 = 30,0£6,1; TD300 = 48,4+5,8; TD600 =
50,9£10,0; DZP = 65,948,7). Houve potencializagdo (p<0,05) da duracdo do efeito
hipnosedativo do pentobarbital nas concentragdes de 300 e 600mg/Kg e, como esperado, do

diazepam em comparacao ao grupo controle.
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Figura 7 — Efeito do tratamento agudo com Tithonia diversifolia, 2 h apds sua administracdo oral, na
duragdo do sono barbitirico (pentobarbital sodico 50 mg/kg i.p.) avaliado em camundongos fémeas. A
duragdo do teste foi de no maximo 180 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as
barras verticais os EPM (erros padroes da média). Os asteriscos apontam diferengas significativas em
relagdo aos valores obtidos no grupo controle (p<0,05), usando-se a analise de variancia ANOVA seguida
do teste Dunnett ou teste “t” de Student (bicaudal nao pareado).

A Figura 8 mostra o resultado deste experimento, 3 h ap6s a administra¢do, por via
oral de agua ou Tithonia diversifolia nas concentragdes de 100, 300 e 600 mg/Kg, e da
administracdo intraperitoneal de diazepam a 1,0 mg/Kg (C = 59,5+6,7; TD100 =
68,2£11,0; TD300 = 78,0£12,4; TD600 = 74,2+16,0; DZP = 127,4+8,1). Nao houve
potencializacdo da duragdo do efeito hipnosedativo do pentobarbital em comparacdo ao

grupo controle (p>0,05), exceto para a droga padrao, diazepam.
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Figura 8 — Efeito do tratamento agudo com Tithonia diversifolia, 3 h apds sua administracdo oral, na
duragdo do sono barbitirico (pentobarbital sodico 50 mg/kg i.p.) avaliado em camundongos fémeas. A
duragdo do teste foi de no maximo 180 min. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as
barras verticais os EPM (erros padroes da média). Os asteriscos apontam diferengas significativas em
relagdo aos valores obtidos no grupo controle (p<0,05), usando a andlise de variancia ANOVA seguida do
teste Dunnett ou teste “t” de Student (bicaudal ndo pareado).

As Tabelas 2 e 3 mostram que o periodo de laténcia para inicio do efeito

hipnosedativo nao sofreu alteragdo comparando o grupo controle (p>0,05), diazepam e os

grupos de extrato da 7. diversifolia nas concentragdes de 100, 300 e 600mg/Kg, 2 ¢ 3 h

apos o tratamento com o extrato, respectivamente.

TABELA 2 - Efeito do tratamento com Tithonia diversifolia nas concentracdes de 100, 300 e

600 mg/Kg, apoés 2 h da administragdo por via oral, na laténcia para o sono
barbiturico (pentobarbital sdédico 50 mg/kg i.p.). A duragdo do teste ¢ de no
maximo 180 min. A coluna da laténcia representa a média dos resultados
obtidos mais os EPM (erros padroes da média), utilizando a andlise de
variancia ANOVA seguida do teste Dunnett.

Tratamento Dose(mg/Kg) Laténcia (segundos)
Agua - 240,8 + 17,9 (N=5)
Tithonia 100 250,6 + 7,9 (N=5)
Tithonia 300 257,2 + 18,9 (N=6)
Tithonia 600 224,8 + 7,0 (N=6)
Diazepam 1 232,2 + 30,0 (N=H)
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TABELA 3 — Efeito do tratamento com Tithonia diversifolia nas concentracdes de 100, 300 e
600mg/Kg, 3 h apds da administracdo por via oral, na laténcia para o sono
barbitarico (pentobarbital sodico 50 mg/kg i.p.). A duragdo do teste ¢ de no
maximo 180 min. A coluna da laténcia representa a média dos resultados
obtidos mais os EPM (erros padrdes da média) utilizando a anélise de variancia
ANOVA seguida do teste Dunnett.

Tratamento Dose(mg/Kg) Laténcia (segundos)
Agua - 2414 + 17,8 (N=5)
Tithonia 100 262,8 + 49,4 (N=5)
Tithonia 300 213,2 + 11,3 (N=5)
Tithonia 600 251,6 + 8,8 (N=5H)
Diazepam 1 186,7 + 13,3 (N=5)

Em fung¢do dos dados aqui obtidos, passamos a verificar os possiveis efeitos centrais

da T. diversifolia 2 h apds sua administragdo oral e na dose efetiva de 300 mg/Kg.

2. Efeito do tratamento agudo do extrato hidroalcoolico da T. diversifolia no Sono

Induzido por Eter Etilico

A Figura 9 mostra que 2 h apds a administragdo por via oral do extrato bruto da 7.
diversifolia (300 mg/Kg) ndo houve potencializacao da duracao do sono induzido pelo éter
etilico (p>0,05), em comparagdo ao grupo controle, o que ndo confirma uma agdo
hipnosedativa do extrato da planta. Por outro lado, a administracdo intraperitoneal de
diazepam a 1,0 mg/Kg, o hipnosedativo padrdo, potencializou o efeito hipndtico do éter,
mostrando a validade do experimento (p<0,05; C = 1,8 £ 0,2; TD300 = 1,8 £ 0,2; DZP = 3,5
+0,4).
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Figura 9 — Efeito do tratamento de Tithonia diversifolia (300 mg/Kg), por via oral 2 h ap6s a administragao
do extrato bruto, na dura¢do do sono etéreo (5 ml/10 min) avaliado em camundongos fémeas. Cada coluna
representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais os EPM (erros padroes da média). Os

asteriscos apontam diferencgas significativas em relagdo aos valores obtidos nos grupos controle (p<0,05),
usando-se a analise de varidncia ANOVA seguida do teste Dunnett.

A Tabela 4 mostra que 2h apos a administragdo por via oral do extrato bruto da 7.
diversifolia, na concentracao de 300 mg/Kg, ndo houve diferenca significativa no tempo de

laténcia para a inducdo do sono entre os grupos do controle, do extrato e do diazepam a 1,0

mg/Kg (p>0,05).

TABELA 4 — Efeito do tratamento de Tithonia diversifolia (300 mg/Kg), 2 h apos a
administracao do extrato, na laténcia para o sono etéreo (5 ml/10 min). Cada
coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais os

EPM (erros padrdes da média). Foi usada a anélise de variancia ANOVA
seguida do teste Dunnett.

Tratamento Dose(mg/Kg) Laténcia (segundos)
Agua - 130 + 3,12 (N=8)
Tithonia 300 128,3 + 5,39 (N=8)

Diazepam 1 1171 + 3,16 (N=8)
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3. Efeito do tratamento agudo com o extrato de 7. diversifolia no Teste de subida

(“Climbing Behavior”)

A Figura 10 mostra que a administragdo do extrato de 7. diversifolia (v.o0.), nas
concentragdes de 100, 300 e 600mg/Kg, ndo bloqueou de forma estatisticamente significativa
a atividade de subir as grades das gaiolas, promovida pela administracdo de apomorfina (10
mg/Kg i.p.), comparando os grupos tratados ao controle (C = 9,0+3,1; TD100 = 8,642,5;
TD300 = 8,5£1,9; TD600 = 8,0+2,4), mostrando que o extrato ndo atua sobre o sistema
dopaminérgico (p>0,05). O tratamento com haloperidol (1,0 mg/Kg i.p.), antipsicotico
padrao, diminui significativamente (p<0,05) a intensidade de subida nas grades das gaiolas

(EPM = HP = 0,440,3), mostrando sua atividade antidopaminérgica, validando o modelo

utilizado.
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Figura 10 — Efeito do tratamento oral em camundongos fémeas com extrato de Tithonia diversifolia (100,
300 e 600 mg/Kg) no comportamento de subir as grades promovido pelo tratamento i.p. com apomorfina
(10mg/Kg). O haloperidol (1mg/Kg, i.p.) foi usado como controle positivo do teste. Cada coluna representa
a média dos resultados obtidos e as barras verticais os EPM (erros padrdes da média). Os asteriscos apontam
diferencas significativas em rela¢do aos valores obtidos no grupo controle (p<0,05). Foi utilizada a anélise
de variancia ANOVA seguida do teste Dunnett.
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4. Efeito do tratamento oral agudo com a 7. diversifolia no Teste de Catalepsia

(Catatonia)

Na Figura 11 estdo os dados referentes ao tratamento agudo com o extrato de 7.
diversifolia (v.0.) nas concentragdes de 100, 300 e 600 mg/Kg, mostrando que este extrato nao
foi capaz de induzir os animais a catatonia, ja que a diferenca estatistica ndo foi significativa
(p>0,05), entre o grupo controle e o grupo tratado com o extrato bruto da T. diversifolia (100,
300 e 600mg/Kg). Houve diferenga estatisticamente significante (p<0,001) entre o grupo
controle e o grupo tratado com haloperidol a 1mg/Kg (droga padrdo, indutora de catalepsia;
C=1,25+1,25; TD 100=0,75+0,75; TD 300=1,5+1,5; TD 600=1,0+£1,0; HP=47,5t1,4). A
Figura 12 mostra que ndo ha diferenca significativa entre o grupo controle e os grupos tratados
previamente com a agua e com a 7. diversifolia (p>0,05) e posteriormente tratados com
haloperidol, isto ¢, a T. diversifolia ndo foi capaz de bloquear a catatonia induzida pelo
haloperidol (C = 54,5+0,9; TD100 = 53,0+2,7; TD300 = 55,8%1,8; TD600 = 55,0+1,9; HP =
54,3£0,3). Os dois resultados mostram que este extrato ndo possui atividade agonista sobre o

sistema dopaminérgico.
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Figura 11 — Efeito do tratamento oral com agua, Tithonia diversifolia (100, 300 e 600 mg/Kg) ou
haloperidol i.p. (Img/Kg) na duragdo da catatonia, avaliada em camundongos fémeas. Cada coluna
representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais os EPM (erros padroes da média). Os
asteriscos apontam diferencas significativas em relacao aos valores obtidos no grupo controle (p<0,05). Foi
utilizada a analise de varidncia ANOV A seguida do teste Dunnett.
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Figura 12 — Efeito do pré-tratamento oral de agua ou Tithonia diversifolia (100, 300 e 600 mg/Kg) na
duragdo da catatonia promovida pela administragdo i.p. de haloperidol 1mg/Kg, em camundongos fémeas.
Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais os EPM (erros padrdes da
média). Foi utilizada a analise de variancia ANOVA seguida do teste Dunnett.

5. Efeito do tratamento agudo com o extrato de 7. diversifolia no Teste da

Suspensio pela Cauda (“Tail Suspension Test”)

Os resultados da Figura 13 mostram que a administragdo aguda do extrato de 7.
diversifolia (v.0.), nas concentragdes de 100, 300 e 600 mg/Kg, ndo apresentou diferencas
estatisticas significantes com relagdo ao grupo controle (p>0,05; C = 145,0+£20,6; TD100 =
138,6£14,9; TD300 = 148,1£11,6; TD600 = 155,4£15,9) na duragdo (tempo) da imobilidade
tratado com Imipramina, antidepressivo padrdao, o que validou o modelo utilizado (p<0,05;

IMI = 72,6213,0).
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Figura 13 — Efeito do tratamento oral com agua ou Tithonia diversifolia (100, 300 e 600 mg/Kg) e da
administracdo i.p. de imipramina a 15mg/Kg no tempo de imobilidade registrado no teste de suspensdo pela
cauda em camundongos fémeas. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais
os EPM (erros padrdes da média). Os asteriscos apontam diferengas significativas em relagdo aos valores
obtidos nos grupos controle (p<0,05) utilizando a analise de varidncia ANOVA seguida do teste Dunnett.

6. Efeito do tratamento agudo com o extrato de 7. diversifolia apoés no teste do

Campo Aberto (CA) ou “Open Field”

Os dados apresentados na Figura 14 mostram que a administracdo do extrato de 7.
diversifolia, nas concentragoes de 100, 300 e 600 mg/Kg, ndo promoveu diferencas
estatisticas significantes na movimentacdo espontanea dos animais registrada no campo
aberto, quando comparado ao grupo controle (p>0,05; C = 53,0£9,4; TD100 = 57,5£5,8;
TD300 = 59,3+4,0; TD600 = 63,7+2,9). O grupo tratado com o diazepam mostrou um
aumento significante da movimentacdo espontanea dos animais no campo aberto (p<0,05;

DZP = 117,0£15,0), validando o teste.
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Figura 14 — Efeito do tratamento oral com agua ou Tithonia diversifolia (100, 300 e 600 mg/Kg) e da
administracdo i.p. de diazepam (Img/Kg) na movimentagdo espontinea dos camundongos machos,
registrada no campo-aberto. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais os
EPM (erros padrdes da média). Os asteriscos apontam diferencgas significativas em relagdo aos valores
obtidos nos grupos controle (p<0,05). Foi utilizada a analise de variancia ANOVA seguida do teste Dunnett.

A tabela 5 mostra os resultados de outro pardmetro da atividade exploratoria, o
comportamento de levantar (rearing), no qual ndo houve diferenca estatistica significativa

(p>0,05) entre o grupo controle e os tratados com o extrato de 7. diversifolia nas

concentracdes de 100, 300 e 600mg/Kg.

TABELA 5 — Efeito do tratamento oral agudo com o extrato de Tithonia diversifolia, 2 h ap6s
a sua administracdo, na atividade vertical de camundongos avaliada no campo-
aberto. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos mais os EPM

(erros padrdes da média). Foi utilizada a andlise de varidncia ANOVA seguida
do teste Dunnett.

Tratamento Dose(mg/Kg) Levantar (nimero)
Aguq - 22,3 + 5,5 (N:4)
Tithonia 100 235+ 10,0 (N=4)
Tithonia 300 21,3 + 4,0 (N=4)
Tithonia 600 27,7 £ 5,3 (N=4)

Diazepam 1 30,2 + 3,9 (N=4)
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7. Efeito do tratamento oral agudo com o extrato de 7. diversifolia no Teste de

Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

A Figura 15 mostra que a administragao do extrato de 7. diversifolia por via oral, nas
concentragdes de 100, 300 e 600 mg/Kg, ndo modificou significativamente a freqiiéncia de
entradas nos bragos abertos (A) (p>0,05; C = 16,8+6,5; TD100 = 7,1+4,1; TD300 = 0,0+0,0;
TD600 = 12,445,5) e o tempo de permanéncia dos animais nestes bracos (B) (p>0,05; EPM=
C=5,0£3,0; TD100 = 1,3+£0,9; TD300 = 0,0+0,0; TD600 = 4,0£1,4) do LCE. Houve diferenca
estatistica significativa (p<0,001) entre o grupo controle ¢ o grupo em que foi administrado
com o diazepam 1mg/Kg, tanto aumentando a freqiiéncia de entradas nos bragos abertos (DZP
= 63,242,8) quanto o tempo de permanéncia nestes bragos (DZP = 72,8+1,9), como esperado

para ansioliticos, mostrando a validade do experimento.
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2 s B Dzp 1mg/Kg N=4
0- = B

Figura 15 — Efeito do tratamento oral com o extrato de Tithonia diversifolia e i.p. de diazepam 1mg/Kg, em
camundongos machos, na freqiiéncia de entradas (A) e no tempo de permanéncia (B) nos bracos abertos do
LCE. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais os EPM (erros padrdes da
média). Os asteriscos apontam diferencas significativas em relagdo aos valores obtidos nos grupos controle
(p<0,05). Foi utilizada a anélise de variancia ANOVA seguida do teste Dunnett.
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Na tabela 6 estdo os resultados referentes aos parametros etologicos: numero de
estiramentos (stretch attend posture, SAP) e imersoes de cabega (head dipping, HD). A
analise estatistica destes parametros mostra que nao houve diferenca significativa (p>0,05)
com a administracdo oral do extrato de 7. diversifolia e que houve diferenca significativa
(p<0,05) entre o grupo controle e o diazepam, que diminuiu significativamente o niamero de

estiramentos ¢ aumentou o numero de imersdes de cabega.

TABELA 6 — Efeito do tratamento oral com o extrato de Tithonia diversifolia e 1.p. de
diazepam 1mg/Kg, no nimero de estiramentos e imersdes de cabeca no LCE.
Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e os EPM. Foi
utilizada a analise de variancia ANOVA seguida do teste Dunnett.

Tratamento Dose(mg/Kg) SAP (nimero) HD (ndmero)

Agua - 28,0 + 3,5 (N=6) 2,5+0,5 (N:=6)
Tithonia 100 27,8 +6,3 (N=4) 3,0+1,0(N=4)
Tithonia 300 22,8 + 6,3 (N=4) 3,8 +0,5(N=4)
Tithonia 600 23,5+ 0,6 (N=5) 2,8 +0,8 (N=H)
Diazepam 1 6,3 +15 (N=4) 31,3 +15 (N=4)

8. Efeito do tratamento oral agudo com 7. diversifolia no teste de convulsoes

induzidas quimicamente por pentilenotetrazol (PTZ)

A tabela 7 mostra os resultados da administragao oral com o extrato de 7. diversifolia
(300 mg/Kg) e da administragdo i.p. de diazepam 1,0 mg/Kg nas convulsdes induzidas pelo
PTZ (75mg/Kg). Nesta figura verificamos que nao houve diferenga estatistica significativa
(p>0,05) do grupo controle e do grupo de 7. diversifolia quanto: ao tempo de laténcia para a
primeira convulsdo e a duracdo da primeira convulsdo. Na Figura 16 estd apresentada a
severidade das convulsdes em uma hora de observagdo dos animais, apos tratamento i.p. de
PTZ. A administragdo de diazepam (i.p.) diminuiu de maneira significativa (p<0,05) a

laténcia, duracdo da primeira convulsdo, o nimero de convulsdes e a severidade de
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convulsoes (C = 37,4%6,4; TD300 = 37,0+7,7; DZP = 0,0+0,0), comparado ao grupo controle,

apos o tratamento i.p. de PTZ, como esperado.

TABELA 7 — Efeito do tratamento oral com o extrato de Tithonia diversifolia mg/Kg e da
administracao i.p. de diazepam Img/Kg, em camundongos machos, na
laténcia (s) para inicio das convulsdes e duracdo da primeira convulsdo,
induzidas por pentilenotetrazol (PTZ 75 mg/Kg i.p.). Cada coluna representa
a média dos resultados obtidos e os EPM (erros padroes da média). Foi
utilizada a analise de variancia ANOVA seguida do teste Dunnett.

Duragdo 1? convulsdo

Tratamento Dose(mg/Kg) Laténcia (segundos) (segundos)
Agua - 68,5+ 9,3 (N=6) 12,3 £ 2,3 (N=6)
Tithonia 300 61,6 + 3,6 (N=8) 14,4 + 2,9 (N=8)
Diazepam 1 0,0 £ 0,0 (N=4) 0,0 £ 0,0 (N=4)
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Figura 16 — Efeito do tratamento oral com o extrato de Tithonia diversifolia (300 mg/Kg) e administracao
i.p. de diazepam a Img/Kg, em camundongos machos, na severidade das convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol (75 mg/Kg, i.p.). Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras
verticais os EPM (erros padrdes da média). Os asteriscos apontam diferengas significativas em relagdo aos
valores obtidos nos grupos controle (p<0,05). Foi utilizada a analise de varidncia ANOVA seguida do teste
Dunnett.
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9. Valida¢ao do teste de hipertermia causada por estresse — Efeito do pré-

tratamento com diazepam

A Figura 17 mostra o efeito do tratamento dos camundongos machos com salina ou
diazepam 1,5mg/Kg, i.p., ap6s 15 min de exposi¢do ou ndo ao novo ambiente, na temperatura
retal dos animais. A) Mostra que o grupo tratado com salina apresentou hipertermia
significativa (p<0,05) ap6s a exposi¢do a um novo ambiente (NC; 0,27£0,14; 1,58+0,26),
quando comparado ao grupo controle que nao foi exposto a um novo ambiente; B) mostra que
o grupo tratado com diazepam ndo apresentou diferenca de temperatura estatisticamente
significante (p>0,05) apds a exposi¢ao a um novo ambiente (NC), quando comparado ao
grupo de diazepam 1,5 mg/Kg que ndo foi exposto ao novo ambiente (-0,04+0,25; 0,14+0,30);
C) mostra que houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre o grupo controle e o
grupo tratado com diazepam 1,5 mg/Kg apos a exposicdo a um novo ambiente (NC; 1,4+0,2;

0,1£0,3).
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Figura 17 — A - Temperatura corporal de camundongos machos, do grupo controle (NaCl 0,9% i.p.), 15 min
apos a exposi¢do a um novo ambiente (NC). B - Efeito do tratamento i.p. com diazepam 1,5 mg/Kg na
temperatura corporal de camundongos machos, 15 min ap6s a exposi¢do a um novo ambiente (NC). C -
Temperatura corporal de camundongos machos apds o tratamento i.p. com salina ou diazepam 1,5 mg/Kg 15
min ap6s a exposicao a um novo ambiente (NC). Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as
barras verticais os EPM (erros padroes da média). Os asteriscos apontam diferengas significativas em

relacdo aos valores obtidos nos grupos controle (p<0,05) utilizando o teste ¢ de Student ndo pareado
bicaudal.
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A Figura 18 mostra que, 15 ¢ 30 min apds a exposi¢cdo ao novo ambiente (NC), o
grupo experimental apresentou hipertemia (p<0,05), quando comparado ao grupo controle. A
mesma figura também mostra que, apoés 60 min, ndo houve diferenga significativa no grupo
exposto ao novo ambiente em relagdo ao grupo controle (EPM = 0,45%0,3; 1,4+0,2; 1,4+0,3;

0,620,3).

[Jsalina N=4

T T salina NC 15' N=5
10 salina NC 30' N=5
B salina NC 60' N=5

Diferenca de T-C

Figura 18 — Temperatura corporal de camundongos machos apds a exposi¢cdo a um novo ambiente (NC).
Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais os EPM (erros padrdes da
média). Os asteriscos apontam diferengas significativas em relagdo aos valores obtidos nos grupos controle
(p<0,05), utilizando-se a analise de variancia ANOVA seguida do teste Dunnett.

A Figura 19 mostra que ndo houve diferenca significativa de temperatura corporal
(p>0,05) entre o grupo tratado com diazepam i.p. a 1,5 mg/Kg apds a exposi¢do ao novo
ambiente (NC; 15, 30 e 60 min), em relacao ao grupo controle (ndo exposto a um ambiente
novo; DZP = -0,04+0,25; DZP NC 15° = 0,1440,30; DZP NC 30’= 0,56+0,16; DZP NC 60’ =
0,34£0,22).
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Figura 19 — Efeito do tratamento i.p. com diazepam (1,5mg/Kg) na temperatura corporal de camundongos
machos expostos a um novo ambiente (NC). Cada coluna representa a média dos resultados obtidos, e as
barras verticais os EPM (erros padrdes da média; analise de varidncia ANOVA, seguida do teste Dunnett).

Na Figura 20 estao os resultados da anélise estatistica relacionando o grupo controle
15 min apds a exposi¢cdo ao novo ambiente, aos grupos que foram administrados via i.p. com
diazepam 1,5mg/Kg. Estes resultados mostram que a diferenga de temperatura apds 15 min de
exposi¢ao ao novo ambiente em relagdo a temperatura inicial foi significativamente maior
(p<0,05) no grupo controle, do que a diferen¢a de temperatura nos grupos pré-tratados com
diazepam (EPM = C = 1,4240,25; DZP NC 15’ = 0,14+0,30; DZP NC 30’ = 0,56+0,16; DZP
NC 60’ = 0,34+0,22).

1 Salina NC 15" N=5
T Dzp NC 1,5mg/Kg 15' N=5
1 Dzp NC 1,5mg/Kg 30" N=5
Bz Dzp NC 1,5mg/Kg 60" N=5

Diferenca de T-C

Figura 20 — Efeito do tratamento i.p. com diazepam 1,5mg/Kg na temperatura corporal de camundongos
machos, expostos a um novo ambiente (NC). Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as
barras verticais os EPM (erros padroes da média). Os asteriscos apontam diferengas significativas em
relagdo aos valores obtidos nos grupos controle (p<0,05), utilizando a analise de variancia ANOVA seguida
do teste Dunnett.
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10. Efeito de abstinéncia apoés tratamento com alcool utilizando o modelo de campo

aberto.

A Figura 21 mostra que houve um aumento significativo na movimentagao
espontanea dos animais no campo aberto, no grupo tratado via oral com alcool a 10% (2g/Kg),
em comparagdo com o grupo controle, tratados com agua durante o mesmo periodo de
tratamento, € o grupo naive, sendo a diferenca estatisticamente relevante (p<0,001; C =

63,842,5; N = 59,844,6; Alcool = 99,3+4,6).
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Figura 21 — Efeito do tratamento v.o. com alcool a 10% (2g/Kg) na movimentagdo espontanea de
camundongos machos, tratados durante seis dias, duas vezes ao dia. A dura¢do do experimento foi de 5 min.
Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais os EPM (erros padrdes da
média). Os asteriscos apontam diferencas significativas em relagdo aos valores obtidos nos grupos controle
(p<0,05) Foi utilizada a andlise de varidncia ANOVA seguida do teste Dunnett.

11. Avaliacio do tratamento com o extrato de 7ithonia diversifolia na abstinéncia ao

alcool usando o modelo de hipertermia causada por estresse

O resultado do grupo controle (4gua) abstinente ao alcool esta mostrado na Figura 22
A, mostrando um aumento na temperatura retal do grupo exposto (NC) em relacdo ao nao
exposto a um novo ambiente ((p<0,0001; C= 0,25+0,10; NC= 1,35+0,05), ja o tratamento i.p.
com diazepam (1,5mg/Kg) impediu a hipertermia produzida pelo novo ambiente (C =
0,28+0,8; NC= 0,2540,09; Figura 22 B), enquanto o tratamento com o extrato bruto de 7.
diversifolia (300mg/Kg v.0.) ndo alterou a hipertermia induzida pelo estresse da exposi¢do ao

novo ambiente (C = 0,55%0,06; NC= 1,27%0,14; Figura 22 C).
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Figura 22 — A - Efeito do tratamento oral com agua (grupo controle) na temperatura corporal durante a
abstinéncia ao alcool em camundongos machos ndo expostos e expostos ao novo ambiente (NC). B - Efeito do
tratamento i.p. de camundongos machos, com diazepam 1,5mg/Kg na temperatura corporal do grupo controle
abstinente ao alcool ndo exposto e¢ no exposto ao novo ambiente (NC). C - Efeito do tratamento oral de
camundongos machos, com T. diversifolia 300mg/Kg na temperatura corporal do grupo controle abstinente ao
alcool ndo exposto e no exposto ao novo ambiente (NC). O tempo de exposi¢do ao novo ambiente foi de 15 min.
Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais os EPM (erros padroes da média). Os

asteriscos apontam diferencgas significativas em relacdo aos valores obtidos nos grupos controle (p<0,0001; teste
t de Student bicaudal nao pareado).
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A Figura 23A mostra a analise estatistica dos resultados referentes ao tratamento
com agua do grupo abstinente ao dlcool exposto ao novo ambiente (NC) e os animais do
mesmo grupo que nao foram expostos ao novo ambiente, mostrando que a exposi¢cdo ao novo
ambiente promove hipertermia (p<0,05; C= 0,48+0,06; NC= 1,24+0,24). Em contraste, o
grupo tratado com diazepam e, exposto a um novo ambiente (0,03+0,10) nao diferiu
estatisticamente do respectivo grupo abstinente ndo exposto (0,03+0,08; p>0,05; Figura 23B).
O tratamento oral agudo com 7. diversifolia nao alterou a diferenga de temperatura observada
entre o grupo abstinente ao alcool (10%, 2g/Kg) exposto (NC; 0,29+0,10) e o ndo exposto
(1,04+0,19) ao novo ambiente (p<0,05; Figura 23C).
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Figura 23 — A - Efeito do tratamento oral de camundongos machos, com 4agua no grupo abstinente ao alcool
ndo exposto e o exposto ao novo ambiente (NC). B - Efeito do tratamento i.p. de camundongos machos, com
diazepam 1,5 mg/Kg no grupo abstinente ao alcool ndo exposto e o exposto ao novo ambiente (NC). C -
Efeito do tratamento oral de camundongos machos, com 7. diversifolia no grupo abstinente ao alcool nao
exposto e exposto ao novo ambiente (NC), O tempo de exposicdo ao novo ambiente foi de 15 min. Cada
coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais os EPM (erros padrdes da média). Os

asteriscos apontam diferencas significativas em relacdo aos valores obtidos nos grupos controle (p<0,05;
teste ¢ de Student bicaudal nao pareado).
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A Figura 24 mostra os resultados do grupo controle abstinente ao alcool, apos a
exposi¢cdo ao novo ambiente, comparado com o grupo controle (salina) ndo exposto ao novo
ambiente, pertencente a validacdo do modelo de hipertermia (fig.17A), com o grupo
abstinente tratado com agua, com o extrato bruto de 7. diversifolia 300mg/Kg (p.o) e com
diazepam 1,5mg/Kg (i.p.), expostos ao novo ambiente. Houve diferenca significativa
(p<0,001) entre o grupo controle e o grupo abstinente tratado com diazepam 1,5mg/Kg
(0,134£0,20), mas nao entre o grupo controle e os grupos abstinentes tratados com dgua ou com
o extrato da 7. diversifolia (C = 1,35+0,05; Alcool+H,0 = 1,2440,24; Alcool+TD300 =
1,04£0,19).

2_
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Figura 24 — Efeito do tratamento oral com agua, com o extrato bruto de 7. diversifolia 300mg/Kg e i.p. com
diazepam 1,5mg/Kg na temperatura corporal de camundongos machos abstinentes ao alcool e expostos ao
novo ambiente. O grupo tratado com salina ( O ) representa o grupo controle da validagdo do experimento.
Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais os EPM (erros padrdes da
média). Os asteriscos apontam diferencas significativas em relagdo aos valores obtidos nos grupos controle
(»<0,05; analise de varidancia ANOVA, seguida do teste Dunnett).

12. Efeito do tratamento subcronico com o extrato da 7. diversifolia no sono induzido

por barbitarico

A Tabela 8 mostra os resultados referentes a analise da laténcia (segundos) para o
inicio do sono induzido pelo barbiturico, apds o tratamento oral subcronico com agua e com
extrato de 7. diversifolia 300mg/Kg, e também o tratamento i.p. com diazepam 1,0mg/Kg.,

onde ndo se observou diferenga estatistica significativa em relagdo ao grupo controle

(»<0,05).
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TABELA 8 — Efeito do tratamento subcronico oral com 7. diversifolia 300 mg/Kg na laténcia
para a indug¢do de sono pelo pentobarbital 50 mg/kg i.p. Os dados sao
representados pela média dos resultados obtidos mais os EPM (erros padroes
da média) usando-se a analise de variancia ANOVA, teste Dunnet e o teste ¢ de
Student (bicaudal ndo pareado). Foram usados camundongos machos.

Tratamento Dose(mg/Kg) Laténcia (segundos)
Agua - 233,4 + 0,001 (N=6)
Tithonia 300 113,5 + 0,001 (N=8)
Diazepam 1 164,3 + 0,001 (N=4)

A Figura 25 mostra que tanto a administracao via oral subcronica do extrato bruto de
T. diversifolia 300 mg/Kg, quanto o tratamento intraperitoneal com diazepam 1,0 mg/Kg
potencializaram significativamente (p<0,05) a duragdo do sono induzido pelo pentobarbital
50mg/Kg (i.p.), quando comparado ao grupo controle (C = 57,5+£0,001; TD300 =
113,5+0,001; DZP = 161,3£0,001).
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Figura 25 — Efeito do tratamento subcronico oral de camundongos machos, com o extrato de Tithonia
diversifolia (300 mg/kg, 3 doses em 24h) na duragdo do sono pelo pentobarbital sddico (50 mg/kg i.p.).
Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras verticais os EPM (erros padrdes da
média). Os asteriscos apontam diferencas significativas em relagdo aos valores obtidos no grupo controle
(p<0,05), quando comparado ao grupo tratado com o extrato bruto de T. diversifolia (300 mg/Kg) e o grupo
tratado com o diazepam (1,0 mg/Kg). Foram usadas as analises estatisticas de varidncia, ANOVA, teste
Dunnett e o teste ¢ de Student (bicaudal ndo pareado).
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13. Efeito do tratamento subcronico com o extrato da 7. diversifolia no sono induzido

por éter etilico

A Tabela 9 mostra os resultados referentes a laténcia (segundos) para o inicio do
sono induzido pelo éter etilico, apds o tratamento oral subcronico com agua e com extrato
bruto de 7. diversifolia 300mg/Kg, e o tratamento 1.p. com diazepam 1,0mg/Kg, onde nao se

observou diferenga estatistica significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,05).

TABELA 9 — Efeito do tratamento subcronico oral de camundongos machos com 7.
diversifolia 300mg/Kg na laténcia para indu¢ao do sono etéreo. A coluna da
laténcia representa a média dos resultados obtidos mais os EPM (erros
padrdes da média) (p>0,05), usando-se a analise de varidncia ANOVA, teste
Dunnet e o teste ¢ de Student (bicaudal ndo pareado).

Tratamento Dose(mg/Kg) Laténcia (segundos)
Agua - 139 + 11,0 (N=4)
Tithonia 300 124,0 + 5,2 (N=4)
Diazepam 1 1143 + 3,7 (N=4)

A Figura 26 mostra que apoOs tratamento subcronico oral com o extrato da T.
diversifolia, na concentragdo de 300 mg/Kg, nao houve potencializacdo da duragcdo do sono
induzido pelo éter etilico (p>0,05), em comparacdo ao grupo controle. A administracao
intraperitoneal de diazepam a 1,0mg/Kg potencializou o efeito hipnosedativo do éter
demonstrando a validade do experimento (p<0,05; C = 2,2+0,5; TD300 = 2,8+ 0,1; DZP =
4,0+0,6).
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Figura 26 — Efeito do tratamento subcrénico oral com o extrato de Tithonia diversifolia na duragdo sono
induzido pelo éter etilico em camundongos machos. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e
as barras verticais os EPM (erros padroes da média). O asterisco aponta diferenca significativa em relagao
aos valores obtidos no grupo controle (p<0,05), usando-se a analise de varidancia ANOVA, teste Dunnett e o
teste ¢ de Student (bicaudal nao pareado).

14. Efeito do tratamento subcronico com o extrato de 7. diversifolia no teste de

suspensio pela cauda (“Tail Suspension”)

A Figura 27 mostra os resultados da administragao subcronica de dgua, de extrato de
T. diversifolia (v.0.) e imipramina 1,5 mg/Kg (i.p.). A andlise estatistica do tempo de
imobilidade (segundos) ndo mostrou diferencas significativas entre o grupo controle € o
grupo tratado com 7. diversifolia (p>0,05), em contraste com a reducdo significativa da
imobilidade observada no grupo tratado com a imipramina (C = 13845,0; TD300 =

141,3+£17,7; IMI = 67,0+28,1), como esperado para o antidepressivo padrao.
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Figura 27 — Efeito do tratamento subcrénico com agua ou Tithonia diversifolia 300 mg/Kg (v. o) e da
administracdo i.p. de imipramina 15mg/Kg no tempo de imobilidade do teste de suspensdo pela cauda,
avaliado em camundongos machos. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras
verticais os EPM (erros padrdes da média). Os asteriscos apontam diferengas significativas em relagdo aos
valores obtidos nos grupos controle (p<0,05; analise de varidncia ANOV A, seguida do teste Dunnett).

15. Efeito do extrato de 7. diversifolia apos tratamento subcronico no teste do campo-

aberto (CA) ou “Open Field”

Os dados presentes na Figura 28 mostram que a administragdo subcronica v.o. do
extrato de T. diversifolia, na concentragcdo de 300 mg/Kg, ndo promoveu qualquer
diferenga estatisticamente significante com relacdo ao grupo controle (p>0,05; C =
60,5+1,3; TD300 = 56,315,2) no que diz respeito a movimentagao espontanea dos animais
registrada no campo-aberto. O diazepam (1,0 mg/Kg i.p.), por outro lado, aumentou
significativamente a movimentagdo espontanea dos animais no campo aberto (p<0,03;

DZP = 117,5+14,6).
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Figura 28 — Efeito do tratamento subcronico oral de camundongos machos, com agua (p.o ) ou T.
diversifolia 300 mg/Kg e da administragdo i.p. de diazepam Img/Kg na moviemntacdo espontinea de
camundongos avaliados no campo-aberto. Cada coluna representa a média dos resultados obtidos e as barras
verticais os EPM (erros padrdes da média). Os asteriscos apontam diferengas significativas em relagdo aos
valores obtidos nos grupos controle (p<0,05; analise de varidncia ANOV A, seguida do teste Dunnett).

16. Efeito da T. diversifolia, ap6s o tratamento oral subcrénico, no teste de Labirinto

em Cruz Elevado (LCE)

A Figura 29 mostra que a administra¢do subcronica do extrato de 7. diversifolia por
via oral, na concentracdo de 300mg/Kg, ndo modificou significativamente a freqiiéncia de
entrada nos bragos abertos (A; p>0,05; C = 2,0£0,9; TD300 = 2,8+1,1) e o tempo de
permanéncia dos animais nos bragos abertos (B; p>0,05; C= 2,2+1,4; TD300 = 3,1£1,6).
O diazepam 1 mg/Kg aumentou de forma significativa a freqiiéncia de entradas nos bragos

abertos (64,3+11,1) e o tempo de permanéncia nos bragos abertos (72,3%8,8), validando o

experimento.
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Figura 29 — Efeito do tratamento subcronico oral com agua ou extrato de 7. diversifolia 300mg/Kg, e da
administragdo i.p. de diazepam 1mg/Kg, em camundongos machos, na freqiiéncia de entradas (A) e no
tempo de permanéncia (B) nos bragos abertos do LCE. Cada coluna representa a média dos resultados
obtidos e as barras verticais os EPM (erros padrdes da média). Os asteriscos apontam diferengas
significativas em relagdo aos valores obtidos nos grupos controle (p<0,05; analise de variancia ANOVA
seguida do teste Dunnett).

17. Efeito do tratamento oral subcronico com 7. diversifolia no teste de convulsées

induzidas quimicamente pelo Pentilenotetrazol (PTZ)

A Figura 30 mostra os resultados da administracdo oral subcronica de agua ou
extrato de 7. diversifolia 300 mg/Kg e da administracdo i.p. de diazepam 1,0 mg/Kg nos
parametros da convulsdo induzida por PTZ. Nesta figura verificamos que ndo houve diferenca

estatisticamente significativa (p>0,05) do grupo controle e do grupo de 7. diversifolia quanto:
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(A) tempo de laténcia para a primeira convulsao e (B) severidade das convulsdes at¢ uma hora
apds a administra¢do i.p. de PTZ. A administracdo de diazepam (i.p.) diminuiu de maneira
significativa (p<0,05) o numero de convulsdes e a severidade de convulsdes, comparado ao

tratamento com agua (controle), como esperado.
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Figura 30 — Efeito do tratamento oral subcronico com agua ou 7. diversifolia 300 mg/Kg e da administracio
i.p. de diazepam 1mg/Kg em camundongos machos, na laténcia para inducdo da primeira convulsdo (A) e na
severidade (B) da convulsdo induzida por pentilenotetrazol 80 mg/kg i.p.. Cada coluna representa a média
dos resultados obtidos e os EPM (erros padrdes da média). Foi utilizada a analise de variancia ANOVA
seguida do teste Dunnett.



6 DISCUSSAO

O élcool e outras drogas psicotrdpicas estdo entre as causas de prejuizos a saude que
demandam maior custo publico. Este alto custo financeiro e social tem estimulado
investimentos em prevencdo e tratamento, num grande esfor¢o para reduzir a incidéncia de
abuso de drogas. Uma importante area de pesquisa tem sido a dos aspectos neurobiologicos da
adiccao. Se este processo puder ser alterado farmacologicamente, a dependéncia podera ser
efetivamente tratada. No entanto, até o momento ndo dispomos de drogas especificas, 100%
efetivas para o tratamento das dependéncias quimicas, embora a medicina popular,

especialmente a chinesa tenha apontado algumas plantas que teriam esta propriedade.

Em Florian6polis encontramos relatos do uso da 7. diversifolia para o tratamento de
dependentes quimicos. O uso popular da folha de 7. diversifolia pelos dependentes quimicos ¢
feito quando estes sentem uma vontade incontrolavel em utilizar a droga (fissura/craving), o
que faz parte da sindrome de abstinéncia a drogas. A explica¢do neurobiologica para a fissura,
assim como para a sensagdo de prazer induzido pelas drogas psicotropicas ainda carece de
melhor elucidagdo. Ja se sabe que varios sistemas farmacoldgicos de neurotransmissdo estao
envolvidos com os processos cerebrais da dependéncia e abstinéncia a drogas. Entre eles
destacam-se os sistemas dopaminérgico, GABAérgico, noradrenérgico, glutamatérgico,
serotoninérgico, opioidérgico ¢ dos canabindides®*. Por isso, neste trabalho foram utilizados
modelos experimentais em camundongos que avaliam a possibilidade de acdo do extrato de 7.

diversifolia nestes sistemas centrais de neurotransmissao.

Como a utilizacao popular ¢ a colocagdo da folha seca triturada na boca, quando o
paciente sente vontade de utilizar a droga, o trabalho foi realizado utilizando o extrato
hidroalcéolico da planta por via oral (intragastrica, mais precisamente) para garantir a

quantidade de substancia administrada aos animais.

No inicio dos experimentos, face ao desconhecimento da atividade do extrato bruto
de T. diversifolia no SNC, uma vez que nao se encontrou qualquer referéncia a esta planta e o

sistema em questdo na extensa revisdo literaria feita ao inicio e ao longo deste trabalho, para
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iniciar o screening da possivel atividade central desta espécie vegetal, foi escolhido o teste do
sono induzido por barbitirico®, por ser um teste de facil realizacio e que sugere uma agdo
sobre o receptor GABA, o que aumenta o influxo de Cloro para o interior da célula,
hiperpolarizando - a, levando a uma agdo inibitéria sobre o0 SNC, o que poderia justificar a
utilizacdo desta planta em dependentes quimicos. O extrato de 7. diversifolia (300 e
600mg/Kg) potencializou a duragdo do sono induzido por pentobarbital, 2 h apds o tratamento
oral agudo, mas nao houve alteracao significante 1 ou 3 h ap6s a sua administra¢dao, o que
levou a escolha deste periodo de tempo para as outras observacdes comportamentais. A droga
padrao, diazepam 1mg/Kg, um benzodiazepinico, que atua no seu sitio proprio no complexo
receptor GABA, causa o efeito hipnosedativo, como esperado, reduzindo a laténcia e

aumentando a duracao do sono barbiturico.

Entre as doses de 300 e 600mg/Kg, foi escolhida a dose de 300 mg/Kg para dar
continuidade aos estudos, pois a diferenca estatistica na potencializagdo do sono entre as duas
doses foi relativamente pequena e o uso de doses menores ¢ sempre mais vantajoso quando
diz respeito ao consumo do extrato da planta pela populagdo. Por outro lado, a potencializagao
do sono sugere uma possivel atividade hipnosedativa no SNC. Isto pode estar ocorrendo pela
acdo do pentobarbital, um barbitirico, que como outros do mesmo grupo quimico, age em
sitio proprio localizado no canal i6nico do complexo receptor GABAA. Desta maneira, o
extrato de 7. diversifolia parece também interagir com o receptor GABA,4, o que levaria a
potencializacdo do sono barbitlrico e justificaria seu uso popular na dependéncia quimica,
especialmente ao alcool. No entanto, a potencializagcdo do sono neste modelo também pode
ser consequéncia de uma interagdo farmacocinética do extrato da planta com o pentobarbital,
com ambos competindo pelas mesmas enzimas microssomais hepaticas de metabolizagao de
drogas. Para verificar esta possibilidade, foi utilizado o modelo do sono induzido pelo éter
etilico®'. Este modelo também avalia a duracio do sono, ja que o éter etilico atua sobre o
receptor GABA,, mas, diferentemente do pentobarbital, o éter etilico tem a sua absor¢do e
eliminagdo através do sistema respiratdrio, o que descarta a possibilidade de interagao

farmacocinética hepatica do extrato bruto da 7. diversifolia com o agente anestésico.

Os resultados do experimento do sono induzido pelo éter etilico mostram que nao
houve diferenga significativa na laténcia e na duracdo do sono induzido por este agente. Isto

sugere que a potencializacao do sono induzido pelo pentobarbital ndo ocorre pela agao central
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do extrato de 7. diversifolia, mas sim provavelmente por uma interagdo farmacocinética, o
que, por competicao pela enzima de metaboliza¢ao hepatica, mantém os niveis plasmaticos de
barbitrico mais altos, proporcionando um maior tempo de interagdo do pentobarbital com o

receptor GABA4,

Buscando ainda investigar uma possivel base cientifica para o uso popular da 7.
diversifolia, foi verificada uma possivel acdo dopaminérgica realizando-se dois testes
(modelos) classicos que avaliam a atividade neste sistema: o teste de subida (climbing

behavior)® ¢ o teste de catatonia (catalepsia)63.

O teste de subida ¢ |utilizado para avaliar a agdo de drogas
antipsicoticas/neurolépticas tipicas e atipicas e estudar mudangas na sensibilidade de
receptores dopaminérgicos, o que sugere uma acao neste sistema, indicando outras avaliagdes
para justificarem seu efeito no SNC™”. O comportamento de subida depende de uma
interacao com os receptores D (D-Ds) € D, (D, D3 € Dy) 80.81 1 esdes realizadas por cirurgia
estereotaxia no nucleo accumbens, regiao ativada no sistema de adic¢do/dependéncia quimica,
diminuem o c/imbing dos animais, mostrando que esta area ¢ requerida para mediar ou iniciar
este comportamento™. Foram testadas, 2 h ap6s o tratamento agudo, as doses de 100, 300 ¢
600mg/Kg do extrato bruto de 7. diversifolia ¢ em nenhuma delas houve inibi¢cdo da atividade
de subida nas grades das gaiolas, induzida, pela administragdo de apomorfina, um agonista
dopaminérgico, como acontece com o haloperidol, antagonista dopaminérgico, bloqueador de
receptores do tipo D; e D,, usado como controle positivo do teste. Neste modelo nao
observamos qualquer atividade do extrato bruto da planta no sistema dopaminérgico, nas

doses usadas.

A catatonia, por sua vez, ¢ um comportamento onde o animal ¢ colocado em uma
posicdo ndo habitual e este ¢ incapaz de voluntariamente sair da mesma devido ao bloqueio
neuroquimico, na regido dos ganglios basais, das fun¢des extrapiramidais. O modelo da
catatonia ¢ validado e muito utilizado pelos neurocientistas sendo modulado por varios
neurotransmissores. Sabe-se que o bloqueio dopaminérgico dos receptores D, e D, tem papel
importante neste comportamento ¢ que drogas neurolépticas causam a catatonia®™**. Além da
dopamina, sabe-se que ha participagdo do aminoacido inibitério GABA, que regula a agdo

dopaminérgica no sistema extrapiramidal (ganglios da base). Doses, menores de drogas que
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atuam no sistema GABA, agem nos receptores pré-sinapticos inibindo a atividade colinérgica
neste sistema, fazendo um balango de neurotransmissores e diminuindo assim o efeito de
catatonia com drogas como o haloperidol. O aumento da dose de drogas GABAérgicas
aumenta a atividade nos receptores pds-sindpticos o que potencializa o efeito bloqueador

8385 'O modelo de catatonia foi realizado

dopaminérgico, favorecendo o efeito catatonico
também utilizando doses de 100, 300 e 600mg/Kg do extrato bruto da planta em questdo, e os
resultados foram insignificantes estatisticamente. Nao houve indug¢do de catatonia por
bloqueio de receptores dopaminérgicos, ndo caracterizando, assim, uma atividade

antidopaminérgica deste extrato.

Como o tratamento dos pacientes em dependéncia quimica envolve drogas
ansioliticas e drogas antidepressivas cujos mecanismos moleculares de agdao farmacolodgica
estdo envolvidos com a neurobiologia da adic¢@o, foram também utilizados modelos cléssicos
que pudessem demonstrar alguma atividade ansiolitica ou antidepressiva no tratamento dos

animais com o extrato da 7. diversifolia.

Para verificar uma possivel atividade antidepressiva do extrato, foi utilizado o
modelo do teste de suspensdo pela cauda (tail suspension)®*. Este modelo ¢ utilizado ha 20
anos, sendo um modelo poderoso para a deteccio de drogas antidepressivas®®®. A
imobilidade gerada pela situagdo de estresse hemodindmico ¢ alterada com o uso de drogas
antidepressivas. A imobilidade neste teste ¢ proveniente da relutancia em manter um esforgo
maior que a hipoatividade generalizada®. A droga padrio utilizada neste modelo foi a
imipramina, um inibidor da recapta¢do de noradrenalina e serotonina. No caso da dependéncia
quimica deve-se cuidar com o diagndstico de depressdo. Sabe-se que o tratamento com
antidepressivos diminui a utilizagdo da droga em questdo, com uma leve tendéncia de uma
melhor acdo de antidepressivos para pacientes dependentes em alcool do que os dependentes
em outras drogas®®". Os resultados neste modelo ndo foram significativos para o tempo de
laténcia e tempo de imobilidade, ndo indicando, assim, qualquer atividade antidepressiva

deste extrato.

Para a avaliagdo da atividade ansiolitica foi usado o modelo do labirinto em cruz
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elevado, o mais utilizado para avaliagdo da ansiedade nos ultimos 20 anos” "°. Drogas

ansioliticas aumentam e drogas ansiogénicas diminuem a exploracdo dos bragos abertos do
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labirinto®"?.

A droga ansiolitica tipica e, padrdo neste modelo ¢ o diazepam, um
benzodiazepinico que atua no complexo receptor GABAs. Estudos bioquimicos e
comportamentais mostram que a fisiopatologia da ansiedade envolve varios sistemas, como o

193 _14 ~
, além de outros, ndo menos

sistema serotoninérgico, glutamatérgico e doparninérgico9
importantes, mas que para este trabalho ndo sdo relevantes. Assim, drogas que atuam no
sistema GABA¢érgico, serotoninérgico91 e sistema dopaminérgico, mais precisamente 0s
receptores D e Ds, podem serem utilizadas para diminuirem a ansiedade’”. Trabalhos recentes
apontam que o receptor D3 ¢ predominantemente encontrado na regido mesocorticolimbica e
em areas relacionados com a emog¢do € o comportamento, também envolvidas com a
adicgio™*”. Estd claro que o estresse ativa o sistema dopaminérgico da regido
mesocorticolimbica e aumenta a dopamina extracelular no nucleo accumbens e cortex medial
pré-frontal, induzindo comportamentos do tipo ansiolitico. Também ha evidéncias que drogas
como diazepam diminuem o metabolismo de dopamina nestas situagdes. Como o sistema de
adiccdo envolve as dreas descritas acima e, varios trabalhos demonstram uma importante

participagdo do receptor D3 neste processo”> ">’

, este modelo foi utilizado para verificar uma
possivel atividade ansiolitica e, posteriormente, definir o provavel mecanismo de agdo. A
analise dos resultados de atividade exploratoria (porcentagem de entradas e tempo de
permanéncia nos bragos abertos) e dos resultados dos pardmetros etoldgicos (nimero de
comportamentos de estiramento e de imersdes de cabecga) ndo foram significativos. Isso indica
que o extrato bruto da 7. diversifolia ndo possui atividade ansiolitica, o que poderia ser uma

das atividades farmacologicas tuteis para validar o uso desta planta no tratamento de

dependentes quimicos.

Outro método utilizado para investigar uma possivel atividade central do extrato da
T. diversifolia foi o modelo de campo aberto (open-field), o qual mede a reagdo dos animais
frente a um novo ambiente. As atividades normalmente determinadas sdo: locomogao
(comportamento exploratério horizontal), rearing (comportamento exploratério vertical),
grooming (auto-limpeza) e numero de bolos fecais (medida de emocionalidade em
roedores)®®. Estes pardmetros sugerem atividade exploratéria e o comportamento de medo
frente a este novo ambiente. Este modelo normalmente ¢ utilizado para testes de que
envolvem emogdo, avaliando o comportamento frente a novos ambientes’. O tratamento com

drogas ansioliticas ndo aumenta diretamente a exploracdo do animal no campo aberto, mas
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diminui a inibicdo da exploracdo do novo ambiente pela diminuicdo do efeito do estresse
. . .~ 95 . ~

induzido pela exposicdo a ele””. O campo-aberto tem sido usado para mostrar a a¢ao de drogas
ansioliticas, estimulantes e sedativas. Ainda, o aumento da locomocdo ¢ do rearing pode

. . . e . . 95
sugerir um efeito estimulante e a diminui¢do destes comportamentos, um efeito sedativo .

A ag¢do do diazepam, droga padrao utilizada neste modelo, se d& por interagdo com o
complexo receptor GABA,. Este receptor possui pelo menos 6 sitios de ligagdo especificos,
entre eles o sitio de ligacdo a drogas benzodiazepinicas (ex.: diazepam), a barbittricos, a
neuroesterdides, a drogas convulsivantes, entre outras. Sabe-se também que a atividade
exploratoria pode ser alterada por drogas que atuam no sistema serotoninérgico e

L9596
dopaminérgico™™

. Foi avaliado se a administra¢do do extrato da 7. diversifolia, ou da droga
padrao diazepam, poderia alterar os parametros de locomogao e de rearing neste modelo. O
extrato bruto da planta ndo mostrou atividade no sistema GABAérgico ou em outro sistema
que pudesse alterar a atividade exploratéria, como o serotoninérgico ou dopaminérgico,
sistemas envolvidos na dependéncia quimica. Houve sim, uma diminui¢do da ansiedade e,

conseqiientemente, uma maior exploragdo do ambiente no tratamento com o diazepam, como

esperado.

Ainda na tentativa de verificar alguma atividade central da planta, utilizou-se o
modelo da convulsdo induzida pelo pentilenotetrazol (PTZ)™®, servindo para verificar se o
extrato possui a capacidade de diminuir o numero ou a severidade das convulsdes induzidas
pelo PTZ, pois este ¢ o prototipo de droga convulsivante sistémica que atua no receptor
GABA4A. Este ¢ um dos modelos padrao — ouro para iniciar as pesquisas de drogas
anticonvulsivantes. Ele ¢ eficiente e d4 ferramentas para identificar novos compostos com
atividade anticonvulsivante com potencial clinico, além de ter grande poder no auxilio de
determinar novos alvos moleculares para a terapia anticonvulsivante’’. Quando administrado
1.p., o PTZ promove convulsdes em camundongos, ratos, gatos e primatas. Inicialmente
produz convulsdes mioclonicas e depois convulsdes generalizadas tonico-clonicas. Este
modelo permite a avaliagdo de drogas anti e pro-convulsivantes. Ao nivel sinaptico, o PTZ
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interage com o receptor GABA 4, possivelmente no sitio de ligacdo da picrotoxina
mais indicado para pesquisar substincias que atuam no sistema GABAérgico’”. A droga

padrao neste modelo, para inibir as convulsdes ¢ o diazepam 1,0 mg/Kg. Na dose de 300
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mg/Kg, com o tratamento agudo, o extrato ndo apresentou nenhuma atividade protetora para

as convulsdes induzidas pelo PTZ.

Como nao se observou nenhum efeito central apds o tratamento oral agudo com uma
unica dose do extrato de 7. diversifolia foi realizado o tratamento sub-cronico, para verificar
se, a possivel atividade anti-adiccdo deste extrato bruto dependeria da manutengdo de um
certo nivel plasmatico dos compostos, descartando assim, um resultado falso-negativo. Os
animais foram entdo tratados por trés vezes consecutivas num periodo de 24 h (24, 5e¢ 2 h
antes do inicio do teste). Os modelos utilizados para verificar a influéncia deste tratamento
sub-cronico foram: o teste do sono induzido por barbitrico e por éter, o labirinto em cruz

elevado, a convulsdo induzida por PTZ, o campo-aberto e o teste da suspensao pela cauda.

A administragdo sub-cronica de extrato bruto de 7. diversifolia nao promoveu
quaisquer atividades do extrato no SNC, da mesma forma que o ocorrido no tratamento
agudo. No teste de sono induzido pelo barbiturico observamos novamente uma
potencializacdo da duracdo do sono, mas, quando realizado o teste de sono induzido pelo éter
etilico, ndo houve potencializagdo do sono, descartando uma atividade hipnosedativa do
extrato e, novamente, indicando uma provavel interacdo farmacocinética, como ocorreu no
tratamento agudo com o extrato. Os demais modelos testados repetiram os resultados nao
significativos para uma possivel atividade antidepressiva, ansiolitica, alteragdo na

movimentagao e efeito anticonvulsivante.

Mesmo com os resultados do extrato bruto da 7. diversifolia, até entdo obtidos nao
apontando uma atividade central um teste de abstinéncia foi utilizado na tentativa de verificar
uma possivel agdo central que justificasse a utilizacdo desta planta em pacientes com
dependéncia quimica. Para isto, foi utilizado o modelo de tratamento utilizado por Dhawan e

34
colaboradores™.

Apo6s o tratamento com alcool (grupo experimental) ou agua (grupo controle), os
animais foram testados no modelo de hipertemia causada pelo estresse, que avalia a diferenca
de temperatura entre animais expostos € nao expostos a um novo ambiente, apds o tratamento
com as drogas em questdo. A exposi¢ao ao novo ambiente leva a uma situacdo de conflito que
traz a tona mecanismos comportamentais, fisiologicos, psicoldgicos e endocrinologicos. A

ansiedade traz manifestagdes fisicas, como o aumento dos batimentos cardiacos, do suor e da
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temperatura corporal. O modelo de hipertermia causada pelo estresse foi validado
farmacologicamente e atualmente ¢ considerado um teste confidvel e reprodutivel, sendo
sensivel a compostos ansioliticos usados clinicamente'”’, mas utiliza um grande namero de
animais, o que dificulta a sua aplicacdo num screening. Para tentar solucionar este problema,
o modelo foi modificadopor van der Heyden, 199777, Spooren, et al, 200277, testaram varios
grupos de drogas ansioliticas, com o modelo de hipertermia modificado, demonstrando sua
eficiéncia, a boa reprodutibilidade e a sensibilidade a varios compostos ansioliticos usados no

mercado, como o modelo de hipertermia original”’.

No presente trabalho, o modelo de hipertermia causada pelo estresse modificado foi
utilizado para testar o tratamento intragéastrico agudo com o extrato bruto de 7. diversifolia
(300mg/Kg), apds a dependéncia e abstinéncia aguda ao alcool nos animais. Pois, além de
possuir as vantagens acima mencionadas, possui vantagens sobre o método classico de
avaliacdo de ansiedade, o labirinto em cruz elevado, o qual ¢ reprodutivel dentro do mesmo
laboratorio, porém os resultados entre laboratdrios podem ser inconsistentes e

contraditorios'!.

Inicialmente, a preocupagdo foi com a padronizacdo do modelo de hipertermia, sua
reprodutibilidade e definir a concentracdo da droga padrdo, diazepam, a ser utilizada. Os
resultados destes testes demonstraram boa reprodutibilidade e que a dose ideal de diazepam
para este modelo ¢ de 1,5 mg/Kg, i.p., j4 que nesta concentragdo nao houve diferenga de
temperatura entre o grupo exposto com o ndo exposto ao novo ambiente, um efeito claramente
ansiolitico. = A manifestacdo da  ansiedade leva a ativagdo do  eixo
hipotalamo/hipofise/suprarenal com liberagdo de ACTH e corticosterona, o que leva ao
aumento de temperatura do animal’’.

A dependéncia ao alcool foi induzida pelo tratamento de alcool, durante 6 dias. No
sétimo dia, os animais foram testados durante a abstinéncia (aguda) e obtiveram diferenca
significativa entre o grupo exposto e ndo exposto ao novo ambiente, ndo se observando, no
entanto, qualquer ac¢do ansiolitica do extrato de 7. diversifolia apds o tratamento oral agudo

nos camundongos em abstinéncia de alcool.

A abstinéncia também leva a um aumento de movimentagdo espontanea®*'**' que

foi caracterizado utilizando o modelo de campo-aberto. Neste modelo, os animais em
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abstinéncia apresentaram movimentagdo significativamente maior do que os animais tratados
com agua, durante o mesmo periodo que os animais tratados com alcool, quando comparados
aos animais naive. Assim, caracterizou-se que o tratamento com alcool foi capaz de tornar os
animais dependentes e desencadear a sindrome de abstinéncia no sétimo dia de teste, quando o
alcool foi retirado. Esta sindrome de abstinéncia foi aliviada pelo uso de diazepam, mas nao

pelo extrato de 7. diversifolia.

Assim, os varios testes farmacologicos utilizados neste estudo ndo demonstraram
qualquer acdo central da 7. diversifolia, ndo corroborando seu possivel efeito “anti-fissura”,

no uso popular desta planta no tratamento de dependentes quimicos.



7 CONCLUSOES

O extrato bruto da planta 7. diversifolia, nas doses e vias de administragdo aqui

empregadas, ndo apresentou atividade no SNC, nos modelos estudados.

O tratamento agudo com o extrato bruto da 7. diversifolia, na concentracao de

300mg/Kg, ndo foi eficaz no tratamento da abstinéncia de alcool, no modelo estudado.

Os testes farmacologicos realizados neste estudo ndo corroboram o uso popular da 7.

diversifolia como uma planta util no tratamento da dependéncia quimica.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

E possivel que a reducdo do desejo de usar droga, quando a planta ¢ administrada por
via oral ao dependente quimico, esteja relacionado ao sabor amargo da mesma. Este sabor
amargo induziria um comportamento aversivo associado ao uso da droga, provocando

desconforto e desviando o foco da fissura.

Evidéncias mostram que as regides envolvidas com a adic¢do, como o nucleus
accumbens, palido ventral, area tegmentar ventral e amigdala também estdo presentes no
controle do apetite, sendo ativadas pela palatabilidade dos alimentos. Assim, a “distragdo” da
palatabilidade pelo sabor amargo da 7. diversifolia atuaria sobre as areas envolvidas com
adiccdo, diminuindo a vontade de utilizar a droga. Como o sabor amargo traz um
comportamento aversivo a ingesta de alimentos, também o faria para o uso da droga,
diminuindo a ativagdo do palido ventral pela inibi¢cdo das aferéncias dopaminérgicas da area

tegmentar ventral, a qual esté relacionada ao ato de “querer” e ndo de “gostar™*,

Outros estudos sugerem o envolvimento da modula¢do glutamatérgica do nucleus
accumbens em processos associados com a inibicdo do apetite, como resposta a um sinal
aversivo'"”. Assim, no caso da 7. diversifolia, devido ao amargor da planta, haveria estimulo
da atividade glutamatérgica sobre o nucleus accumbens, o que poderia diminuir o desejo de

usar a droga.

r

Outra possibilidade ¢ a acdo desta planta como um efeito placebo, que embora
amplamente conhecido na medicina, ainda ndo teve seus mecanismos fisioldgicos e
psicolégicos bem esclarecidos. Ha relato de que a esperanga e otimismo inerente a
credibilidade do paciente em seu médico e ao tratamento pode aumentar ou obscurecer os

efeitos de intervengdes terapéuticas, representando uma interacao “mente-corpo”, no qual as

106,107

expectativas  cognitivas  influenciam as respostas corporais Estudos em

neuroimunofarmacologia, com técnicas avangadas de neuroimagem descreveram alguns, dos

108-113
. F

potentes mecanismos do efeito placebo na dor, depressdo e doenca de Parkinson oi
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demonstrado que no efeito placebo analgésico, a expectativa consciente de melhora induz a
liberagdo de opiodides enddgenos e que no efeito placebo antidepressivo e antiparkinsoniano
ocorre liberagdo de dopamina'®. E possivel que no efeito placebo na dependéncia quimica
ocorra a ativagdo dopaminérgica do sistema de recompensa (via mesocorticolimbico). Alguns
estudos tém tentado explicar os mecanismos neurofisiologicos e psicoldgicos deste fendmeno.
Os estudos sobre o efeito placebo analgésico evidenciaram o envolvimento da amigdala, do
nucleus accumbens e do globo palido ventral no fendmeno. Estas regides também estao

. - : .~ 107,114-11
envolvidas na neurobiologia da adic¢do'"" 7,

Portanto, uma vez que nao foram observadas agdes farmacoldgicas induzidas pela 7.
diversifolia que pudessem explicar o efeito ‘antifissura’ descrito pelos usudrios desta planta, ¢
possivel que esta resposta se deva a um efeito placebo, fendmeno cientificamente

reconhecido.

Ainda, devido a diversas agdes periféricas da 7. diversifolia, a agao antifissura desta
planta poderia ser proveniente da diminuicdo dos efeitos periféricos da sindrome de
abstinéncia, principalmente a acao antiespasmodica, pois estes sintomas sao estimulos ao uso

da droga e colaboram com as recaidas durante o tratamento dos dependentes quimicos.
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