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Resumo

O presente trabalho propds avahar a atividade central e o efeito comportamental em
animais tratados com o dleo essencial e extrato bruto etandlico de Artemisia annua. As
folhas de 4. anrua foram coletadas no campo experimental de plantas medicinais do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas {CPQBA) —~ UNICAMP - na
cidade de Paulinia, SP. O extrato etandlico (EAA) foi preparado a partir da planta fresca em
etanol absoluto, sob turbolizagio a temperatura ambiente. O Oleo essencial (OEAA) foi
obtido por arraste a vapor d'agua. Foram utilizados ratos (Ratfus norvegicus — albinus,
Wistar) e camundongos (albinus, Swiss) machos, pesando entre 150 -200ge 20 - 25 g,
respectivamente. Os animais foram mantidos em ambiente climatizado (20 + 2°C), com
controle automatico de claro/escuro a cada doze horas, racdo e agua “ad libitum™. Os
seguintes ensaios foram realizados: dose efetiva média; dose letal média;, convulsBes
induzidas por picrotoxina (6 mg/kg i.p.), pentilenotetrazol (85 mg/kg 1.p.), estriquinina {2
mg/kg s.c.} e pilocarpina {300 mg/kg i.p.); rota-rod; sone induzido por pentobarbital sédico;
nado forgado e campo aberto. Os dados foram expressos em média + D.P. ¢ a andlise
estatistica empregada foi ANOVA seguida do teste de comparagbes muiltiplas de Tukey —
Kramer. Resultados com P < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. A
DESsq encontrada foi de 470 mg/kg para 0 OEAA e 450 mg/kg do EAA. A toxicidade aguda
apresentou uma DLse de 790 mg/kg do OEAA. No EAA, ndo houve mortes até a dose de
2,0 g/kg, sendo sua DLse superior a esta. Os resultados obitidos para as convulsdes
quimicamente induzidas foram: PIC: OEAA (14,27 + 1,75 min), EAA (10,42 + 1,46 min)
controle (18,05 + 1,55 min); PILO: OEAA (7,39 + 0,55 min), EAA (7,22 + 0,67 min) e
controle (10,54 + 0,65 mun); PTZ: OEAA (12,36 + 1,18 min), EAA (11,17 + 1,59 min) e
controle (1,59 + 0,26 min); STC: OEAA (3,41 + 0,40 min), EAA (2,66 + 0,36 min) e
controle (1,18 + 0,07 min). No ensaio de sone induzido por barbitliricos, os tempos obtidos
foram: tempo de perda dos reflexos: OEAA (0,8 + 0,37 min), EAA (4,6 + 0,54 min) ¢
controle (5,6 + 0,42 min); tempo total de sono: OEAA (219,0 + 7,34 min), EAA (1375 +
6,39 min) e controle (78,6 + 3,31 min). No ensaio de nado forgado, pode-se notar um

tempo total de nado de 0,47 + 0,86 min para 0 OEAA, 3,0+ 047 min e para 0 EAAe 43 +

X



0,15 min para o grupo controle. O tempo de flutuacio dos animais foi de: OEAA (4,30 +
1,10 min), EAA (1,2 + 0,21 min) e controle (0,2 -+ 0,15 min). No ensaio de campo aberto os
resultados obtidos para os diferentes pardmetros (em unidade) avaliados foram:
deambulagiio: OEAA (4,3 + 3,60), EAA (76,2 + 7,69} e controle (87,0 + 31,5); exploragdo
OEAA (0,60 + 0,89), EAA (12,6 + 3,43) e controle (20,8 + 5,60); levante: OEAA (zero),
EAA (14,2 + 1,48) e controle (20,4 + 4,39); asseio: OEAA (zero), EAA (52 + 0,83) ¢
controle (20,2 + 9,20). Pode-se sugerir com base nos resultados uma alta toxicidade aguda ¢
uma possivel agio colinérgica do OEAA. No EAA, ndo notou-se uma toxicidade aguda

significativa e podemos sugerir uma acio colinérgica e dopaminérgica junto ao SNC.



Abstract

The purpose of the present study is to evaluate the central activity and the behavioral effect
in animals of the essential oil and the ethanolic extract of Artemisia annua 1.. The plant was
collected in the experimental field of medicinal plants of the Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) — UNICAMP, located in Paulinia,
SP, Brazil. The extract was prepared with fresh leaves with ethanol P.A_, at room
temperature. The essential oil was obtained by hidrodestilation Were used male rats
(Rattus norvegicus — albinus, Wistar) and male mice (albinus, Swiss), weighing 150 — 200
g and 20 — 25 g, respectively. The animals were kept in a climatic environment, in 12
hour/shifts with dark/light control, with food and water “ad libitum™. The following assays
were done: average effectively dose; average lethal dose; chemically convulsion induced
by: picrotoxine (6 mg/kg i.p.), pentylenotetrazole (85 mg/ke i.p.}, strychnine (2 mg/kg s.c.)
and pilocarpine (300 mg/kg 1.p.); sleeping time induced by pentobarbital; forced swimming
and open field tests. Data were presented by means of + S.D. and statistical analysis were
made using ANOVA followed by Tukey — Kramer multiple comparison test. Results with P
< 0.05 were considered statistically significant. The EDs, for the essential oil was 470
mg/kg and 450 mg/kg for the EAA. The acute toxicity showed a LDsp of 790 mg/kg for the
OEAA and more than 2 g/kg for the EAA. The resulis obtained for the chemically induced
convulsions were: PIC: OEAA (14,27 + 1,75 min), EAA (10,42 + 1,46 min) and control
(18,05 + 1,55 min); PILO: OEAA (7,39 + 0,55 min), EAA (7,22 + 0,67 min) and control
(10,54 + 0,65 min);, PTZ: OEAA (12,36 + 1,18 min), EAA (11,17 + 1,59 min) and control
(1,59 + 0,26 min}; STC: OEAA (3,41 + 0,40 min), EAA (2,66 + 0,36 min) and control
(1,18 + 0,07 min). In the sleeping time assay, the times presented were: lost of reflex
OEAA (0,8 + 0,37 min), EAA (4,6 + 0,54 min) and control (5,6 + 0,42 min); total sleeping
time: OEAA (219,0 + 7,34 min), EAA (1375 + 6,39 min) and control (78,6 + 3,31 min). In
the forced swimming test, the total swimming time for OEAA was 0,47 + 0,86 min; and for
EAA 3,0 + 0,47 min. The immobility time was: OEAA (4,30 + 1,10 min), EAA (1,2 + 0,21

min} and control (0,2 + 0,15 min).

b 4%



The open field test presented the following results for the evaluated parameters (units) .
deambulation: OEAA (43 + 3.60), EAA (76,2 + 7,69} and control (870 + 315);
exploration: OEAA {060 + 0.89), EAA (12,6 + 3,43) and control {20,8 + 5,60}, upper:
OEAA (zero), EAA (14,2 + 1.48) and control (20,4 + 4.39); cleaning: OEAA (zero), EAA
(5,2 -+ 0,83} and control {20,2 + 9.20). According to the results obtained, we suggest that
the OEAA have a high acute toxicity and a possible colinergic action, and the EAA
showed a dopaminergic and colinergic action, but it did not present a significant acute
toxicity. |
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INTRODUCAQ

1. Introdugdo

Existem relatos na literatura sobre diversas planitas que
apresentam toxicidade sobre o Sistema Nervoso Central (SIMOES
et SPITZER, 2001). Um exemple de um composto quimico
encontradce em diversos géneros €& a canfora. A dose letal
desta foi reportada entre 50 a 500 mg/kg. Homens adultos
sobreviveram 2 ingestéo de até 30 gramas deste composto por
via oral. S&oc caracteristicas da intoxicagdoc aguda por
canfora nauseas, vomitos, excitabilidade muscular {(tremor},
tonturas, alucina¢des, podendo promover convulsdes (RABL et

al., 1897).

De acordo com CHEYMQL (1950), convulsdes sdo respostas a
uma excessiva e rapida descarga de neurotransmissores na
matéria cinzenta do cérebro. Drogas convulsivantes podem agir
tantce por alterar a permeabilidade da membrana para
diferentes ions como modificar a concentracgac de
neurotransmissores nc cérebro. Uma diminuig¢do da concentracdo
dc neurotransmissor inibitdrio acido y-amino butirico (GABA)
ou também a alteracic da c¢oncentragic de serotonina ou

glicina & observada durante a acgdo destas drogas.



INTRODUCAO

A céanfora é enceontrada no génerc Artemisia, Jjuntamente

com outros coempostos neurcativos, como o 1,8 cineol.

A planta Artemisia annua L. (Asteraceae), estd listada
na farmacopéia Chinesa como um medicamento para febres
causadas por malaria e contém um compostc ativo ja estudado,
a artemisinina. O composto isoclado em 1920 de Chinchona ssp.,
conhecido como guinina, & um farmaco protdétipo da categoria
terapéutica dos antimaldricos. O0Os chineses possuem muitas
informacdes sobre plantas medicinais e o isolamento deste
compostce estimulou a pesquisa de plantas como fontes
potencials de drogas antimalaricas, possibilitando assim a

descoberta de principics ativos naturais como a artemisinina.

Os constituintes gquimicos de algumas espécies deste
género  s&o  compostos terpénicos, presentes em Oleos
essencials, como oa-tujona e canfora {CARNAT et al, 1985},
encontrados nas espécies A. annua e A, camphorata. Estes
compostos freqglientemente apresentam toxicidade elevada. Os
efeitos toéxicos dos &lecs voladteis mnéc incluem somente
aqueles decorrentes de uma intoxicagd&oc aguda, mas também da
sua utilizagdc crdénica, geralmente apresentando-se de forma

dose-dependente. Alguns O&leos essencials ricos em tujona,



INTRODUCAO

canfora, fenchona e pinccanfona sic neurotdxicos em altas
doses, podendo provocar crises epileptiformes ou tetaniformes
(convulsdes), disturbios sensoriais e até psiquicos (SIMOES &

SPITZER, 2001).

0 risco de efeitos iOxiceos provenientes do wuso desta
planta parece ser limitado, considerande sua insercgdc na
farmacopéia da Republica Popular da China, com recomendacdes
em termos de dosagem e uso terapéutico, estabelecido pela
medicina atual. Efeitos adversos do composto ativo isolado,
artemisinina, s&c¢ minimos, mas como medicagdc experimental
(preparc caseiro}, deve ser dada atengido aos possivels Iiscos
e efeitos colaterais quande utilizadas preparag¢gdes com A.

annua (VREIS & DIEN, 1996).

A literatura a respeito das propriedades
farmacoldgicas sobre ¢ SNC da A. annua € escassa, nerecendo
um estude mais detalhado de sua atividade téxica e sua
capacidade de causar disturbics sensoriails, sendo necesséario
avaliar este possivel potencial neurotdxico do extrato bruto

etandlico e do Slec essencial provenientes desta planta.
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Assim, o presente trabalho propds avaliar a atividade
sobre o SNC e o efeito comportamental {em animais) do &lec
essencial e extrato bruto etandlico de A. annua, frente a
modelos convulsivos provocados por diferentes agentes ¢
ensaios comportamentais, bem como seu envolvimento na
resposta farmacoldgica, avaliando o seu provavel mecanismo de

acao.



REVISAO DE LITERATURA

2. Revisao de Literatura

2.1 Estudo de mecanismos centrais

O desenvolvimento de novos farmacos que atuem no SNC
& realizado com base no conhecimento de mecanismos centrais.
Os produtos naturais podem exercer agiao neurotdxica, devendo
ser estudadcs com base em drogas gue possuem Seu mecanismo de

acdo conhecido ou efeitcs comportamentais.

Assim, visando saber quais os efeitos centrais que
esses medicamentos exercem, a literatura traz diversas drogas

e seus respectivos mecanismos de acgédo.

A picrotoxina & um antagonista seletivoe reversivel para
receptores do acido gama-aminobutirico {(GABA), os guais tem
uma relacdoc estreita com epilepsis {LEIDENHEIMER et al.,
1991; GALE, 1992}. C GABA ¢é o neurotransmissor 1inibitdrio
mals Importante no SNC, e a inibigdo de sua transmissdo &
considerada como um dos fatores mais importantes no

desenvolvimento de epllepsia (GALE, 1932).

O mecanismo de acdo do pentilenctetrazol £fcl estudado

por BROWNING & NELSON (1986), gue demonstraram considerando
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duas rotas neurais distintas, uma inicial que esta localizada
noe cbébrtex cerebral, diminuindo a atividade gabaérgica, dque
posteriormente transmite este sinal para o centro
respiratério através de uma rede neural que estaria envolvida

na resposta convulsiva.

Outra via que pode ser estudada na resposta convulsiva é
a colinérgica. A pllocarpina & um agente colinérgico de acgio
central utilizado para estudar respostas de drogas sobre o
Sistema Nerveso Autdnomo, possibilitando saber a atividade da
droga como agonista ou antagonista deste sistema (LIMA et al,

1993} .

Uma via dque também pode causar atagues convulsivos estéd
relacionada com a 1inibigdo da atividade dos interneurdnios
inibitéricos medulares {(células de Renshaw) por antagonistas
de glicina, responsavel pela regulagidc desta via, gque
coordenam © feed-back positivo para depressio deste sistema,
evitando a liberacdo excessiva de neurctransmissores
excitatdrios. O processo convulsivo assocliado & estricnina é
causado por antagonismo de receptores glicinérgicos destas
células, que guandoe blogueados ficam impedidas de regular

esta via, promovendo conviulsdes sob gualguer estimulo, seja
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visual, auditivo ou fisico. Em casos de intoxicacdo, é sabido
que a administracdo de doses altas de glicina podem inibir

este processo, bem como o repouso {GCODMAN & GILMAN, 1996).

Para avallar o potencial depressor de uma droga podemos
reallzar o ensaio de sono induzido por barbittricos. Estas
drogas aumentam o tempo de abertura dos canais de Zions
cloreto, causando hiperpolarizacido neuronal e depressdc como
conseqgiiéncia. Drogas depressoras aumentam o tempo de sono

induzido por este tipo de droga (LIMA et al, 1893).

2.2 Compostos terpénicos

Todos organismos vivos podem ser considerados como
laboratdérios biossintéticos n&oc sé relacionados a compostos
utilizados como fonte alimentar (proteinas, carboidratos,
Acidos graxoes) para ©s seres humanos e animais, mas também
como produtcores de uma enorme guantidade de compostoes

guimicos que poden exercer potentes efeitos fisioldgicos.

Assim, ¢ Reino Vegetal acumula diversas substédncias
orgénicas em quantidade suficiente para serem wutilizadas

economicamente como precursores quimicos ou matérias primas
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para aplicacgdes cientificas, tecnoldégicas ou comerciais

(STMOES & SPITZER, 2001).

Estes produtos de origem natural s&o empregados,
direta ou indiretamente por muitas indastrias e sdc figuras
proeminentes na area de gquimica fina. Sua importéncia
econdmica esta relacionada como fonte de 6lecs industriais,
resinas, taninos, saponinas, gomas, ceras, fitoteréapicos,

entre outros diversos produtos (DUKE et al., Z000).

Remédios preparados a base de ervas medicinais tem
sua origem tdo antiga quanto & humanidade. Para o tratamento
dos diversos males que os acometiam, nosscos antepassados
utilizavam-se, por tentativa e erro, de diversas espécies
vegetals obtendo, as vezes, o sucesso da cura (CALIXTO,
20003 ., Dentro dos compostos que possuem atividade
farmacoldégica e podem ser iscolados de plantas, os G6&leos
essenciais destacam-se por sua forte eficacia, em especial,

quando tratadas disfunc¢des do SNC (SIMCES & SPITZER, 2000).

Estes oOleos tém revelado compostos pouco usuais e
atividades farmacoldgicas inesperadas (GOBEL et al., 1985).

Sac utilizados na pratica médica como sedativo, carminativo,
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diurético, expectorante, anti-séptico, desinfetante ou

antimicroblanc (ADESINA, 1882).

Terpencs sd3o ©s principails constituintes dos odlecs
essenciais, podendo ser definidos como produtos naturais que
possuem unidades isoprénicas (CsHg). Durante sua bicssintese,
as unidades 1isoprénicas sac condensadas de maneira cabecga -
cauda, € © numero destas unidades incorporadas servem Como
base de classificacgdo. Quandc da condensacgdo de duas unidades
isoprénicas {C1oHis) 830 chamados de monoterpenos. Os
sesquiterpenos por trés destas unidades (CisHz4) e o0s
diterpenos sao formados por gquatro unidades isoprénicas
{CsHaz) . As unidades de isopreno coriginam~se blogeneticamente
do acetatc por wvia do é&cidc mevaldnice e tem cadeias
ramificadas, com cinco unidades de carbono que contém duas

duplas ligacbes (ROBBERS & TYLER, 199¢).

Os terpendides distribuem-se amplamente na natureza e
sdao encontrados em abundédncia em vegeltals superiores. Fungos
também s8o capazes de produzir compostos desta classe, e
organismos marinhos sd&oc uma fonte de terpendides pouco

comuns. Esses compostos também sdo encontrades en feromdnios
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de insetos e em suas secregtes de defesa {HARBONE et al.,

1281},

O mnumero de compostos isolados desta classe é muito
superior ao de qualgquer outro grupo de produtos naturails
(mais de 20.000 compostos). Os terpendides vegetais tém papel
essencial na discussdoc de ecologia dJquimica, pols exercenm
importantes funcdes CcOmo alelogquimicos, repelentes de
insetos, agentes de atracgdoc peclinica, fitoalexinas, defesa
contra herbivoros, horménios vegetais e moléculas de
sinalizag8c. Esta classe de compostos estd envolvida em quase
todas as interacgdes possiveis entre plantas, planta - animails

e planta - microrganismos (TERANISHI et al, 1293).

Os compostos terpénicos, devido a seu grande espectro de
acac bioldgica e extensa informacgdc a respeito de suas agdes
Farmacoldgicas, correlacicna a  helerogeneidade de  suas
estruturas guimicas com suas diversas propriedades
terapéuticas, tem sido de consideravel interesse para oS

laboratérios de gquimica medicinal.

Quando estes compostos foram pesquisados para avaliar

seu potencial sobre o SNC, pode-se notar que pela sua elevada
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lipossclubilidade apresentam facilidade em atravessar
membranas bioldgicas, comc a barreira hemato-encefalica. O
6leo essencial de Eugenia caryophyllata produziu depressao em
modelos animals para avaliacgdo da atividade anticonvulsivante
(POURGHOLAMI et al., 1929). OCCHIUTO et al. (1995) mostraram
que o residuo ndo wvolatil do d&éles essencial de Citrus
bergamia possul agdo depresscra Junto ao SNC. ELISABETSKY et
al.{1995) concluiram que o linalol, um  monoterpenoc
majoritario de diversos ©6leos essenciails de  espécies
aromaticas possui alta atividade depressiva, bem comoc a
galphimina B, um triterpeno iscladc da Galphimia glauca
{TORTORIELLO & ORTEGA, 1995). O &leo essencial de Anacardium
occidentale se mostrou um potente depresscr do SNC com base

em estudos comportamentais (GARG & KASERA, 1983).

Compostos desta classe s&c reconhecidos por serem
neuroativos e algumas lactonas presentes no café (Coffea
arabica) estéc relacionadas a atividade opidide (FERRENDELI
et al, 188%) e também podem estar vinculadas com efeito de
recompensa em animais (BLOOM & XUPFER, 1995). K valido
salientar gque compostes lactdnicos sd0 comuns em 6leos

essenciais {CORLHO de SQUZA et al., 19%7).
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Entre estes compostos, as lactonas sesquiterpénicas
representam uma classe de substéncias que tém sido utilizadas
come fonte de compostos com atividade bioldgica. Entre estas
atividades, encontram-se relatos na literatura COmo
zntimalarica {KLAYMAN, 1885y, ingseticida, herbicida,
antimicroblana e/ou citotéxica {(TELLEZ et al., 2000), entre

outras.

Os compostos lacténicos sesquiterpénicos diferem
gquimicamente de sesquiterpenos pela presenga de um sistema a-

metileno vy-lactona, e muitos apresentam carbonilas «,fB-
insaturadas. Esses grupos funciconais representam sitios
reatives para grupamentes tiol e grupos amino de enzimas.
Como consegiiéncia, um grande espectro de atividades
bicldgicas fol reportado para esta classe de compostoes, sendo
gque alguns deles sdo altamente téxices para mamiferos

{RCBBERS & TYLER,1996).

KUBO et al. (1996} relataram que alguns sesqguiterpenocs
possuen atividade citotdxica e antioxidante. Qutros
pesquisadores demonstraram a atividade de lactonas
sesqguiterpénicas sobre citoprotegdo da mucosa gastrica,
evitando o aparecimento de processos ulceraztivos em ratos

12
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(GUARDIA et al, 1994; GIORDANO et al, 19%2; GIORDANC et al,
1985). HALL et al. ({1987} mostraram a relacgdc estrutura
atividade de lactonas sesqguiterpénicas esterificadas em

processos inflamatdrios.

Relatos sobre a composicdoc guimica do 6leo essencial da
A. annua demonstram grande variabilidade relacionados com
sazonalidade e origem gecgrafica, destacando a presenca de
canfora em todos Gleos pesgquisados. Cutros compostos
terpénicos identificades foram 1,8-cineol, o e B pineno,
carvona, mirceno, entre outros {(FOGLIC, 19%6). CARNAT et al.
{1985) demonstraram gque o Oleo essencial de A. annua possui
compostos terpénicos como a a-tujona e canfora. B sabide que
estes compostos sd3c neurotdxicos e possuem atividade
depressora em baixas doses, uma acic fregientemente observada
em plantas ricas em &leos essencials gque possuem terpenocs

como compostos majoritérios {(Silva, 19988} .

A cénfcora e um monoterpenc gque apresenta em sua
estrutura um grupo cetona, podendoc ser obtida por extracao de
plantas (e.qg. Cinnamomun camphora L.} ou por sintese
organica. £ utilizada para conter irritacdes provenientes de

fibrose = nevralgia relacionada Ccom inflamacdes das
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articulacgdes. Também estimula as t@ﬁminagées nervosas da pele
e induz a um alivio da dor pcr inibir nociceptores. Sua
utilizacgdo topica é segura e a inalacdo de vapores aromaticos
causa anestesia local nas vias respiratdérias (ROBBERS &
TYLER, 1996) . Existem relatos mna literatura sobre a
toxicidade da canfora. A dose letal foil reportada entre 50 a
500 mg/kg. Humanos adultos sobreviveram & ingestdo de até 30
gramas deste composto. Sao caracteristicas da intoxicacdo
aguda por céanfora nauseas, vomitos, excitabilidade muscular

{t-remor}, tonturas, alucinagdes, podendo promover convilsdes

{(RABL et al., 19987).

O 1,8 cinecl, também conhecidc como eucaliptol, & um
monoterpence obtido do 6leo de eucalipto (Bucaliptus globulus
L..] e encontrado em outras fontes naturais comc o &leo
essencial de A. annua {RORBERS & TYLER, 1996). (Classificado
como um flavorizante, ¢ 4utilizade em uma variedade de
produtes, tais comc inaladores e spravs nasails, anti-séptico
ou anestésico fraco de nariz e garganta. Também é& utilizado
como expectorante em casos de brongquite, além de apresentar
uma potente acgdo idrritante da pele gquande utilizado

topicamente.
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Figura 1: Estrutura gquimica da cénfora e 1,8 cineol.

2.3 Artemisia annua: visao etnofarmacolégica.

Segundo a Organizacido Mundial de Satde, a malaria & a
mais 1mportante deoenga parasitaria fropical e mata mals
pesscas gque todas as outras doengas parasitarias registradas,
excetuando-se a tuberculose. A estimativa mundial de
ocorréncia da doenca é da cordem de 300 a 500 milhfSes de casos
clinicos por ano e a mortalidade causada pela malaria &
supericr a 1 milhdc de mortes/ano {WHO, 1998a}. No Brasil, en
199¢, foram reportados aproximadamente 450 mil casos clinicos
da doenca (80% na regidc amazbnica), 100 mil a menos gue nos
anocs anteriores. Destes, 13.500 o&bitos foram registrados

(YNTERIAM, 1896; LUCIRIO, 1997; WHO, 1998a).
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A malaria humana ¢é <causada pela 1invasdoco de um
parasita protozoaric da classe Plasmodium no corpo humano. O
p.falciparum & a causa da maioria das infecgdes e também é o
mais letal (causa a maldria cerebral), predominando na Africa
Tropical, BAmazdnia, sudeste da Asia e Oceania. O Plasmodium
passa parte do seu ciclo vital nas células do figado e do
sangue humano e parte no corpo de um mosquito. O vetor Jue
transmite o0s parasitas de uma pessoa para a outra & a fémea

do mosquito Ancpheles (WHO, 1998b).

Muiltos sdc os fatores gque contribuem para © aumento
alarmante dos casos de maldria no mundo, dentre eles, podem
ser c¢itadas as mudangas c¢limaticas, a deterioragdo dos

servicos de salde e a resisténcia as drogas antimalaricas.

Nos ultimos 50 anos, as principais estratégias para ©
controle da maldria foram a utilizacgic de inseticidas contra
o vetor Ancpheles e © usc de drogas antimalaricas para a

profilaxia e tratamento da doenca (WHO, 1998aj).
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Até o momento, a melhor alternativa para o tratamento
da malaria causada pelo P.falciparum, é a utilizacido dos
derivados semi-sintéticos da artemisinina, gue demonstra
comprovada eficidcia no controle das cepas de P. falciparum
resistentes as miltiplas drogas, além de apresentar pouco ou

nenhum efeito colateral (KLAYMAN, 1985; WHO, 1998a).

OCCH,CH,COONa
o
ARTEMISININA ARTEMETER ARTESUNATO DE SODIO
(QINGHAOSUD)

FIGURA 2: Artemisinina e alguns de seus derivados semi-

sintéticos antimaliricos.

A A. annua ¢ utilizada h&d séculcos na medicina
tradicional chinesa, para © tratamentco de febre e maléaria
(KLAYMAN, 1985; SIMON et al., 1990}. Em 1971, cquimicos
chineses isolaram das folhas das plantas a substancia
reputada pela ag¢dc medicinal. Este composto do metabolismo

secundario vegetal, chamade artemisinina ou ginghaosu (em
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chinés: su = de extrato e ging haw = erva verde), é& uma
lactona sesquiterpénica dque possul um grupce endoperdéxido-
1,2,4~trioxanc e, diferentemente de outros antimalédricos, nio
possuli nitrogénio na sua estrutura. O composto tem side usado
com sucesso em milhares de pacientes na China, incluindo
aqueles acometidos com ambas as cepas do P.falciparum, =a

resistente e a sensivel a cloroguina (KLAYMAN, 1985).

Quandc a droga vegetal é preparada na forma de
infusao, apresenta concentracdes consideraveis deste
principio ativo, indicando que outros constituintes da planta
(e.g. flavondides, saponinas ou glicosideos) podem ajudar a
manter compostos lipofilicos em solugdo agquosa. Sabendo gque
este composto € termossensivel, sua extracéo por decocgdo se
mostra ineficiente comparada ao método de infusdo (MUELLER et

al., 2000;}.

Estudos recentes propdem que o mecanismo de agio da
arftemisinina é a formagi@o de um perdxide organico que &
reduzido por parasitas ricos em ferro, gerando intermediarics
radicalares citotdxicos, causando a morte do parasita

(KLAYMAN, 1985).
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A sintese guimica da artemisinina & complexa,
envolvendo inGmeras etapas e apresentando baixos rendimentos
(CHAN et al., 1995; GELDRE et al., 1997). Corroborando, o©s
altos custos da sintese da molécula tornam o isolamento a
partir da planta de A. annua a melhcor forma para obtengdc do
fitofarmaco (WOERDENBAG et al., 1991; FERREIRA & JBNICK,

1996a; GELDRE et al., 1997).

Pesquisadores chineses estudaram diversas espécies do
género Artemisia visando confirmar a atividade antimalérica
das mesmas. Porém sé a A. annua L. e a A. apiecea provaram
ser eficazes contra ¢ Plasmodium falciparum e ¢ Plasmodium
vivax (KLAYMAN, 1985). A peculiaridade scbre as outras
espécies do género é que tanto a A. annua L. como a A.
apiecea apresentam artemisinina, responsavel por  essa
atividade. Este composto fol identificado a partir do extrato
etéreo dessas espécies, gque quando submetido a ensaios
farmacoldégicos, apresentou atividade antimalédrica (VRIES &

DIEN, 199¢).

A A, annua L. (figura 3), vulgarmente chamada de
“Absinte Chinés”, pertencente & familia das Compostas

{Asteraceae}, nativa de regides de clima temperado, ocorrendo
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naturalmente como parte da vegelacgdo das planicies ao norte
da China (40° N e 109° E)}, acima de 1000 metros de altitude.
Atualmente a planta é cultivada em palises do Sudeste da
Europa (Bulgaria, Hungria, Turquia, Roménia e antiga
Tugeslavia), em Piemonte (Italia), Franga, Espanha, Moldavia
e BAmérica Latina ({Brasil e Argentina) ndc sd como fonte de
artemisinina, mas também &leo essenclal. Na literatura, até o
momento, estdo descritas 400 espécies deste género

(MAGALHAES, 1996; GELDRE et al., 1997).

No Brasil, a introducido da A. annua ocorreu em 19887,
por  pesquisadores do CPQBA/UNICAMP {FERREIRA, 1995).
Atualmente, através de selecdo para aumentar o teor de
artemisinina, ¢ programa de melhoramento da A. annua L. do
CPQBA/UNICAMP conta com gendtipos selecionados {hibridos) gque
chegam a produzir 25 kg/ha da molécula, engquanto gue mnas

populacdes base o rendimento é apenas de 5 kg/ha (MAGALHAES

et al., 1997).

A. annua (figura 3) € uma planta herbdcea altamente
aromatrica, com odor caracteristico, hébitc de crescimento
determinade e altura vwvariando entre 06,8 e 2,0 metros

{FERRETRA & JANICK, 1996a). A planta reproduz-se naturalmente
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por fecundacdc cruzada e multiplica-se por sementes, além de

propagar—se vegetativamente (MAGALHAES, 1996).

A diversidade de compostos descritos na literatura para
a A. annua e seus constituintes majoritariocs no QOEAA e EAA
podem apresentar atividades centrals relacionados com a
presenca de céanfora, 1,8 cineol e compostos lactdnicos
sesquiterpé&nicos, como a artemisinina. Analisando por este
prisma, © estudo do 0O0lec e extrato etandlico (OEAA e EAA)
desta planta scbre o SNC feoi alvo deste trabalho, sendo que a
literatura € muito escassa sobre esta atividade provenliente

desta planta, merecendo um estudo mais amplo.
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Figura 3: Hibride de A. annue {(Ch x Viet 55} cultivada no

CPQRA.



PROPOSICAQO

3. Objetivo

Visando o estudo da atividade psicofarmacolégica do &leo

egssencial e extrato bruto etandlico de Artemisia annua sobre

modelos animais, foram objetiveos deste trabalho:

1. Avaliar a possivel atividade do CEAA e EAA scbre o SNC.

2. Determinar a toxicidade aguda deste produto natural.

3. Avaliar ¢s mecanismos centrals pelo gqual © OEAA ¢ o EAA

exercem sua atividade.
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4. Materiais e Métodos:

4.1~ Reagentes, solventes e drogas.

0Os reagentes e solventes utilizados durante o trabalho
foram de grau analitico. As drogas utilizadas foram
procedentes da Sigma CO. {(picretoxina, pentilenotetrazol,
pilocarpina e estricnina) e Cristédlia Indastria Farmacéutica

{pentobarbital sddico}.

4.2~ Obtencido do material vegetal

As folhas de Artemisia annua L. - 39 x 5 - foram
coletadas no campo experimental de plantas medicinais do
Centro Pluridisciplinar de Pesguisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas (CPQBA) - UNICAMP - na cidade de Paulinia, interior
do estado de S3c Paulo. Uma exsicata estd depositada no

herbario do CPOBA (CPORR 12.46).

4.3~ Fitoquimica

4.3.1 - Obtencdoc do O6leo essencial por Arraste a

Vapor:
Cerca de 35 Kg de folhas frescas e talos peguenos de A,

annua L., coletadas em 24/04/2001, foram adicionados em uma
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dorna acoplada a um condensador de serpentina de ac¢o inox com
capacidade para 230 L (50 Kg de folhas), seguido da passagem
de vapor de &agua, gerado em caldeira com capacidade de 40Kg

de vapor/hora e vazao de operacac 6,0 L/hora

A destilacdo fol mantida por 2 horas e o &leo essencial
recolhido em vaso separador de aco inox de 10L. Em seguida, o
bleo fol separado da fase aguosa em um funil de separagidc de

2,0L.

4.3.2 - Preparacdo do Extrato Etandlico

Foi preparado a partir de 450 g de folhas frescas e
finamente divididas de A. annua coletadas em 21/03/2000. A
droga vegetal fol extraida com etanocl absocluto (4,0L), scob
agitagdo mecanica e a temperatura ambiente por 3 horas. Apds
filtragcao, © processo de turbolizagdc fol repetido com o
residuo da planta. Os extratos foram agrupados e © residuo da
planta foi lavado com etancl (1,0 L} e evaporadc em
evaporador rotativo, mantendo a temperatura do banho inferior

a 35 ‘C.
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4.4 Métodos Analiticos:

4.4.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria

de massas (CG-EM).

A anédlise do o6lec essencial fol realizada por CG-EM
utilizande Cromatdgrafo Hewlett-Packard 5890 Série II {Palc
Alto, CA, USA} egquipado com detetor seletive de massas
Hewlett-Packard 5971, inietor split/splitless, utilizando-se
coluna capilar HP-5 (20 m x 0,20 mm 2 0,33 um). Temperaturas:
injetor = 220°C, detetor = 280°C, coluna = 60°C, 3°C.min™",
240°C {7 min). Vazdc do gas de arraste {(He super seco) = 1,0

mL.min"". As amostras foram dissolvidas em acetato de etila na

concentracac de 20 mg/mL.

A identificagigo dos principais constituintes do QOEARA e
EAR fol realizada por comparagido entre o0s espectros de massas
com oS espectros das espectrotecas Wiley e Nist 98 instaladas

no computador.
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4.4.2 Cromatografia gasosa acoplada a detector por

ionizagdo em chama (CG-FID).

0 ©Oleo essencial também foi analisado utilizando
Cromatdgrafco Hewlett-Packard 5890 Série II (Palo Alto, CA,
UsSA) egquipade com detetor por ionizacdo em chama, injetor
split/splitiess, utilizando-se coluna capilar HP-5 (25 m x
0,20 mm x 0,33 um). Temperaturas: injetor = 220°C, detetor =
280°C, coluna = 60°C, 3°C.min™!, 240°C (7 min). Vazdoc do gas de
arraste (He super seco) = 1,0 nL.min ‘. As injecdes foram
feitas em modo splitless, usando He super seco como géas de

arraste.

A identificagdc dos principals constituintes do CEAA e

EAA foi realizada por comparagdoc dos indices de retengdoc (IR)

(BDAMS, 1995).

4.4.3 - Cromatografia Ligquida de Alta Eficiéncia

(CLAE/UV) .

A guantificagdo de artemisinina por CLAE/UV  foi
realizada de acordo com o método proposto por ZHAC & ZHENG
{1986} com adaptagldes. Este métode utiliza ifratamento de

derivatizacdc da artemisinina, com solucdo alcalina {(NaCH
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0,2%), para a produc¢idc do composto €292, gue em meio acido se

torna 0260, este ultimo detectavel em UV.

Para a derivatizacdo da artemisinina, foram adicionados
em um tubo de reagdo, aliquotas {em duplicata} do extrato
(1,0 ml, 10,0 mg/mL), etanol 95% (1,0 mi) e sclucido aguosa de
NaCH 0,2% {4,0 mL}. Os tubos foram fechados com tampas de
borracha e a mistura aguecida a 40 °C durante 15 minutos (com
agitacdo magnética), para depois ser rapidamente resfriada em
banho de gelo e neutralizada com 4,0 mi de uma solugidc de
acldo acético 0,1IM em etancl 20%. Para a derivatizacio dos
padrdes de artemisinina, substituiu-se ¢ etanol 95% por 1,0
mL da solugdoc de extracgdo (0,5 mg de acetofenona em 1,0 mi de

acetonitrila).

Duas concentracfes de artemisinina foram utilizades com
padrdo, respectivamente 0,04 e 0,2 mg/ ml de artemisinina em
etanol 95%.0 teor de artemisinina foil avaliado por comparacgao
da Area dos picos dos padrdes com o0s das amostras.

Anteriormente a injecdc, a mistura foi filtrada em filiroc

WATERS GVWP 0,2 um.
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0O equipamento utilizado para o doseamento do Q260 por
CLARE/UV constituiu-se em um cromatégrafo WATERS modelo M-45
de pistdc simples, com injec&c manual e um compartimento de

agquecimento para a coluna, sendo a Lemperatura mantida a 47
°C. A separagio fol efetuada em uma coluna WATERS/ NOVA“PAK@)

cig/4dum/ 3,9 % 150 mm. Como fase mdvel, utilizou-se solucgdo
tampdc fosfaio 10 mM mais acetonitrila (80:20), com vazdo de
1,0 ml/min. Nestas condigdes, © tempo de retencéo para Q260
foi aproximadamente 3 minutos e para © padrdce interno
{acetofenonal, aproximadamente 8,5 minutos. O Lempo
necessaric para anadlise de cada amostra foli aproximadamente
50 minutos, Ja&4 que apdbts a detecgdc de Q260 e acetofenona o
fiuxo era mantido por 40 minutos, visando limpar a coluna
para a proxima andlisze. A deteccdo fol realizada no modo
absorvancia, com comprimento de onda de 260 nm, através de

detetor WATERS/LANBDA MAX-481. ¢ volume injetado foli de 10

ul.
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4.5 Ensaios farmacoldgicos:

4.5.1 -~ Animais:

Foram wutilizados ratos (Rattus norvegicus - albinus,
linhagem Wistar) e camundongos (Mus mnusculus -~ albinus,
linhagem Swiss) mwmachos, “specific pathogen free”, pesando
entre 150 - 200 g e 20 - 25 g, respectivamente. 0Os animais

foram adguiridos do Cenitro de Bioterismo da Unicamp - CEMIB.

No CPQBA estes animais permaneceram cerca de 10 dias em
fase de adaptagdc. Durante este periodo, foram mantidos em
ambiente climatizado (20 + 2°C), com ceontrole automatico de
cilarc/escurc a cada doze horas, ragdo balanceada comercial

Nuvilab e agua “ad libitum”.

4.5.2 - Determinacgdo da DEs5g

A determinacidc da Dose Efetiva Média {(DEsp) foi

realizada tendo como base & convulsdoc proveocada por
pilcrotoxina. Grupos de camundongos machos {(n = 6} com peso
entre 20 - 2L gramas foram utilizados. Estes animais
raceberam, via i.p., doses Unicas de diferentes concentracdes
(300, 400, 500 e 600 mg/kg) do &leo essencial ou extrato 30

minutos antes de ser administrade a dose de 6 mgrkg de

30



MATERIAL E METODOS

picrotoxina wvia 1.p., e o tempo de laténcia entre a

administracdo da droga & a convulsido analisade. Com estes

resultades foli possivel estabelecer a DEsg, através de uma

curva de potenciacao do gfeito estimulante eXpPresso
considerandoc a porcentagem do efeito em funcdo da dose,
constituinde na plotagem direta das doses utilizadas e as

respectivas porcentagens de potenciagidc no software Microcal

Origin.

4.5.3 - Determinac@c da Dlsg

Para a determinacidoc da Dose Letal Média (DlLgpl foram

utilizados dgrupoes de camundongos machos (n = ©6) com peso
entre 20 - 25 gramas. FEstes animais recekeram, via 1.p.,
doses Unicas de diferentes concentracgdes (500, 750, 1000,
1250, 1500 e 2000 mg/kgy do &leo essencial ou extrato para
posteriormente serem observados apbs 30 minutos, 1, 2, 24 e

48 horas apds a administracZco. O nimero de animais mortos foi
expresso em porcentagem e a DLsp estabelecida graficamente

através de regressac linear no software Microcal Origin.
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4.5.4 ~ Influéncia sobre o sono induzido por

pentobarbital (LIMA et al., 1983).

Foram utilizados tré&s grupos de camundongoes machos (n =
8), tratades wvia i.p. com o o&leo essencial (470 mg/kgl.,
extrato {450 mg/kg) ou solucdoc Tween 5% (grupo controle;).
Trinta minutos depois foi administrado pentobarbital sbédico
(40 mg/kg i.p., Cristélia). © tempo entre a perda e a
recuperagdo dos reflexos (permanéncia em decubito dorsal) foi
considerade como o tempo de sono, limitado a um maxime de

cinco horas.

4.5.5 -~ Influéncia sobre convulsdes guimicamente

induzidas.

Nestes experimentos, grupcos de camundongos machos (n =
8y foram tratados com o &leo essencial (470 mg/kg), extrato
(450 mg/kg) ou solugdoc Tween 5%, via i.p., 30 minutocs antes
da administracdc dos agentes convulsivantes. ¢ tempo de
laténcia entre & primeira convulsac {(maior gue 5 segundos)
fol observado e o tempo maximo utilizado de 30 minutos
aqueles animais gue ndo apresentaram resposta ao estimulo.
Também foi analisado ¢ nlmero de o6ébitos causados pelas

drogas. As doses dos agentes convulsivantes empregades foram:
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o 85 mg/kg de pentilenotetrazol i.p. (LIMA et al,
1893);

0 300 mg/kg de pilocarpina i.p. (LIMA et al, 1993);
o % mg/kg de picrotoxina i.p. (ABDUL-GHANI et al,

1887} e

o 2 mg/kg estricnina s.c (VOHORA, 1990).

4.5.6 - Rota-rod (LIMA ot al, 1993)

Para a determinacao da atividade motora, foram
utilizados grupcs de ratos maches (n = 8) previamente
selecionados pelas suas habilidades em permanecer numa
esteira rclante de um aparelho “Rota-rod” (2,5 cm de
didmetro, 12 r.p.m., 25 cm de altura) por mais de dois
minutos. Esses animals foram divididos em trés grupos,
tratados com © ©Oleo essencial (470 mg/kg), extrato (450
mg/kg) ou solugdo de Tween 5% e testados no aparelho “Rota-
rod” em intervalos de 15 minutos durante trés horas apbs o
tratamento. O parametro utilizado foi o tempo em gque © animal

permaneceu na estelra apds diferentes intervalos de tempo.
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4.6 Atividade Comportamental:

4.6.1 - Nado forcado em ratos {(PORSQLT, 1977):

Trés grupos constituidos por ratos machos (n = &) foram
Lratados com o ¢&lec essencial (470 mg/kg), extrato (450
mg/kg) e Tween 5%, Um pré-teste de 15 minutos fol realizado
com cada animal 24 horas antes do experimento, sem analisar
nenhum pardmetro. Seis horas antes do experimento outra dose

foi administrada, assim como 30 min. antes do experimento.

Cs animais foram colocados em uma caixa de vidro (50 x
100 x 50 cm) contendo agua aquecida (25 + 2 °C), a ume
profundidade de 35 + 2 cm, o© dJque os impossibilitava de
apoiarem suas patas no fundo. A segunda exposic¢iéo fol de
cinco minutos, onde se observou: 1) tempo de nade; 2) tempo

de flutuacdo e; 3} numerc de mergulhos.

4.6.2 - Campo aberto (BORSINI & MELI, 1986):

Os animais feram colocados em uma caixa de madeira (100
¥ 100 = B0 cm) através de uma porta em gullhotina. A caixa
possul o piso branco, dividido por linhas azuis em interwvalos
de 20 cm e duas fontes luminosas dispostas no centro do campo

a 40 cm de altura. Quatro objetos diferentemente coloridos
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foram dispostos em guatro regides distintas do campo para
analisar ¢ instinte exploratdérico dos animais. Os pardmetros
analisados foram deambulac¢do (numerc de gquadrados percorridos
pelo animal), exploracgic {(interesse do animal em se aproximar
de diferentes objetos), levante (repetic¢des da retirada das
patas dianteliras do sclo) e asselo (repetigles de limpeza no
corpo) . O0Os animais foram filmados para gque ndc houvesse
interferéncia humana e 0s resultados analisados

posteriormente.

4.7 Andlise Estatistica:

Os dados foram expressos em média + d.p. e analisados
por Anédlise de Variancia (ANOVA) seguido do teste de
comparagfes multiplas de Tukey-Kramer com O software
GraphPadInstat. Resultados com p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativoes.
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5. Resultados:

5.1 - Avaliagdo da Composicdo Quimica do dleo

essencial de A. annua L.

A partir de 35Kg de folhas frescas de A. annua obteve-se
99,40g do &leo essencial, apresentando um rendimento de
0,28%. O dlec apresentou coloracic levemente amarela e aroma

adocicado.

A avallagdo da composicdco gquimica do OEAA foi realizada
por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

(CG-EM) . Estes resultados sdo apresentados na tabela 1.

Os constituintes foram identificados por comparacdc dos
espectros de massa com o0s das bibliotecas espectrais Wiley-
138 e Nist-98, bem como por comparacédc dos dados de Indice de
Retencdo e espectros de massa da literatura (ADAMS, 1985),

coletada em condigdes cromatografica similares.

Os indices de retencédo foram cobtidos através da andlise

do creomatograma no CG — FID (Anexo}.
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Tabela 1: Principais constituintes identificados no 6leo essenciais de 4. annua L. Tempo de

retencdo (Tr), Compostos identificados; indice de retengio {Ir); % relativa dos compostos.

# Tempo de
Retencdo | Identificagdo IR % Relativa

1 7,557 o-pineno G344 3,67
2 8,045 canfeno 9495 5,31
3 8,835 sabibeno 9740 544
4 8,980 B-pineno 9786 0.h1
5 9,337 p-cimeno 9898 12,21
6 10,987 cineol 10320 2042
7 12,069 a-terpineno 1057.9 1,28
8 13,739 linalol 10981 382
9 15,873 cdnfora 1146 5 22,68
10 17 900 o-ferpineol 11920 0,78
11 25 489 eugenol 13594 0,20
12 trans

28,388 cariofileno 14250 2,08
13 29,844 farneseno 1458 8 1,90
14 31,053 germacreno D 1486 8 354
15 Biciclo

31,286 germacreno 1492 0 0,19

Compostos ndo
identifcados 15,97

Os principais constituintes do OEAA sdo monoterpencs,

dentre os guais o 1,8-cinecl € (20,42%) e a canfora 9

{22, 68%} s&80 majoritérios. 0Os principals sesquiterpencs
identificados <foram o trans-caricfilenoc 12 (2,08%) e o
germacreno D 14 (3,54%). Na figura 4 esta apresentado o

Cromatograma Gascso do OEBA.

37



RESULTADOS
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Figura 4: Cromatograma gasoso do 6leo essencial de 4. annua L. e seus principais
constituintes.

Os espectros de massas de alguns constituintes do CQEAA
como o 1,8-cinecl &, da caniora 9 e do germacrenc D 14, estao

apresentados nas figuras 5, 6 e 7, respectivamente.
Abundance | Sean 651 (10.734 miny: OE-ARTEM.D FHa

i
600000
500000 3 : 108 CHa

| : | 154
400090 4 { { f ; ;
: ; H ; X
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; ; ' % s
200000 - :
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Figura 5: Espectro de massas do 1,8-cineol (CiH;s0; PM = 154).
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Figura 6: Espectro de massas da cadnfora {CioH:sC;PM = 152).
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Figura 7: Espectro de massas do germacreno D(CisHzy; PM= 204).

5.2 Avaliacdc da Composigdo Quimica do extrato

etanélico (EAA) de A. annua L.

O EAA fol analisado por CG-EM para identificagac dos
principais constituintes volateis e por cromategrafia liquida
de alta eficiéncia {CLAE-UV) para determinagadc do teor de

artemisinina.
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Cbserva-se pela andlise do cromatograma abaixo que o EAA
apresentou poucas substé&ncias detectidveis por CG, sendo
possivel identificar a canfora (Tr 4,24 min), o B- cubebeno
(Tr 10,7 min) e o trans-cariofilenco {(Tr 5,40 min). O compocosto
majoeritério identificado foi o 2-hexadeceno 1-o0l 3,7,11,15
tetrametil (Tr 24,14). Na figura 8 estd apresentado a

Cromatograma Gasoso do EAA.

Abtmdamce | TIC: ARTIETOHD

4l i Pt
S NV P L it

Time->  S00 1000 1500 2000 2500 3600 3800 4600

Figura 8: Cromatograma gasoso do extrato etanélico de 4. anmua L.

5.3 Determinacio do teor de artemisinina no extrato

etandlico de A. annua L. por Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia.

O teor de artemisinina foi determinado no extrato

etanbdlico por Cromatografia Liguida de BAlta Eficiéncia
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utilizando detector de ultravicoleta 260 nm e acetofenona com
padrdo interno. Para tanto, uma curva-padradoc foi obtida com a
artemisinina isolada no CPOBA utilizando diferentes

concentragdes. kEsta curva pode ser visualizada abaixo.
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Figura 9: Curva-padrdo da quantificaco de artemisinina por CLAE / UV.

Oz resultadces encontrados para esta determinagdoc podem

ser analisados no quadro abaixo.

Quadro I: Teor de artenmisinina no EAA por CLAE.

Amostra | Massa extrato Area Area  |Razdo| Conc. | Teor szg;o
seco {mg) Q260 Acetofenona {mg/ml)i (%) (%)
Amostra ] 50,6 0,075761 0,396762 (0,191 016 1,57 1,54
Amostra 2 507 0,074019 0,4049i8 |0,183] 0,15 i.51
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5.4 - Determinacaoc da Dose Efetiva Média (DE;;) para

atividade estimulante central do OCEAA e EAA.

O tratamentc com CEAA produziu um efeitc dose-resposta

cujo R=0,97333 (coeficiente de correlagdo) e equagdo da reta
v= -26,52x + 0,158 e a DEsp encontrada de 470 mg/kg para o

QEAA {figura 8)}.
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- 60 -
o j ™
o
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s
. 40 -
o . -
x 30 =
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10 . . . ' " . . ' : r ' . T
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Dose {mgfkg)

Figura 10: Dose Efetiva Média. Regressdo linear da relagio dose-efeito do OEAA na
convulsfo induzida por picrotoxina. Coeficiente de correlagio r = 0,97333. Regressido

linear y = 26,52x + 0,158

O mesmo procedimentce foi realizado para a determinacgdo
da dose-efetiva média do extrato bruto etandlico de A. annua.

O tratamento realizado também produziu efeito dose-dependente
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cujo R= 0,95266 e equacgdc da reta y= -27,34 + 0,156, e a DEsg

encontrada de 450 mg/kg (figura 11}.
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Figura 11: Dose Efetiva Média. Regress@o linear da relag8o dose-efeito do EAA
na convulsio induzida por picrotoxina. Coeficiente de cormrelagio r = 0,99266.

Regressdo linear y=-27 34x + 0,156

A partir da determinacidc da dose efetiva média, foram
tracados experimentos utilizando drogas gque atuam no Sistema
Nervoso Central e gque possiuem sSeus mecanismos de agao
conhecidos, e fTambém ensaics comportamentais, visando o
esclarecer ©5 possivels neurctransmissores enveolvidos na

resposta produzida pelo OEAA e EAA.
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5.5 - Determinag@o da Dose Letal Media (DLso)

A administragdo por via 1.p. de diferentes doses do OEARA
causou reacdes de salivacdo, tremor e, nas doses malis altas,

convulsdes. Acima da dose de 1000 mg/kg, todos os animais

vieram ao 6bito em menos de 6 horas. A DLsg encontrada para o

OERAA foi de 790 mg/kg.

Os resultados podem ser avaliados na figura 12 para o

CEAA.

100 — -
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40 -

% de dbitos
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] ° ¥ M i d 4
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Figura 12: Dose Letal Média. Regress3o linear da relagdo dose - % de obitos do
OEAA. Equaciio da reta Y = -116,75373 + 0,27396X - B32836E-5 X\ 2 e

R=0,97235.
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Para o EAA foram testadas diferentes doses (500, 750,
1000, 1250, 1500 ¢ 2000 mg/kg, via i.p.) & o resultado obtido
ndc apregsentou toxilicidade aguda significativa, sendo gue uma
dose infervicr a 2,0 ¢g/kg ndo levou nenhum animal ac 6bito.
Foi possivel notar gue o©s animals permaneceram inguietos

durante as 12 horas iniciais do pericodo de cbhservagdo.

5.6 Convulsdes guimicamente induzidas por:

£5.65.1 - Picrotoxina

Na figura 13 pode ser avallado o tempo de laténcia para
a produgidc de convulsao cuande  utilizado um agente

antagonista de receptores GABA (picroltoxinaj.

EiControle B oEAA BEAA

Figurs 13: Efeito da administracio ip. do OEAA (470 mg/kg) ¢ EAA (450 mg/kg)
na convulsio induzida por picrotoxina {6 mg/kg ip.). Letras diferentes apresenfam
resultados estatisticaments significatives. p< 0,05 — ANGVA seguido do feste de

comparacdes multiplas de Tukey - Kramer. Valores expressos em média + dop.
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¢ grupo controle apresentou um  tempo de laténcia
significativamente maior (18,05 + 1,55 seqg.} em termos de
ocorréncia de atagues convulsivoes em relacdo ao grupo Lratado
com o OEAA (14,27 + 1,75 seg.) e EAA (10,42 + 1,46 seg.). Os
tratamentos também apresentaram diferengas significativas

entre si.

5.6.2 — Pilocarpina

A figura abaixo apresenta os resultados de potencilacdo
do efeito convulsivante guandc os animais foram tratados conm

pilocarpina na dose de 300 mg/kg.

12—

tempo (min)
ik
Lo T o TR N ) B ¢ ¢ S 4
L L

£1Controle BOEAA

Figura 14 Efeito da administracfio i.p. do OEAA {470 mg/kgy e EAA (450 mg/kg)
na convulsdo induzida por pilocarpina (300 mg/kg i.p.). Letras diferentes apresentam
resultados estatisticamente significativos. p< 0,05 ~ ANOVA seguido do teste de

comparagdes miiltiplas de Tukey — Kramer. Valores expressos em média + d.p.
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Avaliando estes resultados, pode-se obhservar gque nio
existe diferencga entre os grupos tratados tanto com o OEAA
(7,39 + 0,55 seg.) quanto o EAA (7,22 + 0,67 seg.), mas ambos
os grupos sac significativamente diferentes do grupo controle
(10,54 + 0,65 seg.) relacionade com o tempc de laténcia para
promocdc da convulsdc, levando a uma possivel interacgdo

sinérgica dessas drogas com mecanismos colinérgicos.

5.6.3 - Pentilenotetrazol:

As drogas em estudo retardaram o tempo de laténcia para
convulsao induzida por PTZ. Pode~se notar novamente dque os
grupos tratados com OEARA (12,36 + 1,18 seg.) e EAA (11,17 =+
1,59 seg.) nd3oc apresentam diferencas entre si, mas sdo
significativamente diferentes do grupo contreole (1,58 + 0,26

seg.). Estes resultados pcdem ser cobservados na figura 15.
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Figura 15 Efeito da administragdo i.p. do OFAA (470 mg/kg) ¢ EAA (450 mg/kg) na
convulsfio induzida por pentilenotetrazol (85 mg/kg i.p.). Letras diferentes apresentam
resultados estatisticamente significativos. p< 0,05 - ANOVA seguido do teste de

comparacdes miiliiplas de Tukey — Kramer. Valores expressos em média +d.p..

5.6.4 — Estricnina:

0s resultados obtidos guande os animais foram tratados
com estricnina mostram uma diferencga significativa entre os
grupos Cratados com OEAA (3,41 + 0,40 seg.), BAR (Z,66 + 0,36
seg.) @ o controle (1,18 + 0,07 seg.). Tambeém fol notada uma
diferenca significativa para os tratamentos realizados entre

0s grupcs UEAA & ERA.

Os resultados obtidos podem ser avallados na figura 16.
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Figura 16: Efeito da administraciio Lp. do OEAA (470 mg/kg) e EAA (450 mg/kg) na
convuls@o induzida por estrienina {2 mg/kg s.c.). Letras diferentes apresentam resultados
estatisticamente significativos. p< 0,05 — ANOVA seguido do teste de comparacgBes

miultiplas de Tukey — Kramer. Valores expressos em média + d.p..

5.6.5 - Sono induzido por pentobarbital sédico

Estes resultados podem ser visualizadeos nas figuras
abaixo, sendoc avaliades o© tempo de laténcia entre a
administracio do agente anesitésico e a perda de reflexos
(Figura 17) e o tempo total de sono (Figura 18} limitade a um

maxino de 5 horas.
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tempo (min)
Q- W R ;O
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Figura 17 Efeito da administracdo i.p. do OEAA (470 mg/kg) e EAA (450 mg/kg) no
tempo de perda de reflexos induzide por pentobarbital sodico (40 mg/kg) Letras
diferentes apresentam resultados estatisticamente significativos. p< 0,05 — ANOVA
seguido do teste de comparacles multiplas de Tukey — Kramer. Valores expressos em

media +d.p..

Os resultados do tempo de laténcia mostram gue tanto o
grupo tratado com o CEAA (0,8 + (0,37 min.) como © grupo
tratado com EAA (4,6 + 0,54 min.)} apresentaram um inicio da

agdc depressora do anestésice em um fempe menor guse guando

comparadc ao  grupo conirole (5,6

-+
)
15N
o]
=
[ap
v
o0
t%l

apresenton também diminuicgido destes  tempo de laténcia

gsignificativa guando comparado ac grupo OEAA.
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™
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Figura 18: Efeito da administracfio i.p. do OEAA (470 mg/kg) e EAA (450 mg/kg)
no tempo total de sono induzido por pentobarbital sodico (40 mg/kg). Letras diferentes
apresentam resultados estatisticamente significativos. p< 0,05 — ANOVA seguido do
teste de comparacdes multiplas de Tukey — Kramer. Valores expressos em média +
d.o.

Quandc analisades o tempoe total de scno nos  grupos,
nota-se diferengas significativas entre o0s drupos. O Jgrupo
tratado com ¢ OERA (219,00 + 7,34 min.) apresentou maior tempo
de sono, sendo estatisticamenie diferente do grupo controle
(78,6 + 32,31 min.; e também do grupo tratadoe com o EAA {137,5
+ 6,39 min.}). O grupo Lfratade com EAA foi estatisticamente

diferente do grupo controle.

5.6.6 - Coordenacido motora

O ensalo de coordenacdo moeteora fol realizado utilizando

apareiho Rota-rod. O0s resultados encontram-se na tabela 2.
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Tabela 2: Efeito da administragio i.p. de OEAA (470 mg/kg) e EAA (450 mg/kg) sobre o

tempo de permanéncia dos animais em esteira rolante.

Tempo {min) Controle (seg) OEAA (seq) EAA (seg)
0 120 + 0% 120 + 0° 120 + 0°
15 120 + 0° 110 + 4° 120 + 0°
30 120 + 0° 96 + 6 109 + 5°
45 120 + 0° 60 + 5° 100 + 3°
60 120 + 0° 18 + 7° 92 + 4°
75 120 + 0° 44 + 5° 88 + 5°
90 120 + 0° 40 + 8° 86 + 7°
105 120 + 0° 42 + 5° 84 + 6°
120 120 + 0° 49 + 3° 82 + 5°
135 120 + 0° 53 + 5° 83 + 4°
150 120 + 0° 60 + 5° 86 + 5°
165 120 + 0° 58 + 6 90 + 7°
180 120 + 0° 54+ 7° 94 + 8°

Letras diferentes apresentam resultados estatiscamentes significativos. p< 0,05 — ANOVA

seguido do teste de comparagtes multiplas de Tukey — Kramer. Valores expressos em média

+dp.
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O grupo centrole apresentou-se significativamente
diferente do grupo tratado com o OEAR durante todo o periodo
de experimentagdo. Quando analisadoc o grupoc tratadoc com o©
EAAR, notou-se diferencas significativas a partir de 30
minutos, que permaneceram até o final do ensaioc. Foi possivel
perceber gque ¢ tempo de perda da motricidade dos animeis foi
maior entre 60 e 120 minutos apds o tratamento com as drogas
em estudo. 0s grupos tratados com OEAA e EAA apresentaram
diferencas entre si a partir de 45 minuteos do tratamento,
sendo gque esta diferenca se manteve até ¢ final do tempe do

ensaio.
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5.7

Ensaios comportamentals:

5.7.1 - MNado forcado:

tempo (min)

0 tempo total de nado pode ser visualizado na figura 19.

I Controle OEAA | BEAA

Figura 19 Efeito da administragdo i.p. do OEAA (470 me/kg) e EAA (450 mg/kg) no

tempo total de nado. Letras diferentes apresentam resultados estatisticamente

significativos, p< 0,05 - ANOVA seguido do teste de comparaghes multiplas de Tukey -

Kramer. Valores expressos em media +d.p.

Pode~se wverificar que a administracdo do OEAA (0,47 +
min.} levou a uma diminnig8o significativa do fempo de

comparado ao grupo centrole (4,3 + 0,15 min.}. Quando ©

grupc controle foli comparado ac grupo tratadc com ERR (3,0 +

0,47

mirn.} pode—se  notar uma diferenga  menor, porén

significativa entre esgtes,.
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O grupo ftratado com o OEABR pasrmanceceuw um tempoe maicy em
imobilidade (4,3 + 1,10 min.) gquando <comparado ao Jgrupo
controle (0,2 + 0,15 min.) ou o grupo tratade com EAA (1,2 +

0,21 min.} . Por outro lado, ndoc se observou esta diferencga

entre o grupo controle e o grupo EAA.

fistes resultados podem ser wvisuallzados na Figura 20

tempo (min)
Fe TR S % T 0 R S % 1 T 4

i3 Controle

Figura 20: Efeito da administragBo i.p. do OEAA (470 mg/kg) e EAA (450 mg/kg) no
tempo de imobilidade. Letras diferentes apresentam resultados estatisticamente
significativos. p< 0,05 - ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey -

Kramer Valores expressos em média+dp.

podenadoe verificar a total auséncia no grupo controele e no
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grupo tratado com CEALA. Por outro lado, ndo foi notada esta
auséncia no grupo tratado com © EAA. Na Figura 21 este

resultado pods ser visualizado.

N
&)

Ny

-
n

-
o

Numero de merguihos
(] e

ZOEAA S EAA

& Controle

Figura 21: Efeito da administra¢Bio 1.p. do OEAA (470 mg/kg) e EAA (450 mg/kg)

no nimero de merguthos apresentados.

5.7.2 - Campo aberto

Este ensalo  foil filmado para que nido ocorresse
interferéncia humana. Na figura 22 pode ser visualizado o
resultadoe do ensaic de campo aberto, guande os paramebros
analisades foram de deambulacgdo, asseio, exploragds e levants

das patas dianteiras.
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Namero de repetiches

150 — .
. EiControle
20 FIOFAA
WEAA
80
80 -
30 -
{) -

Deambulacie Asseio Exploracio Levante

Figura 22; Efeito da administrago i.p. do OFAA (470 mg/kg) e EAA (450 mg/kg)
no ensaio de campo aberto. Letras diferentes apresentam resultados estatisticamente
significativos. p< 0,05 — ANOVA seguido do teste de comparacdes miltiplas de

Tukey — Kramer. Valores expressos em média +d.p..

Verificou-se que o OEAA inibiu a atividade locomotora
dos animais tratados (4,3 + 3,60), enguanto gue o EARA (76,2 +
7,6%) e o grupo controle (87,0 + 31,5) ndc apresentaram tal
efeito. Quando avaliado o instinto exploratdric dos animais,
notou—-se gue todoes o8 grupos apresentaram diferengas entre
si, mas o grupo QOEAA {0,860 + ©§,89} apresentou uma mencr
atividade exploratdria gquande comparado ao controle (20,8 +
5,60}, podendo ser verificada diferenga estatisticamente

ignificativa guando comparado o grupoe controle ac tratade

n
LS
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com EAA (12,6 + 3,43). O ntmero de levantes do grupce tratado
com OEAA (0,0 + 0,00) foi estatisticamente diferente do grupo
tratado com EAA (14,2 + 1,48). Ambos grupcs tratados
diferiram do grupo controle (20,4 + 4,39). 0s asseios foram
mais intenso no grupo controle (20,2 + 9,20), que diferiram
significativamente dos grupos tratados com OERA (0,0 + 0,00}
e EAA (5,2 + 0,83}, mas nio se podem nctar diferencas entre

os Ttratamentos.
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6. Discussao:

0 Sleo essencial de A. annua fol avaliado gquimicamente
por CG-EM e CG-FID tende sido identificados 15 compostos
terpénicos {tabela 1y, dos quais oS constituintes
majoritdriocs sdc monoterpenos, destacandeo-se o canfeno,
sabineno, p-cimenc, do-pinenoc, 1,8 cinecl e a canfora. Entre
sesquiterpenos, o© composto majoritaric identificadeo foi o

germacrenoc D.

A anélise do EAA foi realizada por CG-EM visande
comparar sua composicdo com a do OERA. Entre seus componentes
volatels, foram identificados gquatro compostos: canfora, 8-
cubebeno, Trans-cariofilens e 2Z2-hexadeceno 1-c¢l 3,7,11,13
retrametil como majceritidrio. Dentre os compostos voléteis do
EAA, a cénfora esta numa concentracdo de 6,7%, sendc peguena
gquando comparada a todos os componentes presentes no extrato,
sedja lipo ou hidrossolGvel. Mesmo sendo identificada tanto no
OFERE come no ERR, z ca&nfora apresenta conceniragdo mencr no

EAR gue no OLRAA.

No EAR também foi realizada a determinacdo do tecr de

artermisinina por CLAE-UV, utilizando derivatizacio em meio
|
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alcalino ({(figuraz 23). Foi encontrade rendimentc médio de

1,54% de artemisinina.

FIGURA 23: Conversdc de artemisinina em Q260, segundo ZHAD &
ZENG (1986).

Quandc avaliada a atividade farmacoldgica, primeiramente
fol realizadc um ensaic para determinar a dose efetiva média
que promoveria uma estimulacdc no SNC dos animais. Os valores
obtidos demonstram gue a desagem estabelecida foi alta (470
mg/kg para OEBRA e 450 mg/kg para o EBA), dificilmente
atingida guando administrado um extrato fluido ou uma infusio
a uma pessca de pesc normal {70 kg). Quande avaliou-se a dose
letal média, nota-se gue o© CEAA apresentou uma toxicidade

aguda significativa, diferentemente do EAA gue apresentou uma
DLso superior a 2,0 g/kg. Considerando a dose preconizada

ela Parmacopéla da Reptblica da China (infusdc de 5g de
& g

&0
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folhas em 1L de &gua), para gue um humano apresentasse
efeitos indeseiaveis sobre o SNC seria necessaria a
acdministragao de grandes quantidades destes produtos
naturais, embora neste trabalho tenha sideo utilizado um

hibrido desta planta.

ApSS estes ensalios, procuramos identificar gquais

neurotransmissores estariam envolvidos nesta resposta.

Para tanto, foram reazlizados com o CEAR e EAA ensaios
comportamentais e também com drogas gue atuam ne SNC e tem
seu mecanismo de agio conhecido, como o PBS, o PTZ, a

pilocarpina, a estricnina e a picrotoxinsa.

A picrotoxina €& um antagonista seletivo reversivel para

receptores do acido gama-amincobutirico (GABRA), os guais tem
estreita relacdc com eplilepsia (LEIDENHEIMER et al., 1991;
GALE, 1882y, GRBA & o neurctransmissor inibitdrice mails

importante no SNC, e a inibigdo de sSua transmissioc &
associada come um dos fatores mais importantes no

desenvolvimento de epilepsia (GALE, 18¢2:.
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A administragdo de picrotoxina 6 mg/kg & suficiente para
inibir o SNC causando hiperpolarizacgioc neurcnal pela entrada
de ioms cloreto, evitando a propagacgdo do impulsc nervoso,
produzindoe convulsdes ténico -~ clénica em todos os animais.
Essa dose foi letal, obtendo 100 % de &bitos apds espasmos
tdnico — extensores das gquatro patas do animal. A
administragdoc do OEAA como EAA diminuiu o tempo de laténcia

das convulsdes em 21% e 42%, respectivamente.

A potencilacgdc da agdc da picrotoxina pelo CERR & EAR
pode ser causada nac pela agdo em recepitores GABA, pois houve
interferéncia na resposta ao PTZ, mas por outros mecanismos
centrais nadc relacionades com respostas gabaérgicas, mas que
atuande sinergicamente podem levar a uma diminuicdo do limiar
de excitabilidade, facilitando a resposta convulsiva. A
presenga de céanfors no OEAA pode estar relacionada com esta
diminuigdo do limiar de excitabilidade, diminuindo o tempo de
laténcia. Por ocutro lado esse efeito ndo pode ser atribuido a
canfora presente no EAR, pox essa astar em baixa
concentragdo. De gualguer maneira, ambas drogas parscem ndo
apresentar afinidade Tor receptores gabaérgicos, sem

interferir nesta via.
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BROWNING & NELSON (1986} demonstraram o© mecanismo de
acdc do PTZ considerando duas rotas neurais distintas, uma
inicial gue estd localizada no c¢drtex cerebral, diminuindo a
atividade gabaérgica, gque posteriormente transmite uma
resposta para o© centro respiratdric através de uma rede

neural gque estaria envolvida na respeosta convulsiva,

Considerandc o efeito do OEAA e EAR scbre o ensaic com
PTZ, ambos aumentaram o tempo de laténcia causadoe por esta
droga, mas nao reduziram a morfalidade, sendo gue 100% dos
animais vieram ao ©Obito, nido inibinde a segunda fase da

estimulagdo bulbar causada pelc PTZ,

Desta maneira, parece dque ambos (OEAA ¢ EAA ndo possuem
capacidade de diminuilr o limiar da convulsdo iniciadz no
cortex per interferir na resposta gabaérgica através de seus
receptores, afetando a propagagédo desta resposta ao centro
respiratério, implicado na geragdo de convulsdes tdnicas
causades pelo PTZ, promovendo um aumento no tempo de laténcia

da convulsdo causada por essa droga.

Qutra via gue pode ser estudada na resposta convulsiva &

a colinérgica. A pilocarpina é um agente colinérgico de acgéoc
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central utilizado para estudar respostas de drogas sobre o
Sistema Nervoso Auidnomo, possibilitandc saber a atividade da

droga como agonista ou antagonista deste sistema.

Ouando utilizado pilocarpina, agente agonista de
receptores colinérgicos, pode-se notar novamenite umna
diminuicdo do tempo de laténcia entre a administracgdo das
drogas em estudo e a convulsdc causada por esta. Em geral, a
administracgdco de pilocarpina induz a2 sintomas colinérgicos
tanto no SNC (tremor) como periférice (salivacioc), gue pode

ser observado nos animais tratados com QEAA e EAA.

O0s resultados obtidos para este ensaio sugerem gue a
atividade estimulante causada tanto pelo OEAA como EAA pode
estar envolvida com mecanismos colinérgicos, pols ¢ tempo de
laténcia causado pela convulsdc induzida por pileocarpina foi

diminuido, bem como um aumento no tempo de nado dos animais.

Uma via gue também pode causar ataques convulsivos esta
relacionada com a inibicd3o da atividade dos interneurdnios
inibitérios medulares (céluias de Renshaw) por antagonistas
de glicina, responsavel pela regulagdo desta via, e

coordenam © feed-back positivo para depressido deste sistema,
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evitando a liberacso excessiva de neurotransmissores
excitatdrios. O processo convulsive associado a estricnina é
causado por antagonisme de receplores glicinérgicos destas
células, dgque dJguando blogqueados ficam impedidas de regular
esta via, Dpromovendo convulsdes sob gualguer estimulo, seja
visual, auditivo ou fisico. Em cascos de intoxicacdo, & sabido
que a administracgdoc de doses altas de glicina podem inibir

este processo, bem como o repouso (GOCDMAN & GIIMAN, 1996).

Considerando gue *tante QEARA como EBAAR inibiram este
processo convulsivo, podemos notar gue essas drogas néo
possuem capacidade de ligagi&o a receptores glicindrgicos,
nodendo  atuar como antagonistas, aumentando a resposta
convulsiva. Por outro lado, o aumento do tempo de laténcia
para a resposta convulsiva pode ser gerado por uma atividade
depresscora 4o sistema nervoeso central gue ni&c  esieja

relacionada com mecanismos gabaérgicos.

Para avaliar a possibilidade de um potencial depressor
das drogas em estudo, também fol realizado o ensalic de sono
induzido BoT pentoharbital s&dico, DoLis arogas com
propriedades sedativas potenciam o tempo de sono induzido por

-
~

barbitaricos.
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Os resultados encontrados demonstram gque a adminisiracio
i.p. do OEAA produziu significativo aumento no tempo de sono
de 278%, enguanto ¢ EAA tTambém aumentou significativamente
esse tempo em 175%, ambos comparados ao grupo controle. Os
resultados obtidos para este ensaio levam & uma possivel
atividade sedativa, considerando agque ambas drogas aumentaram
este tempo de sono e comparado ao resultado obtido pelo
ensaic com estricnina. A duragdo do tempoe de perda dos
refiexcs fol giminuida em ambos grupos tratados. E possivel
gue o© tempo de sono tenha sido maicr no grupe tratado com
QERA pela diferenca farmacocinética de metabolismo do mesmo,
gue & mais lentc que o EAA, gue contém malicr guantidade de
compostos polares que o CEAA. Também podemos sugerir que
compostos presentes somente no COEAZ, come ¢ 1,8 cineol, um
monoterpenc com potencial depresscr do SNC encontrade em alts
guantidade neste oOleoc, sejam responsavels pela observada

entre as drogas.

Para comprovar se exliste alguma atividade depressora,
fol realizado o ensalo de atividade miorelaxante. FPara tanto
o rota-rod foi wutilizade como modele experimental. Foil

possivel notar diminuig¢do na atividade motora com as doses de
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OEAZR e EAA administradas. Houve uma diminuicgio da atividade
motora na primeiraz hora, gue mostrou-se maior na segunda hora
apbdbs ¢ tratamentoc. Apds esse periodo, o©os animais voltaram a
desenvolver suas habilidades sobre a esteira. O grupc tratado
com o OEAA apresentou diminuigdo na coordenagd&o motora gquando
comparado ao grupc tratade com ¢ EAA. Ainda assim, anmbos
grupos %tTratados mostraram menor tempo de atividade gquando
comparados ao grupo controle. Esses resultados podem ser
comparados com drogas ansicliticas, como benzodiazepinicos,
gue possuem atividade miorelaxante marcante {GOOIMAN &

GILMAN, 1296} .

Ensaics comportamentais também estio relacionados <om
neurctransmissio. Assim, fol realizade o ensaio de nado
forcado sendo possivel observar o efeito das drogas em estudo
numa situagidc de estresse, possibilitando o esclarecimento de

alguns neurctransmissores envolvidos nesta resposta.

BARTHOLINI et al, (1985) atribuem ao ensaic de nado
forcado um aumento da imobilidade {flutuagdc) e diminuigdo do
tempo de nado por drogas colinérgicas. Os resultadocs obtidos
pela administragds do OEAA mostram aumento nce tempo de

imobilicdade que pode ser explicade por um aumentoe da
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atividade colinérgica (EERMAN et al., 1981) & tambémn
demonstrade pela diminuigdc do tempo de laténcia para
convuls&oc causada por pllocarpina. BORSINI et al. (1986}
atribuiram diminuigdc no tempoe de imobilidade en animais
tratados com agonistas gabagrgicos. Estes resultados estido de
acordo com  agueles obtidos nas  convulsdes guimicamente
induzidas pcls a pillocarpina teve seu tempe de laténcisz
diminuido engquantc gue nio houve alteracgdco em respostas

gabaérgicas.

Qutro parametro analisado foi o tempo de flutuacado, que
& afetado pelo sistema dopaninérgico, pois este guando
estimulado avmenta a atividade motora (RKITADA et al., 1886).
Baseado mnas informagdes acima e apresentadas em  outros
estudos, & diminuigdo do tempo de flutuacdo no ensaio de nado
forcado quando administrado o ERA, pode aumentar a liberacgic
de dopamina no cOrtex cerebral, diminuindo este tempce de

imobilidade.

KIRBY & LUCKI {1387 demonsiraram gue drogas

antidepressivas como a flucxetina (inibidor da recaptagéo de

serotonina) aumentam o tempo de nade, diminuinde ¢ tempo de
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filutuacdo, ndc apresentandc efeitos sobre o nimero de

merguihos.

Alguns animais apresentaram mergulhos durante o ensaioc e
o unico grupoc gue apresentou um resultade estatisticamente

significativo foi ¢ tratado com EAR.

Considerande =z dopamina um neurotransmissor excitzatoério
e a possibilidade de sua liberacdo por alguma substéncia
presente no EAA, esta poderia estar associada aoc aumento da
exploracgac ¢ a diminuicdo do tempo de laténcia das convulsdes

causadas pela picrotoxina.

Bs drogas em estudo gue foram efetivas em diminuir o
tempo de nade dos animais, também foram avaliadas dquantc a
habilidade de estimular atividade locomotora, possibilitande
uma correspondéneia com o5 resultados do ensaic da nado

forgado.

Quando o© ensaic de nade forgado foi comparadc com ©
campo aberto, pode~se analisar a possibilidade de ocorréncia
de resultadces falso-poszitivo. A anadlise dos dados mostra gue

o COBA2 inibiu a atividade locomctora e exploratdria gquando
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comparadd ao Jgrupo controle. Este resultads sugere uma acéo
depressoxra desste produto. Por  outro  ilado, 0 EAR  1nac
apresentou iferenca estatisticamente signitficativa ha

uma possivel atividade excitatodria.

Desta maneira, sugere-se uma peduena agio =2m termos de
atividade inibitdéria para o EARA, considerando o tempo de sono
menor ggue adquele produzidce pelc OEARA, enguanto gue este
apresentou atividade depressora nao relacionada a mecanismos

gabaérgicos.



CONCLUSOES

6. Conclusdes:

Através dos resultados obtidos no present trabalho,
concluli-~se gue o OEAA apresentou toxicidade aguda, com a Dlsg
encontrada de 79%0 mng/kg. Sobre o SNC, sugere-se gue este
produto natural apresentou ztividade colinérgica na dose

utilizada (470 mg/kg).

C EAA ndo apresentou toxicidade aguda significativa,
sendo esta superior a dose de 2,0 g/kg. Na dose de 490 mg/kg,

este extrato causcu atividade colinérgica e dopaminérgica.

As doses utilizadas de ambos produtecs sdoc altas quando
comparadas & dose preconizada pela Farmacopéla da Republica
da China. Assim, a dose recomendada pela Farmzcopéla Chinesa,
com pase neste estudo, dificilmente produziria efeitos

colaterais Junto ac SNC.
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ANEXOS

ANEXO1

Tabela 3: Eferto da administragdo i.p. do OEAA (470 mg/kg) e EAA (450 mg/kg) na
convulsdo induzida por picrotoxina (6 mgkg ip.), pilocarpina (300 mg/kg ip),
pentilenotetrazol (85 mg/kg 1.p.) e estricnina (2mg/kg s.¢).

Controle OEAA (470 EAA (450 mg/kg)
mg/kg)
Picrotoxina 18,05+ 1,554 1427 +1,75° 10,42 +1,46°
Pilocarpina 10,54 + 0,65 * 7,39+0,55° 7,22+ 067°%

Pentilenotetrazol 1,59 +0,26" 12,36 + 1,18 ° 11,17+ 1,59 %

Estriquinina 1,18+ 0,07 341+040° 2,66 +0,36 ¢

Letras diferentes apresentam resultados estatisticamente significativos. p< 0,05 —

ANOVA seguido do teste de comparactes maltiplas de Tukey — Kramer. Valores
expressos em média + d.p..

Tabela 4: Dose Letal Média. % de 6bitos do OEAA.

Dose OEAA (mg/kg) Animais / Obito % de 6bitos
500 6/0 0

750 6/2 33

1000 6/5 94

1500 6/6 100

2000 6/6 100




ANEXOS

Tabela 5: Efeito da administragio 1.p. do OEAA (470 mg/kg) e EAA (450 mg/kg) no tempo
de perda de reflexos induzido por pentobarbital sédico (40 mg/kg) e tempo total de sono.

Controle OEAA (470 EAA (450 mg/kg)
mg/kg)
Tempo de 56-+042% 0,8+037° 46+054"
inducio de sono
(min)
Tempo de sono 78,6 +3,31° 219.0+7,34° 137,5+6,39°

total (min)

Letras diferentes apresentam resultados estatisticamente significativos. p< 0,05 — ANOVA
seguido do teste de compara¢des multiplas de Tukey — Kramer. Valores expressos em média
+dp.

Tabela 6: Efeito da administragio 1.p. do OEAA (470 mg/kg) e EAA (450 mg/kg) no tempo

total de nado, imobilidade e nimero de mergulthos

Controle OEAA (470 EAA (450 mg/kg)

mg/kg) ]

Tempo de nado 43 +0,15% 0,47 +0,86" 3,0+047°

{min)

Tempo de 0,2+0,15% 430+ 1,107 1,2+021%

flutuacio (min)

Niamero de 0,0 + 0,004 0,00 + 0,004 140+05°

mergulhos

Letras diferentes apresentam resultados estatisticamente significativos. p< 0,05 — ANOVA
seguido do teste de comparagdes miltiplas de Tukey — Kramer. Valores expressos em meédia
+d.p.



ANEXOS

Tabela 7: Efeito da administragio i.p. do OEAA (470 mg/ke) e EAA (450 mg/kgy no ensaio

de campo aberto.

Pariametro Controle OEAA (470 EAA (450 mg/kg)
(unidade) mg/kg)

Deambulacio 87.0+315% 43 +3,60° 762 + 7,692
Exploragio 20,8 + 5,60 " 0,60 + 0,89 ° 12,6 +343°
Levante 20,4 +439% 0,0 +0,00 " 142 +148°
Asseio 202 +920% 0,0 + 0,00° 52+0,83"°

Letras diferentes apresentam resultados estatisticamente significativos. p< 0,05 — ANOVA
seguido do teste de comparagbes multiplas de Tukey — Kramer. Valores expressos em média

d.p.
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ANEXOS

Anexo 3
' ™
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Anexo 4
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