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RESUMO

Neste trabalho estudamos os efeitos farmacoldgicos do extrato bruto € de alguns
compostos 1solados da planta téxica Pseudocalymma elegans (Vell.) Kuhlm. Verificamos
que varios dos sintomas observados no gado bovino intoxicado com a planta, como:
ingquietude, tremores e convulsdes, foram também vistos em camundongos, onde a DLy, do
extrato foi estimada em 1,8 g/ kg Em camundonges, doses elevadas do extrate foram
convulsivantes ¢ doses subletais melhoraram a memoéria para algumas tarefas de
aprendizagem, reduziram o comportamento exploratrio, aumentaram o tempo de catatonia
¢ causaram efeitos ansiogénicos. Foram estudados os efeitos de frages € compostos
1solados da planta. Observamos que os efeitos estimulantes sobre 0 SNC se concentram nas
fracSes mais polares do extrato. Porém, o efeito convulsivante ¢ letal da planta s6 foi
observado com a admimstracio conjunta destes compostos polares, sugernindo um
sinergismo entre ¢les. Com o objetivo de melbor caracterizar a farmacologia da planta
estudamos também oufros compostos anteriormente isolados da planta. Entre eles a
alantoina e a triumboidina nfio apresentaram os principais efeitos caracteristicos do extrato.
Um outro composto, a sorbarina, um flavondide glicosilado, methoron a meméria de ratos
quando administrada dirctamente no hipocampo dorsal (hilateral) de ratos. O nacleo
Hlavondide deste composto conhecido como escutelareina, segundo a literatura apresenta 08
mesmos efeitos celulares que as metilxantinas, ou seja, sdo antagonistas dos receptores da
adenosina e inibem a fosfodiesterase, mecanismos importantes na fisiologia da inibi¢fio de
longa duragfio (L.TD} um medelo celular de aprendizagem e memoria. A metilxantina
cafeina foi, portanto, estudada como um modelo de droga com mecanismo semelhante ao
da sorbanina. A cafeina causou uma melhora na consolidagio da meméria quando estudada
nas tarefas de habituagio, esquiva inibitéria e labirinto aguatico de Morris. Ela também
causou uma melhora na evocagio da segunda tarefa e uma piora na aquisicdo das duas
primeiras. Concluimos gue a planta P. elegans causa uma estimulagdo do SNC de
mamiferos por uma agdo conjunta de compostos polares, podendo também melhorar a
memoria por uma agdo de compostos que, como a sorbarina, interferem com os

mecanismos celulares da formag8o e evocagiio de memorias.



ABSTRACT

In the present investigation we studied the pharmacological effects of the crude
extract and some cormpounds isolated from the toxic plant Pseudocalymma elegans (Vell)
Kublm. Most of the signs observed in cattle imoxicated with the plant excitement,
tremors, and seizures were reproduced in mice receiving an extract of the plant. The LDy,
of the ethanolic extract to mice was estimated as 1.8 g/kg. Doses near the LDs, induced
seizures In muce while lower doses improved memory, reduced exploratory behavior,
mncreased catalepsy time and caused anxiogenic effects. The toxic compounds of the plant
were concentrated in the most polar fractions of the plant extract. The convulsant and lethal
effects of the plant were observed only when a pool of these polar compounds was
administered to mice, suggesting a synergistic interaction between them. We also studied
the pharmacological effect of compounds that were previously isolated from the plant.
Beside these compounds, allantoin and tryumboidin did not present any effect. Another
compound, the glvcosylated flavonoid sorbarin, proved to cause a memory improving effect
when administered into the dorsal hippocampus of rats. The aglicone of sorbarin,
scutelarein, has the same mechanisms of action as the methyl-xanthines, acting as a
adenosine receptor antagonist and inhibiting the phosphodiesterase enzyme, effects proved
to be important in a cellular substrate of memory called long-term depression (LTD).
Caffeine, a methyl-xanthine, was studied as a model of dig with the same mechanism of
action as sorbarin. Caffeine 1mproved memory consolidation of the Morns water maze
(MWM) task, inhibitory avoidance (IA) and habituation to a new environment (HAB).
Caffeine also improved the evocation of MWM and IA and impaired the acquisition of 1A
and HAB. In summary, our results suggest that the plant P. elegans has CNS stimulant
effects as a result of a conjunct effect of polar compounds. These compounds, as well as

sorbarin may also modulate memory processing.
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INTRODUCAO

A planta Pseudocalymma elegans (Vell) Kuhlm é uma Bignoneaceae que ocorre na
Mata Atlintica do Rio de Janeiro (fig.1). Ela tem uma distribui¢fo geografica restrita ¢ é
pouco conhecida pelos habitantes da regifio, razfio pela qual ndo tem uma denominagio
popular, A brotagio roxa desta planta (fig.2) provou ser toxica para o gado bovino
(MELLO & FERNANDES'",1941) ¢ outras espécies de mamiferos, nas quais produz
uma série de sintomas como a inquietude, tremores ¢ convulsdes (TOKARNIA et al ',
1969; TAVARES et al.'¥, 1974; TOKARNIA et al.'”, 1993). A excessiva mortalidade
do gade bovino da regifio serrana do estado do Rio de Janeiro devido a intoxicacdo com a
P. elegans (MELLO & FERNANDES',1941) ¢ a possivel causa do processo de
extingfio da planta, além do fato dela requerer condigdes ideais para seu crescimento e
nrultiplicacdo. Os sinais da intoxicagfo com a plania sugerem a presenca de  compostos
estimulantes do sistema nervoso central (SNC) (MELLO & FERNANDES™ 1941,
TAVARES et al.'*%, 1974; TOKARNIA et al.', 1993; SCHUTZ et al."*,1996), sendo
que existem muitas evidéncias na literatura de que estes compostos estimulantes melboram
a meméria (SARTER',1991; DA CUNHAZ,1992; IZQUIERDO et al¥,1992;
CASTELLANO et al.”,1993; CRUZMORALES et al.,1993). Em estudos anteriores
realizados em nosso laboratorio foram observados varos desses sintomas em camundongos
intoxicados com o exirato da planta (SCHUTZ et a1.7%,1996). Nestes estudos observou-se
que estes animais apresentaram uma atividade exploratdria em campo aberto reduzida, uma
menor movimentacio espontinea e também catatonia. Quando testados no labirinto em
cruz elevado, os animais que receberam o extrato exploraram menos os bragos abertos do
labirinto. Estes resuitados foram mterpretados como indicativos de um possivel efeito
ansiogénico do extrato, tipico de estimulantes do SNC ou, altemativamente, como um
efeito sedatﬁro (SCHUTZ et al.’”**,1996). E possivel que, dada a natureza complexa do
extrato eié contenha compostos com ambas as atividades farmacolégicas. Estudos
reaiizadosf neste laboratério, demonstraram que 0s animais intoxicados com o extrato da

planta m{_m:em com parada respiratdria e que este efeito letal ¢ atenuado por drogas que
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melhoram a respiraclo, como a teofilina, mas nfo por drogas que antagonizam o efeito
convulsivante do extrato, como as benzodiazepinas {dados nfo publicados). Assim sendo, ¢
provavel que os compostos estimulantes do SNC presentes na planta nfo sejam seus
principais compostos t0Xicos .

KREBS (*1987, #1991) isolou desta planta o glicosideo de iridoide alantoina e os
glicosideos de flavonoides sorbarina ¢ triumbeidina como seus principais constituintes. No
presente trabalho os efeitos farmacologicos destes e de outros compostos, foram estudados,
com um enfoque especial sobre ¢ comportamento e 2 memdria de roedores.

Tendo em vista as investigacdes ja 1reaiizadas com a planta . elegans (Vell)
Kuhlm e as hipéteses suscitadas por elas, o presente trabalho tem por objetivo geral avaliar
os efeitos farmacoldgicos e toxicolégicos gerais do extrato ¢ compostos isolados da P.
elegans, os efeitos comportamentais, especialmente sobre a memdria, além de isolar e
caracterizar quimica e farmacologicamente alguns compostos extraidos, comparando-os

com farmacos estruturalmente relacionados.



Figura 1. Detalhe da planta Pseudocalymma elegans (Vell) Kuhlm, flores e folhas maduras. Distrito de Seropédica,
regifio serrana do Rio de Janeiro, Brasil.
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Figura 2. Detalhe da planta Pseudocalymma elegans (Vell) Kuhlm, folhas jovens (broto roxo). Distrito de Seropédica,
regiio serrana do Rio de Janeiro, Brasil.



REVISAO DA LITERATURA

Esta revisdo da literatura ¢ uma abordagem dos {iltimos 50 anos de producio
cientifica envolvendo aspectos de botdmica, toxicologia e fammacologia da planta
Pseudocalymma elegans (Vell.) Kuhlm, de firmacos que melhoram a meméria além dos
estudos sobre neurobiologia da memoria, que fazem parte dos objetivos deste trabatho, a

fim de fornecer subsidios para analise dos resultados obtidos.

BOTANICA E TOXICOLOGIA E FARMACOLGIA DA PLANTA Pseudocalymma
elegans (VELL.) KUHLM

Pseudocalymma elegans (Vell.) Kuhlm.,, é uma planta toxica encontrada nas
encostas da Serra do Mar, entre Belém ¢ Bonfim, no estado do Rio de Janeiro. Pertence 3
familia Bignoniaceae e j& foi classificada como Adenocalymma elegans Bur, nome
constante hoje em sua sinonimia, e como Pseudocalymma elegans (Bur) Kuhim
(KULHMANNY,1941). O género Pseudocalymma foi criado pelos botanicos J. Geraldo
Kulhmann e A. J. de Sampaio devido as caracteristicas do fruto, que a colocava fora do
genere Adenocalymma no qual havia sido classificada anteriormente. O género
Pseudocalvinmna estd assim descrito; “Facies Adenocalymmae, pollinia granula trifurcaia,
calyce eglanduloses, capsula elongata, plana; ovula2- seriata per loculo, semina alata,
cogtera at Adenocalymma laevigatwm Bwr et Schm in fl. Marti"(MELLO &
FERNANDES',1941).

A espéeie € descrita como uma liana (trepadeira lenhosa, geralmente de tamanho
grande, semelhante a um cipd) nativa da mata atldntica do Rio de Janeiro que conserva
suas folhas verdes e frescas, mesmo no ngor da epoca da seca, quando também ocorre sua
floragfio. Nesta época, na falta de outras espécies, principalmente forrageiras, o gado

bovino encontra nela um alimento atrativo, razdo pela qual ocorrem as mortes dos animais



por intoxicagio (KULHMANN®,1941). O arbusto ¢ constituido de sarmentos vigorosos na
parte superior, brevemente tomentosos, ramos adultos dilatados nos nds ¢ s6 at pilosos,
cilindricos. As folhas, brevemente pecioladas, conjugadas, terminam por uma gavinha
simples com que se fixa a outras plantas. Peciolo com 10 a 12 mm de compnmento,
robusto, achatado na face mferior, tomentoso, com tamanho semelhante ao peciolo com
canaliculo da face anterior. A ldmina foliolar apresenta variagbes de comprimento (12 a 13,
10al5cm)elargura (6 a7, 5 a 7,5 cm), pouco acima do meio, oblonga ou oval oblonga
terminada em acumem obtuso ¢ guarnecida de um mucron, obtusa ou subcordata na base,
glabérrima em ambas as faces. Os nervos laterais, oo aproximados na base, sdo
prominuios na face anterior ¢ concrescidos com 08 nervos iransversais, na posterior,
formando reticulo proeminente. No dngulo das nervuras da face posterior com domacias
brevemente pilosas, coriacea, concolor, as folhas simulam estfpulas com 5 a 6 mm de
comprimento sfo falsiformes, rigido-coriaceas (MELLO & FERNANDES'™,1941). As
folhas maduras s3o coridceas; as jovens sfio roxas ¢ posteriormente verdes, tenras, ¢ que
provavelmente as tornam apetitosas para o gado bovino. S0 exatamente estas brotagles
roxas que se apresentam mais toxicas ao animais (TOKARNIA et al.'*,1969).

Ramos florescentes com 35 ¢m de comprimento ¢ na base 5 mm de didmetro
revestidos de indumentos de pelos simples formados de poucas células, de cor parda-
escura; adultos revestidos de casca acastanhada ou cinamdnea e cobertos de lenticulos mais
claros nos de maior revestimento ¢ glandulosos. Inflorescéncia em panicula lateral
subcorimbosa menor que as folhas, raquis do racimo subtomentoso com 8-10 cm de
comprimento; bracteas e bractéolas mal atingindo 1 mm de comprimento, brevemente oval
triangudares € pouco pilosas, de coloragio parda ferruginea: flores pediceladas , pedicelos
com 5-10 mm de comprimento. Célice tubuloso fendido em um ou outro ponto, truncado
com 5 denticulos mal atingido 0,5 cm de comprimento inserido abaixo da margem ou
bordo, principalmente piloso no apice com escassas giandulas e escamas; quando seco
rubescente e€scuro, sub-coriaceo, com 1,3 a 1,5 ¢m de comprimento. Corola toda amarela
afunilada insensivelmente afinando-se em tubo basilar de 5 a 5,5 cm de comprimento,
segmentos subtomentosos, abaixo da insercdo dos estames densamente pilosos com 1,7 a

1,8 cm de comprimento, Estames salientes, sub iguais, inseridos 9-10 mm acima da base do



tubo, 0s menores com 3,2-3,5 om e o maiores com 3,7-3,9 cm, estaminédio com 3-4 mm de
comprimente, Disco brevissimo de aproximadamente 0,5 mm de altura: ovério sub
quadrangular glabro, seco negro com 3 a 3,5 mm de comprimento (MELLO &
FERNANDES®,1941). A flor da especie € decorativa, sendo notavel o contraste entre o
calice purpurescente e a corola em tom amarelo alaranjado, com estames fortemente
salientes da corola (KULHMANN™,1941).

O fruto ¢ linear, muito longo e achatado ¢ a semente ¢ envolta em uma asa
membranacea. Foram os elementos decisivos na inclusiio do novo género Pseudocalymma.
As dimensdes, aproximadas, do fruto sfo: 30-60 cm de comprimento por 2-3 de largura ¢
3-10 mm de espessura; as sementes tém 6-7 cm de comprimento, 1,5-2 cm de largura ¢ 12-
30 mm de espessura (KULHMANN®,1941),

A toxicidade da Planta P. elegans foi verificada primeiramente por MELLO &
FERNANDES™ em 1941, que observaram a ocorréncia de 6bitos de bovinos na regidio de
Vassouras, R}. Estes pesquisadores notaram os sinais de intoxicaciio em bois, cobaios e
coelhos nas doses entre 0,8 a 1 gkg do macerado da planta ¢ os seguintes sinais que
antecediam & morte: olhos angustiantes, anorexia, andar cambaleante, paraplegia,
convulsbes violentas € morte sibita. A toxicidade desta planta para o gado bovino foi
demonstrada também por TOKARNIA et al.'*® em 1969. Estes autores observaram os
seguintes sinais adicionais da intoxicagfo: andar duro com os membros posteriores abertos
¢ instabilidade (o animal caia em posi¢io esternal com os membros esticados para fras,
convulsfio iniciada com barutho ou exercicios leves, opistdtono, othos virados, nistagmo,
taquicardia, respiraco irregular e fezes ressequidas. Os exames histopatologicos revelaram
as alteragdes leves e inconsistentes: degeneragfo vacuolar das células epiteliais dos tabulos
uriniferos contornados distais, vacuolizagdo do parénguima hepatico, pequenas areas de
degeneragfic vacuolar ¢ hialina incipientes e pequenos infiltrados linfo-histiocitarios no
miocardio, congestio ¢ edema das memnges. A planta apresentou-se toxica também para
coethos, com predomindncia de taquipneia, € também em cobaios, com tremores
musculares, movimentos de pedalagem e excitagfio para todos os amimais. Nos achados de
necropsia do cobaios, as tmcas lesbes constantes foram peguenas hemorragias

pulmonares, intra-alveolares (TAVARES et al'®,1974). Em caprinos também foi



verificada a toxicidade da planta, sendo os animais jovens mais sensiveis e desenvolvendo
os sinais de intoxicacdo e morte apos exercicio. Os achados de necropsia foram poucos €
inconsistentes, semelhantes aos observadas em bovinos (TOKARNIA et a1.'%,1993). Os
sinais gerais de intoxicagiio observados com a planta foram: dispnéia, instabilidade,
reluténcia para andar, decibito lateral, excitagfio, tremores musculares, movimentos de
pedalagem e morte (TOKARNIA et al."®,1969;1993; TAVARES et al."*’1974). Foi
verificado também que a planta € toxica tanto no estado fresco quanto dessecada, sendo
que esta Gltima, pode ser mantida armazenada pelo periodo de seis anos sem perder
significativamente suas caracteristicas téxicas (TAVARES et al.**1974),

Outras propriedades farmacolégicas do extrato da planta P. elegans sdo
relativamente desconhecidas, pois nos Gltimos vinte anos ndo foram encontradas demais
publicagdes desta planta,

Segundo pesquisa realizada na literatura , o Unico autor que antecedeu a este
trabalho e se ocupou do isolamento dos compostos presentes nesta planta foi KREBS™
(1987) que isolou a alantoina, o glicosideo de indoide lamiide e os flavonédides sorbarina
mivmboidina do extrato metandlico, como os principals compostos presentes na planta P.
elegans. Posteriormente o mesmo autor isolou um novo iridoide glicosideo,
pseudocalymmosideo, lamiide e durantosideo 11 também do extrato metandlico (KREBS®,
1991).

A escutelareina, aglicona da sorbarina (Krebs®,1 987), tem sido encontrada também
em muitas plantas (GIL et aL%1994; SANZ et.al'”,1994), ¢ apresenta algumas
propriedades semelhantes 4 cafeina, ou seja, antagoniza competitivamente receptores A,
da adenosina (JT et al. 7,1996; KARTON et al.”’,1996; HASRAT et al.¥,1997) ¢, em
altas doses, inibe a enzima fosfodiesterase, além de imbir também a atividade da xantina
oxidase (SANZ et.al™,1994) e da fosfolipase A2, apresentando potente efeito
antiinflamatério (GIL et al. *,1994),

A alantoina, 5-ureido-hidantoina, ricamente enconirada em plantas (PARK ei
al'’®1990; NAZARIO & LOVATT'™,1993; WU et al'®,1994; RAJAVELU et
al."**,1994) acha-se presente também no liquido alantdico, na urina do feto e outros locais
(STEDMAN D.M. "*,1979). E o produto de oxidagiie do 4cido trico e produto final do
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metabolismo da purina em animais, exceto nos primatas (STEDMAN D.M. *,1979),

Usada topicamente para promover a  oicatrizagio (STEDMAN D.M. '*,1979) ¢
encontrada em muitos cosméticos (GEISE et al.*’,1994),

DROGAS QUE PODEM MELHORAR A MEMORIA

Existem evid@ncias na lrteratura de drogas com agdes excitatérias sobre o SNC que
podem melhorar a meméria (YONKOV & ROUSSINOV'¥,1983; YONKOQV'®,1985;
SARTER'¥,1991; DA CUNHAZ,1992; 1IZQUIERDO et al.”’,1992; CASTELLANO et
al.*,1993; CRUZMORALES et al.’%,1993) porém, como estimulantes, também podem
propiciar o aparecimento de convulsdes (MELDRUM,'™1995; BLOOM, 1996;
MELLO et al."”1986; TURSKI et al.,"1983a.; **1983b.; 5'1984; 21985). Convulstes
sdo alterages transitonas do comportamento devido a ativacio desordenada, sincronica e
ritmada de populagBes de neurdnios cerebrais (McNAMARA”,1996).

Muitas drogas convulsivantes amam como antagomistas de receptores
GABAérgicos. O GABA (4cido y-aminobutirico) ¢ o principal neurotransmissor inibitorio
no SNC. (BLOOM'™,1996). No neocértex, hipocampo ¢ outras estruturas limbicas e
também na medula espinhal existe uma alta densidade de receptores para ¢ GABA. Os
neurdnios GABAérgicos, em sua maioria interneurdnios, formam nestas estruturas uma
rede que exerce um efeito ténico inibitério sobre a atividade cerebral. O bloqueio deste
sistema pode ser 4 génese de muitas crises convulsivas (MELDRUM,'™1995), sendo que
também pode promover uma facilitagio da meméria (IZQUIERDO et al¥, 1992) A
bicuculina, a picrotoxina e o pentilenotetrazol sfo drogas que imbem as sinapses
GABAérgicas. A primeira, ¢ antagonista competitivo do receptor GABA, . A segunda € wmn
antagonista ndo-competitivo do mesmo receptor ligando-se ao seu canal de CI” de forma
direta ou em um sitio préximo a ele (BLOOM,™ 1996). O pentilenotetrazol também tem

sen mecanistno de acgfo convulsiva relacionade a wma interagdo com sinapses
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GABAérgicas, ¢ tem sido usado como um modelo de crise convulsiva em festes onde se
avalia o potencial de drogas anticonvulsivantes para bloquear as crises por ele induzidas
(MELLO et al.’"”1986). A bicuculina e a picrotoxina injetadas nos ventriculos cercbrais
ou na amigdala s3o bons modelos de epilepsia de longa duracfio, causando, no entanto,
dano cerebral (TURSKL'™ et al.1985). Estas drogas quando administradas, apds o treino
em tarefas de habituacBo, em estruturas cerebrais como hipocampo, amigdala e septo
medial produzem uma facilitagio da memoria, sugerindo uma interferéncia no mecanismo

de consolidagio (IZQUIERDO et al.*”, 1992).

Qutras drogas convuisivantes atuam sobre sinapses glutamatérgicas. O glutamato e
¢ aspartato sfo os principais neurotransmissores excitatorios do SNC. O glutamato atua
sobre receptores ionotropicos (canals idnicos operados por ligantes) e metabotrOpicos
(receptores ligados a proteina G} Os receptores glutamatérgicos ionotropicos sdo
classificados em receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), receptores AMPA (4cido
propidnico o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol) e receptores para cainato (BLOOM,Y
1996). A capacidade do glutamato e seus andlogos em produzir convulsfes quando injetado
no neocortex ou em nicleos subcorticais foi descrito por Hayashi (MELDRUM, *°1995).
Lucas & Newhouse (MELLO et aL.'"?1986) verificaram também que Lojecdo sistémica de
agonistas de receptores ionotropicos do glutamato podem causar degeneracdio neuronal, um
fendmeno conhecido como excitotoxicidade (OLNEY et al, 1972 in MELLO et
al.’1986). O 4cido cafnico, quando administrado intra-ventricularmente, produz uma crise
comportamental, acompanhada por um padrio de alteragles eletroencefalograficas
semethante ao da epilepsia do lobo temporal. O 4cido iboténico é um outro agonista de
receptores  glutamatérgicos ionotropicos, porém produz lesGes mais discretas ¢
circunscritas, comparadas as lesdes produzidas com o acido cainico (MELLO et
2L.""71986). IZQUIERDO et al.™ (1992) observaram que a administragfio intrahipocampal
de glutamato, na tarefa de esquiva melhora a memoria, 20 passo gue o antagonisia do
receptor NMDA, APS tem efeito amnésico.

A administragBo de altas doses de acetilcolina na regifio cortical do cérebro causa
um auwmento da excitabilidade newronal que pode produzir convulsSes. A micromjeclio

local de colinomiméticos na amigdala ou hipocampo, ou sistémica de pilocarpma, pode
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promover desordens convulsivas ¢ amplas lesSes cerebrais. As crises produzidas por altas
doses sistémicas de pilocarpina fot adotado como um modelo de crise do lobo temporal,
sendo wm dos poucos modelos de epilepsia que mimetiza o aspecto recorrente das crises
(TURSKI et al,'*® 1983a.; "™1983b.; *1984). Evidéncias recentes indicam que os
recepiores muscarinicos colinérgicos, juntamenic com oulros ja mencionados,
glutamatérgico (NMDA) e GABAérgico {GABA-A), ¢ ainda os beta noradrenérgicos |, da
amigdala, septo medial e hipocampo estiio envolvidos na consolidagfo da memoria. Os
dots primeiros relacionados com eventos excitatorios inerentes a formacgio da memaria e 0s
{Htimos como moduladores do processo, sendo o GABA-A através da inibic3o e labilidade
no processo de consolidagio (IZQUIERDO™,1992). A oxotremornina, um agonista
colinérgico muscarimico, quando administrada por via intrahipocampal, apresenta efeitos
benéficos sobre a memoria, J4 o antagonista muscarinico escopolamina causa amnésia
(IZQUIERDO et.al.”,1992). E crescente o estudo da funglo cognitiva dos agonistas
colinérgicos (SARTER & BRUNO',1997), bem como o seu uso em deméncias, como no
caso da doenca de Alzheimer (WEINSTOCK,'*1995).

A adenosina um nuocleotideo purinérgico , além de suas fungdes periféricas, estd
presente em varias dreas do SNC. Sua familia de receptores, divide-se em quatro subtipos,
com base nas a¢les agonistas da adenosina. Os receptores A; ¢ A, sfo antagonizados pelas
xantinas, enquanto que as A; e Ay nio o siio (CAVALHEIRO et al.®, 1987, BLOOM,"
1996). Os receptores A; e A; intbem a ademilato ciclase, ao passo que os A, promovem a
sua ativagio. Os receptores A; (largamente distribuidos no SNC) ainda ativam os canais de
K", inibem os canais de Ca™" ¢ podem aumentar ou diminuir 2 atividade da fosfolipase C
(LINDEN®,1994). A teofilina, uma das metilxantinas antagonistas do receptor
adenosinérgico A; € A; € capaz de produzir convulsdes em pessoas que a usam Como
broncodilatadora (HOWELL et al.>5,1997). A agdio depressora central da adenosina tem
sido wverificada, tanto com a administracBo central como sisifmica. Estudos
eletrofisiolégicos mostram que as céhiulas do hipocampo sdo particularmente sensiveis a
esta aciio depressora da adenosina ¢ de seus analogos tendo sido proposta como um agente
antiepiléptico endégeno (CAVALHEIRO et al®, 1987). Os agonistas seletivos do
receptor A tem sido propostos para o tratamento de derrames ¢ 1squemias cercbrais, pois
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diminuem a lesfio das regifes do hipocampo, cortex ¢ estriade (VON LUBITZ et
al.**" 1996b).

Outra metilxantina antagonista dos receptores adenosinérgicos ¢ a cafeina. Ela estd
presente em mutas bebidas comuns ¢ é a droga psicoestimulante mais consumida no
mundo (HOWELL et al.,>°1997). Juntamente com os efeitos estimulantes da cafeina no
coragdo e aparelho respiratério, ela produz numerosos efeitos estimulantes sobre o
comportamento, Fla possui uma fraca propriedade de reforgo que induz a auto-
administracdo tanto em humanos como em primatas ndo humanos (GRIFFITHS &
WOODSONSI,IQSS). Doses moderadas de cafeina induzem efeitos comportamentais que
sugerem a estimulagdo do SNC, porém, doses altas podem suprimir atividade
comportamental (GLOWA & SPEALMANY,1994, HOWELL et aL.%,1997, KATZ &
GOLDBERG”,1987, SPEALMAN'*,1988). Existem muitos casos relatados na literatura
mostrando que a cafeina pode melhorar a amnésia em humanos, principalmente nos casos
relacionados com a idade, (RTIEDEL & JOLLES'?,1996), induzida pela escopolamina
(RIEDEL et al.'7,1995), ¢ na terapia eletroconvulsiva (CALEVY,1994, POLLINA &
CALEVm,ISiS"?). Muitos destes estudos com humanos nfio sdo especificos para questdes
de meméria (CALEV',1994, LINDE®,1994, SMITH et al.",1994, WARBURTON'®,
1998) ¢ as interpretacdes dos resultados pode ser dificultada pela duvida da interferéncia
do habito prévie de consumo de cafeina ou pela heterogeneidade das amostras. O estudo
com animais, entretanto, pode contribuir para aclarar a efetividade da cafeina como uma
droga gue melhora a memona e 0 mecanismo pelo qual ela interfere nos processos de
memoria. No entanto, uma revisio cuidadosa destes trabalhos mostra que existem
controversias a este respeito. Enquanto muitos estudos sobre a cafeina sugerem uma
methora da aprendizagem e meméria tanto em modelos animais (ANGELUCCI et al.’,
1998; CESTARI & CASTELLANO®, 1996; FLOOD et al. ¥, 1978; FLEXNER &
FLEXNER",1975; HOWELL et al®, 1997; MOLINENGO et al'%,1995;
ROUSSINOV & YONKOV,'”,1976; VALZELLI et al'%1986; YONKOV &
ROUSSINOV',1983) como em humanos (CALEVY, 1994; POLLINA & CALEV'#
1997; RIEDEL et al.'”, 1995; RIEDEL & JOLLES'%,1996), outros estudos reportam
que a cafeina nfo afeta a memoria (LOKE et aL”, 1985; LOKE™,1988; FURUSAWA®,
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1991; HUDZIK & WENGERSG, 1993; SMITH et al.'*®, 1994) ou até mesmo a prejudica
(BARTUS', 1979; IZQUIERDO et al%, 1979; ERIKSON et al.”, 1985; TERRY &
PHIFER'",1986; KANT'™, 1993; SANSONE et al.'™, 1994; PAN'", 1995; FISHER et
al.™, 1997), Em muitas destas pesquisas o efeito da cafeina sobre a memoria nfic € o
objetivo principal mas uma observagfio em paralelo juntamente com oufros itens.

Alguns autores explicam o efeito da cafeina sobre a memoria pela hiberagio de
acetilcolina no hipocampo causado pelo antagonismo da cafeina sobre os receptores
adenosinérgicos A; (ROUSSINOV & YONKOV'™,1976; CARTER et al”,1995;). O
decréscimo da acetilcolina no hipocampo ¢ areas cerebrais relacionadas tem sido ha muito
tempo invocado para explicar o prejuizo da memoria na doenga de Alzheimer na idade
senil (SCHELTENS & VAN GOOL™, 1997). Mais recentemente alguns autores tém
contestado a participagio da acetilcolina nos processsos de memoria argumentando que
toxinas especificas que lesam neurdnios colinérgicos cercbrais nfio prejudicam a meméria
em muifas tarefas animais (EVERITT & ROBBINS,™ 1997).

NEUROBIOLOGIA DA MEMORIA

Muitas das caracteristicas da planta P. elegans descritas acima spgerem, para
estudiosos da memoria, que ¢la possui compostos que, como a maioria dos estimulantes do
SNC conbhecidos, podem melthorar 2 memoéria de mamiferos (SAR’I‘ER”“,I?QI; DA
CUNHA et al”,1992; IZQUIERDO et al™,1992; CASTELLANO et al’,1993;
CRUZMORALES et al.?%,1993). Memoria ¢ uma das caracteristicas findamentais dos
seres vivos, F a habilidade de adguirir, reter e evocar conhecimentos adquiridos pelas
experiéneia. A palavra memdria estd intimamente ligada ao termo aprendizagem, a etapa
da interag#io do sujeito com a situagio comportamental da gual ele extrai informagdes para
o estabelecimento da meméria (TOMAZ,'1993).

Apds o grande avango da ciéncia na descoberta do mecanismo da transmissio da
informagiio genética, esperava-se que a elucidagfio dos processos de memoria fossem

gstabelecidos da mesma maneira, ou sgja, fosse codificada por dcidos nucléicos
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(SQUIRE*",1987). Apés muita polémica sobre o tema, voltou-se ao pensamento dos
neurofisiologistas de que a memdria estaria codificada pelo padrio de conexdes entre os
neurdnios (sinapses), tendo como base a “plasticidade neural” (WANG et al.'®,1997).
Muitos modelos de memoria que tém como base a plasticidade neuronal sdio
possiveis. Um deles, o das redes neurais, afirma que a conexfio entre os neurdnios forma
uma rede plastica onde a plasticidade de suas conecgdes (sinapses) lhe confere a
capacidade de armazenar memoria de forma duradoura, sem necessidade de que novas
sinapses sejam destruidas ou geradas (FUSTER®, 1997). Este modelo, proposto
inicialmente pelos fisicos, encontrou seu embasamento biologico no fendmeno da
potenciacdo de longa duragBo (“lomg-ferm potentiation™ LTP), uma propriedade das
sinapses descoberta por eletrofisidlogos e neuroquimicos segundo a qual a intensidade de
transmissdo de wm sinal por uma sinapse se¢ torna potencializada em funcdo de uma
ativagio  intensa (tetfnica) daquela sinapse (SQUIRE™.,1987; BLISS &
DOLPH]N’,1984). Um fenémeno semethante, a depressdo de longa duragfo (“long-ferm
depression” - 1,TD) estabelece que uma sinapse ativada com uma fregiiéneia muito baixa
permanece deprimida, ou seja, com a sua capacidade de transmitir um estimulo diminuida,
por um longo perfodo de tempo. Vérios pesquisadores demonstraram que existe uma
grande coincidéncia entre o efeito de drogas que estimulam ou inibemz a LTP ou LTD em
estudos eletrofisiologicos ¢ seus efeitos facilitadores ou inibidores sobre a meméria em
animais e sujeitos humanos (SQUIRE',1987;IZQUIERDOY 1994; IZQUIERDO &
MEDINA®, 1995; WANG et al'®,1997). Entre estes trabalhos, IZQUIERDO &
MEDINA®, (1997) realizaram estudos sistematicos sobre o efeito de drogas, que afetam os
mecanismos sindpticos que sustentam a L'TP, quando administradas logo apés o treino de
ratos na tarefa de esquiva inibitdria (passiva). Eles concluiram gue tal como seria esperado
caso a LTP estivesse sustentando as memonas formadas neste aprendizado, primeiramente
ocorre uma ativagio dos receptores glutamatérgicos, seguidos de alteragbes de segundos
mensageiros ¢ eventos bioquimicos, como o aumento das atividade das proteinas cinases A,
C, G e I cilcio-calmodulina-dependente em estruturas limbicas destes animais. Apds,
ocorrem mudangas nas subunidades de receptores glutamatérgicos, alterando suas
propriedades de ligacdo aos neurotransmissores ¢ também um aumento na expressdo de
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fatores de tramscrigiio. Logo apds o treino estes fatores sdo regulados por mecanismos
hormonais e neuro-humorais relacionados com o estado de alerta, ansiedade ¢ estresse,
modulagdo esta, mediada localmente por sinapses GABAérgicas, colinérgicas e
noradrenérgicas e por mensageiros refrogrados da LTP tais como o dxido nitrico, o
monoxido de carbono e o fator ativador de plaquetas (PAF). A modulagiio tardia, 3-6 h
apés o treino, € regulada por vias relacionadas ao humor ¢ ao afeto, envolvendo receptores
dopaminérgicos D;, B adrenérgicos e serotonérgicos SHTIA (IZQUIERDO &
MEDINA®, 1997). Além disso, a LTP partitha de muitas propriedades da meméria: rapida
indugfo, grande labilidade no perfodo de induclo, estimulo especifica, manutengdo por
longo periodo na auséneia de estimulaglo e rapida evocagio,

Estas evidéncias a favor do envolvimento da I.TP na formac¢io de memorias nio
excluem, entretanto, outros mecanismos propostos para a formacgio e/ou estabelecimento
da memoria. Acredita-se também, que além das alteragdes funcionais nas sinapses,
ocorram também alteracBes estruturais que suportam o processo de armazenamento da
meméria (SQUIRE™,1987; AGRANOFF,1989). Estes processos envolvem a expressio
génica com sintese de proteinas relevantes que irfo resultar em alteragtes morfologicas,
como aumento na densidade de “spines”, no nimero de sinapses e vesiculas sinapticas
{ROSE'™ 1991; BAUNDRY & LYNCH',1984).

O processo da formacio de memoria, do ponto de vista fisioldgico e farmacoldgico,
pode ser dividido em etapas distintas conhecidas como agquisicdo, conselidacdo e
evocagdo. Este processo inicia-se com a agquisicdo da mformacio que chega aos sistemas
sensoriais (visual, tatil, auditivo, olfativo e gustativo) sob a forma de estimulos. Uma vez
elaboradas estas informacles sdo processadas em paralele formando vérios registros de
memoria de duracio diferente: memorias de curta duragdo ( “short-term memory” - STM) ¢
memorias de longa duragdo ( “Jong-term memory” « LTM)} (JZQUIERDO et al. “,1998).
As primeiras sio 1abeis, icbnicas e de capacidade limitada. Um exemplo de memoria de
curta duragiio € a memonia operacional formada, por exemplo, para armazenar um nimero
de telefone que se v8, se disca e depois se esquece (BADLEY in SQUIRE et al'¥ 1993),
As segundas, s#io mais estaveis, duradouras ¢ podem ser evocadas a qualquer momernto, por
estimulos a ela relacionados, aqueles gerados durante a situaciio de aprendizagem
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(TOMAZ™",1993; JAMES"™ 1890). Ha necessidade destas memorias de longa duragdo,
que nfio sdo estaveis desde o momento em que sfo geradas, passarem por um processo de
consolidagdo. Nele ocorrem varos processos bioquimicos, nas sinapses, que resultam em
uma selecdo das informacles que serfio armazenadas de forma duradoura ¢ também na
exclusdo ou enfraquecimento de mformagdes consideradas nfo relevantes. Os processos
bioquimicos e fisiologicos que sustentam a modulagio das memorias em fase de
consolidagio sdo sensiveis a quase todos os hormdnios € neurotransmissores que sinalizam
o estado fisiologico e mental do individuo. Por esta razio, nesta fase da formagio das
memorias, €las podem ser moduladas por drogas que se ligam a estes receptores hormonais
ou neurorreceptores, bem como por experiéncias cognitivas ¢ emocionais as quais o sujetto
estiver submetido (IZQUIERDO et al*,1998; IZQUIERDO & MEDINA,”,1993,
%.1997). Uma vez que uma informagio estd armazenada em um dos tipos de memoria, ela
pode ocorrer a sua evecagdoe por estimulos semelhantes aos vivenciades pelo sujeito
durante a aquisiglo, A expressdo da evocago da memoria pode se dar de forma explicita
ou consciente, ou de forma implicita ou inconsciente, as quais podem ser comunicadas a
outros individuos através de um comportamento (falar, gesticular, fazer, etc.) (MILNER,
et al.'"’, 1998).

A modulagdo da memoria através de injegbes de drogas no periodo pds-treino € um
fendmeno que tem sido muito estudado (IZQUIERDO,*,1992; IZQUIERDO et
al.”,1992; *1998; IZQUIERDO & MEDINA,”,1993; ©1995; %1997). Por interferirem
com 0s neurotransmissores centrais (IZQUIERDO,*,1994) ou com horménios periféricos,
porém de a¢les centrais (MCGAUGH et al.”® 1984; IZQUIERDO,®,1989; IZQUIERDO
et al,*1988) estas drogas moduladoras tém sido usadas como ferramentas para a
descoberta dos mecanismos neuro-humorais ¢ enddcrinos participantes da consolidagio da
memoria. Um exemplo disto € que memorias formadas durante situagdes de estresse
moderado podem ser evocadas com maior facilidade do que aguelas consolidadas em
situagiio de indiferenga ou mesmo sonoléncia (MCGAUGH et al.™®,1984). Além de
drogas, alguns tratamentos podem induzir a liberago de neurotransmissores € hormonios
que interferem com a consolidac@o da memoria. O choque eletroconvulsive foi o primeiro

tratamento descrito com a propriedade de perturbar o armazemamento de memdorias
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recentemente  adquiridas  (IZQUIERDO,”,1989; MCGAUGH et al*,1984)
Postentormente, foi verificado que este choque induz a liberagdo central de B-endorfina
{CARRASCO et al. °,1982b). Com a injeciio de f-endorfina intragerebral, ou opidides
sistemicamente, no periodo pds-treino, obtém-se uma amnésia, ao passo que o naloxone,
um  gantagonista  opidide tem  efeito  facilitador  (IZQUIERDO®,1979;
IZQUIERDO®,1989) ¢ anula o efeito amnésico do choque (CARRASCO et al. ¥,1982a).

Nem serapre wma amnésia € uma perda definitiva de informacio (meméria)
(IZQUIERDO™,1989). No caso a B-endorfina ela estaria atuando como uma informacio
adicional as memorias em fase de consolidagio. A futura evocagfo seria facilitada pela
reapresentacio de parte do contexto no qual elas foram formadas (IZQUIERDO™,1989;
IZQUIERDO et al.w,l-QSS). Haveria a necessidade de um “estado neuro-humoral” durante
o perfodo da evocagiio semelhante ao da consolidag8o, fendmeno conhecido como de
dependéncia de estado AZQUIERDO%,1989; ©1992; 1ZQUIERDO et al.*%,1988).

A consolidagio das memorias é coordenada inicialmente pelo hipocampo sendo que
a dependéncia de uma estrutura cerebral coordenadora deste processo migra posteriormente
para o cgrtex entorrinal €, em alguns fipos de memorias estudadas, migra posteriormente
para ¢ cortex parietal (IZQUIERDO et al.”,1997). Para alguns autores, estas estruturas
cerebrais fariam o processo de coordenar o armazenamento € a reconstituigio de tragos de
memoria envolvendo mais de uma modalidade de informagBo sensorial, cognitiva e
emocional, que seriam armazenados em diferentes partes do cortex cerebral (SQUIRE et
al.'#1993). |

A LTM ¢ classificada em varios tipos de memorias, denominadas muitas vezes com
termos diferentes, porém com significado até certo ponto equivalentes. A memoéria
declarativa, também chamada explicita e relacional € aquela que depende da integridade do
hipocampo € esiruturas anatomicamente relacionadas ao lébulo temporal médio e
diencéfalo (SQUIRE & ZOLA MORGAN,1991 in SQUIRE et al.' 1993). Ela ¢ rdpida,
niem sempre fidedigna e flexivel (acessivel a miltiplos sistemas de resposta). De acordo
com TULVING (1983, 1991) in TOMAZ'™,1993, a meméria espisodica e a seméntica
sdio dois tipos de memoria declarativa. A primeira refere-se a memoria autobiografica, e a

segunda a0 conhecimento geral sobre 0 munde. A memoria nfio-declarativa, implicita on
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procedural ¢ definida como uma colegiio de habilidades (BUTTERS et al 1990 in
SQUIRE et al'® 1993), independente das estruturas do lobo medial-temporal e
diencefilicas. Ao contrario da memoria declarativa, ela ¢ lenta, fidedigna ¢ inflexivel
(SQUIRE et al'®, 1993). Neste tipo de memdria estfio incluidas as habilidades e os
habitos. As habilidades sfo os procedimentos (motores, perceptuais € cognitivos) para
operar no mundo ¢ os habitos sdo disposigdes ¢ tendéncias, especificas para uma série de
estimuos que guiam o comportamento. Além destes, estfo relacionados a memoria néo-
declarativa o condicionamento cldssico Pavloviano e o “priming”. Fot verificado por
CAUL et al. %, 1969 ¢ SOLOMON & MOORE,1975 gue animais com a remogio
completa do hipocampo apresentam aprendizado condicionado simples da musculatura

ke d

esquelética ou respostas autondmicas. O “priming” refere-se & facilidade para detectar ou
identificar estimulos de percepglo ou "dicas” baseando-se em expenénclas recentes com
eles. Um exemplo desta modalidade de memoria ¢ a lembranga da palavia MEMORIA
quando sfo apresentadas as suas quairo primeiras letras.

Muitas das teorias vigentes sobre ¢s processos de formacgdo e evocagdo de
memonias, bem como sobre as estruturas cerebrais envolvidas, foram desenvolvidos a partir
de estudos com pacientes amnésicos. Amnésia ¢ a incapacidade parcial ou total de reter
¢/ou evocar mformagdes. Em muitos casos, pacientes que sofreram uma lesdio cercbral
parcial desenvolveram um tfipo de amnésia que afetava apenas as memorias para
acontecimentos ocorridos pouco anies da lesdo. Eles se tomaram incapazes de formar
novas memorias de longa duragfio para a maioria das informagbes. Desenvolviam uma
amnésia aaterograda indicando que as estruturas afetadas nfio eram os sitios de
armgzenamento da meméria mas, provavelmente, aquelas envolvidas na consolidagio da
mesma. Existem também casos de amnésia retrégrada onde os pacientes sfo incapazes de
recordar os acontecimentos ocorridos antes do estabelecimento do distirbio, sendo também
denominada de distirbio de evocagio (TOMAZ'™,1993). Um caso de amnésia muito
estudado € o do paciente HM. que sofreu uma cirurgia para deter ataques epileptiformes
generalizados, que ndo cediam com medicagio. HM. sofreu uma ressecgio cirurgica
bilateral da regifo medial temporal do cérebro, incluindo o ¢cortex entorrinal, o hipocampo

¢ 0 complexo amigdaléide. Outros casos de intervengbes cirtrgicas ou outros distlirbios na
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regido medial temporal em humanos ou de lesdes produzidas em animais de laboratdrio,
produziram as evidéncias mais fories da participagio desta regiio na consolidagio da
memoria (MILNER et ai.m,1998). () paciente R.B., que se tornou amnésico apds uma
isquemia da regiio CAl do hipocampo, ajudou a confirmar que esta estrutura & necessaria
para a formaglio de novas memorias. Porém R.B. apresentava menor amnésia que HM.
presumindo-se o envolvimento de outras estruturas neste processo (SQUIRE et.al™,
1987). MISHIN', (1978) apos varias pesquisas com primatas, reproduzindo amnésia
semelhantes a observadas em humanos, postulou a necessidade conjunta do hipocampo e
amigdala para formaglio de novas memorias. SQUIRE & ZOLA-MORGAN (1991) (in
SQUIRE et al.'™® 1993) ¢ ZOLA-MORGAN et al'™ (1986) também concluiram,
trabalhando com primatas, que a amigdala por si nfio é necessaria para a consolidagfo, mas
sim o hipocampo (especialmente a regiio CAl) e as regifes corticais relacionadas
anatomicamenie com o hipocampo {(cortex parahipocampal, entorrinal ¢ perirrinal).
Estudos neuroanatomicos mostram que a malor parte das vias de conexdo entre o
hipecampo ¢ outras regides corticais envolvem sinapses que apresentam, também,
conexdes diretas com a amigdala € indiretas com o septo. IZQUEERDO et al. ¥ (1992),
em frabalho com microinjegdes de drogas amnésicas em estruturas cerebrais de ratos,
demonstraram que ¢ cortex entorrinal ¢ importante para uma fase posterior da
consolidagdo, enquanto o hipocampo, amigdala e oufras regifes limbicas (como o septo
medial) atuam em uma etapa imicial da consolidagfo. Quando drogas amnésicas sio
administradas na amigdala ou hipocampo de animais imediatamente apds o treino, eles se
tornam amnésicos em relagfo a tarefa, acontecendo o mesmo com injegdo destas drogas no
cOrtex entorrinal entre 90-180 min. pds-treino, mas ndo imediatamente apos o treino, Os
autores acreditam que estas estruturas cerebrais s3o responsdveis pelo processamento da
informacdo a ser armazenada na forma de LTM em efapas sucessivas,

A participagdo do septo medial e principalmente da amigdala nos processos de
armazenamento da memdoria continna sendo pm tema controverso. O consenso entre a
maior parte dos pesquisadores € de que a amigdala nfio ¢ propriamente um centro de
armazenamento de memoria, ou, em outras palavras, ela niio faria parte do circuito de

conecgdes sinapticas criticos para 0 armazenamento de memdrias. Ela tenia, por outro lado,
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um papel modulador sobre o hipocampo, sendo ativada quando as situagbes de
aprendizagem envolvessem aspectos emocionais tais como recompensas € punigdes,
especialmente quando ha um forte componente alertante ou aversive (CAHILL &
MCGAUGH™ 1990; MCGAUGH, et al.”,1997). Outros autores atribuem a ela um papet
importante no parcamento de estimulos relacionados a reforgo ou punigiio durante um

condicionamento, (DAVIS, '* 1994).



PROPOSICOES

Considerando a falta de informacgfio sobre a farmacologia e toxicologia da
planta Pseudocalymma elegans propomos efetuar o “screening” farmacoldgico geral e das

aches centrais do extrato da planta e de compostos isolados.

Considerando que a planta apresenta efestios toxicos descritos porém sem
experimentos que esclaregam por quals mecanismos centrais a planta induz convulsoes,
propomos estudar os efeitos farmacoldgicos de extratos e compostos isolados da planta

Pseudocalymma elegans.

Considerando que muitos agentes estimulantes do SNC podem afetar a
consolidagio da memoria e que a planta apresenta sinais de estimulacfio em vanas espeécies
animais, o presente trabalho tem como proposigio, estudar o extrato e compostos isolados
da planta Pseudocalymma elegans sobre a memdria, bem como isolar e estudar novos

COmMpOstos.



MATERIAIS E METODOS

COLETA DE MATERIAL BOTANICO

As brotagBes roxas da planta toxica Pseudocalymma elegans (Vell) Kuhlim foram
coletadas proximo a cidade de Itaguai , distrito de Seropédica, regido serrana do Rio de
Janeiro, no periodo de agosto a outubro de 1994 a 1998. O material foi coletado
anualmente pelos veterinarios da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e Embrapa
- Saude Animal, respectivamente, Dr . Carlos H. Tokamia e Dr. Jargen Ddobereiner. A
classificagfio botdnica da referida planta, assim como suas exsicatas, foram feitas pelo
botdnico Dr. J. Geraldo Kuhlmann,

PREPARACAO DE EXTRATOS

O material botanico foi seco em estufa a 40-45° C com aeraciio e moido em moinho

de Wiley com matha 60 ¢ acondicionado convenientemente (TAVARES et.al.'*,1974),
EXTRACAQ FRACIONADA COM SOLVENTES

O p6 da planta foi submetido a uma exiracdio fracionada com solventes de
polaridade crescente: bexana, acetato de etila, metanol € dgua. Todos os reagentes usados
nos ensaios farmacologicos, fitoquimicos ¢ quimicos possuiam grau analitico. Cento ¢
frinta gramas de planta moida ¢ seca foi extraida com 1000 mi de cada solvente sob
agitagio com barra magnética por 12 h. Apos este periodo realizou-se a filtrag@o a vacuo
com papel de filiro ¢ funil de Biichner e a seguir foi feita a eliminagio do etanol em
evaporador rotativo (Suprilab Mod 8VA 810 ). Apds a extracio com cada solvente, o pd da
planta foi seco & temperatura ambiente e repetiu-se o processo descrifo anteriormente com
o solvente seguinte. Estes extratos foram utilizados para rastrear a atividade farmacolégica
da planta.



EXTRATO BRUTO I: EXTRACAQ HIDROALCOOLICA (30:70)

Acrescentou-se 800 ml de dgua destilada e 0 mesmo volume de etanol a 200 g da
planta moida e seca. A mistura foi fervida em banho-maria por 15 min. Agregou-se mais
&00 ml de etanol ¢ procedeu-se a agitagfio com barra magnética por 12 h. Apos este periodo
realizou-se a filtragio a vécuo como descrito acima. Este extrato foi utilizado para o

fracionamento em silica gel. (Técnica de MATOS%,IS)SS modificada (vide Anexo 1)).

EXTRATO BRUTO I

O extrato bruto | foi dissolvido em 200 mi de 4gua destilada e os compostos mais
apolares foram removidos por particiio em funil de decantagfio com éter de petrdleo {200
ml, repetido por 5 vezes), seguido por partigdo com éter dietilico petréleo (200 ml, repetido
por § vezes). Posteriormente a fragio aquosa foi evaporada em rota-vapor, o extrato foi
diluido com KOH 1,0 M ¢ o pH foi ajustado para 7,0 com HCL Com este extrato foram
feitos os testes farmacolégicos. (Técnica de MATOS”,1988 modificada (vide Anexo 2).

FRACIONAMENTO EM COLUNA DE SILICA-GEL

Dez gramas do extrato bruto I foi dissolvido em 10 mi de agua:etancl (70:30) ¢
aplicado em uma coluna (30x4cm) de silica-gel (Merck 60 HR ART.7744) com saida
conectada & um sistema de vacno. A coluna foi eluida seqiiencialmente com 50 ml da
seguintes misturas de acetato de etilametanol: 100:0; 95:5; 90:10; 80:20; 70:30; 60:40;
50:50; 0:100. Ao final, esta coluna foi eluida ainda com 50 ml de 4agua (vide tab, 02)
Cada frag3o foi evaporada em rota-vapor, conforme descrito anteriormente ¢ dissolvida em
Alkamuls EL-620 (Rhone-Poulenc), 20 % v/v em solugfo salina 0,9% p/v, tamponada com
fosfato de sédio 10 mM, pH 7,3 (VON LUBITZ et al.'®,1996a}. As fragbes foram
denominadas por B, C,D.E.F,G,HI e J, respectivamente. A fragfo B, foi eluida com acetato
de etila, sendo esta a mais apolar, ¢ a fracdo J, mais polar, eluida com agua
(MATOS™,1988).
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FILTRACAO EM GEL DE SEPHADEX LH-206

Um extrato com compostos com polaridade préxima a da fragfio J foi obtido com a
particio do extrato bruto I com butanol (200 ml, repetido por 5 vezes). Nove gramas deste
extrato, dissolvido em 9 ml de dgua foi aplicado em uma coluna (30x3,5cm) de Sephadex
LH-20 (Pharmacia Biotech), eluida com 300 mi de dgua, segmdo por um gradiente linear
de agua:etanol (50 ml ; 50ml) e 300 ml etanol com um fluxo de 7 mi/min. Foram coletadas
fracOes de 10 ml no coletor de fragdes (Incibras - FRACSIL - 100). O volume de vazio ,
determinado previamente pela eluigiio de azul de dextrana (Sigma) foi de 100 ml A
eluicio do material foi monitorada pela Ay o (U/V Visible Spectrophotometer -
Ultrospec 2000 - Pharmacia Biotech), e as fragdes correspondentes aos picos foram
agrupadas, identificadas como J-I a J-XV, respectivamente, ¢ concentrados por lofilizagio
{Liofilizador VIRTIS - Research Equipament -Gardiner, New York ) ou evaporagio em
rota-vapor. A fragio J-1II foi posteriormente recromatografada em coluna (100 x 2 cm) de
Sephadex LH-20, eluida com 300 ml de 4gua destilada, com um fluxe de 7 mi/min. Foram
coletadas fragdes de 7 ml. O volume de vazio desta cohuna foi estimado em 40 ml. Para
administracdo nos animais as fragbes aquosas foram dissolvidas em solugfo salina 0,9 %
(MATOS™,1988).

ANALISES FITOQUIMICAS

As andlises fitoquimicas (MOREIRA,'"1979 modificado por NAKASHIMA,
21993) foram realizadas com o pé da planta Pseudocalymma elegans (Vell) Kuhtm na
forma de extrato etandlico 20%, extrato aquoso20% e com a fraciio aquosa purificada J-IIL
Os extratos foram feitos através do método de maceragdo, chegando ao volume de 150 ml.

Apos a obtengfo dos referidos extratos e da fraglio purificada foram observados ¢
determinadas a cor, odor, sabor ¢ pH (NAKAS 1121993).
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PETERMINACAO DE pH

O pH das amostras foi determinado potenciometricamente com aparelho pHmetro

{Cole Parmer, Microcomputer pH -vision, Model 05669-20).

PESQUISA DE GLICOSIDEOS FLAVONICOS

Uma amostra de 15 ml do extrato etandlico 20 % foi transferida para um tubo de
ensaio, ¢ foram adicionados 5 ml de éter de petrdleo e agitado. Apods ficar em repouso, foi
separada a camada etérea com auxilio de uma pipeta. A solucfio restante for extraida por 3
vezes com 5 mi de cloroformio para a remogdio da clorofila. A solugiio aquosa restante foi
evaporada até a secura. O restduo fol removido com 5 ml de metanol ¢ utilizado como
amostra nos seguintes festes:

A 2 ml da solugfio foi adicionado 50 mg de limatha de Mg + 0,5 ml de HC! fumegante. O
aparecimento de coloragio résea a vermelho indica reagfio positiva,

Uma amostra de 1 ml da solugo foi evaporada até a secura em tubo de ensaio. Ao
residuo foram adicionadas 5 gotas de acetona e 30 mg de uma mistura de acido borico +
acido oxdlico (1/1) que foi submetida a agitacio e evaporada a secura em banho-maria. Ao
residuo foram adicionados 5 ml de éter etflico e a mistura foi submetida a agitag3o. A
soluglo etérea foi examinada sob a luz U.V. O aparecimento de fluorescéneia indica reagiio

positiva pars a presenca de glicosideos flavonicos.

PESQUISA DE ESTEROIDES E/OU TRITERPENOS

O volume de 20 ml do extrato etandlico 20 % foi evaporado a secura. O residuo
foi dissolvido com 5 ml de clorofdrmio, filtrade e o volume completado para 5 mi.

Em trés tubos de ensaio foram colocados respectivamente 0,1 ml, 0,25 mi e 0,5 mi
da solucfio acima e completado o volume para 2 ml com cloroférmio. Foi adicionado
{(lentamente) Imi de 4cido sulfiirico concentrado em cada tubo. A formag#o da coloragio

rosa escuro ou azul esverdeado indica a presenca de esteroides insaturados.
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PESQUISA DE ALCALOIDES

Uma aliquota de 20 m} do extrato etandlico 20%  fot evaporada até a secura € o
residuo tratado com gotas de NH,OH (até pH 8-10), sendo entdo adicionado 1,0 ml de dgua
destilada. A solugdo foi agitada com 10 mli de cloroformio. A camada cloroférmica foi
transvasada para um tubo de ensaio ¢ agitada juntamente com 10 ml de uma solugfo
aquosa de HCI 1%. A solugfio acida foi separada com o auxilio de uma pipeta.

Os seguintes testes foram realizados com os reativos, abaixo relacionados, em 5
tubos de ensaio contendo 1 mli da soluglo dcida:

Tubol -~ foram adicionadas 3 a S gotas do reative de Mayer. A formacfio de
precipitado branco indica a presenca de alcaloides.

Tubo 2 - foram adicionadas 3 gotas do reativo de Dragendorf, de acordo com
MUNIER et al."'(1952). A formacio de precipitado alaranjado indica a presenga de
alcalbides.

Tubo 3 - foram adicionadas 3 gotas do reativo de Bertrand. A formacgio de
precipitado branco indica a presenga de alcalgides.

Tubo 4 - foram adicionadas 3 gotas do reativo de Bouchardat. A formacglo de
precipitado vermetho tijolo (alaranjado) indica a presenca de alcaldides.

Tubo 5 - foi usado como tubo de comparagio em caso de reagdio positiva. Foi
adicionada a solugdo etandlica de dcido fartdrico (5%), gota a gota. A dissolugdo do

precipitado confirma a reacfo positiva para alcaléides.
PESQUISA DE AMINOGRUPOS

Foi concentrada uma aliquota de 10 ml do extrato etanélico 20% em rota-vapor.
Com este extrato foram efetuadas duas manchas em uma cromatoplaca. Sobre uma das
tnanchas foi gotejado o reativo de Ninhidrina segundo FAHMY et al.>(1961). O

desenvolvimento de coloragio réseo-violdceo indica a presenga de aminogrupos.
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PESQUISA DE GLICOSIDEOS ANTRAQUINONICOS

O volume de 50 mi do extrato etandlico 29% foi transferido para um balfo de
refluxo ¢ adicionado 5 ml da solugdo aguosa de H,80, 10 %. O balio foi acoplado a um
condensador ¢ levado a refluxo por 30 min., logo apos foi filtrado, ainda quente, em papel
de filtro. Foram adicionados 30 ml de 4gua destilada e a mistura foi transferida para um
funil de separacfio e extraida por 3 vezes com 3 mi de CH,CL,. A camada orginica foi
concentrada em rota-vapor at¢ 5 ml e transferida para um tubo de ensaio, onde foi efetuada
a reagdio de Bomirdegger com a adigio de 5 ml de NH;OH SR . Apds agitagio lenta
observou-se a reagic. O aparecimento de coloracdo rosea indica a presenga de

antraquinonas.

PESQUISA DE CUMARINAS

0O volume de 30 ml do extrato etandlico 20% foi transferido para um becker ¢
foram adicionados 5 mi de HCl 1 N. O volume foi reduzido para 10 ml em rota-vapor.
Foram adicionados 5 ml de 4gua destilada e a mistura foi extraida 5 vezes em funil de
separacdo com éter dietilico. O volume foi novamente reduzido para 5 mi, em rota-vapor.

Em uma tira de papel de filtro, foram demarcados 3 pontos com grafite e colocado
em cada ponto uma gota do extrato ei€reo concentrado. Apos a secagem foi adicionada 1
gota de NaOH 10% sobre a mancha 1 e 2. A mancha de nimero 1 foi coberta com uma
moeda e foi observado o desenvolvimenio de fluorescéncia na mancha 2, exposta &
radiacio UV. O aparecimento de fluorescéncia na mancha 2 indica a presenga de cumarina.

O restante do extrato etéreo foi transferido para um tubo de ensaio ¢ foram
adicionados 2 ml de NH,OH concentrado. Apds agitagfo foi observada a fluorescéneia em
UV, ondas longas (365 nm) . O aparecimento de fluorescéncia amarelo esverdeado indica

reagfio posifiva.

PESQUISA DE GLICOSIDEOS ANTOCIANICOS
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Foram transferidas 3 porgdes de 5 ml do extrato aquoso 20% para 3 tubos de
£nsalo.
Tubol - foi acidificado com HCI N ou H,SO, N ( pH 1)
Tubo2 - foi alcalimzado com NH40H { pH 10).
Tubo3 - foi neutralizado (pH7).
{0 aparecimento de coloragio vermelha no tubol, de azul no tubo 2 e violacea no tubo 3

indicam reagfo posttiva para glicosideos antocidnicos.
PESQUISA DE GLICOSIDEOS SAPONINICOS

Os 3 tubos de ensaio anteriores foram agitados vigorosamente por 1 minuto, A
espuma formada foi medida ¢ os tubos foram deixados em repouso por 30 min. A presenga

de espuma persistente indica a presenga de glicosideos saponinicos.
PESQUISA DE GLICOSIDEOS CIANOGENETICOS

G volume de 5 mi do extrato aquoso 20% foi transferido para um tubo de ensaio,
sem contudo umedecer as paredes do tubo ¢ foi acrescentado 1 mi da solugio de H;S80, 1,0
N. Uma tira de papel picro-sodico , foi suspenso no tubo de ensaio com a ajuda de uma
rolha de cortiga, sem tocar no extrato aquoso. O tubo foi levado a rota-vapor a 60°C por 30
min. A coloragio avermelhada no papel, indica a presenga de glicosideos cianogenéticos,

pela formagdo de isopurpurato de sodio.
PESQUISA DE TANINOS

a) Reacdes com sais de ferro:

1. Reagfo com FeCly 1% - uma amostra de 5 mi do extrato aquoso 20% foi
transferida para um fubo de ensaio e adicionado 3 a 5 gotas de Fe(Cl; 1%. O
desenvolvimento da coloragio azul, ou verde, ou a mistura de cores, ou 2

precipitacfio de compostos indicam a presenca de taninos.
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2. Reagdo com NHFe(SO,), - uma amostra de 5 ml do extrato aquoso 20
% foi transferida para um tubo de ensaio ¢ foram adicionadas 3 a 5 gotas de
sulfato de ferro amoniacal. O desenvolvimento de coloragdo ou a precipitacio

indica & presenga de taninos.

b} Reacfio com solugfo de gelatina 2,5% em NaCl 0.9%:

Em 3 tubos de ensaio foram transferidos respectivamente: 0.5 ml, 1 ml e 2 mi do
extrato aquoso 20%. A cada tubo foram adicionados 2 ml da solugdio de gelatina 2,5%
(p/v). A obtenglio de precipitado indica a presenga de taninos.

¢) Reagdo com sais de Chumbo:
Uma amostra de 5 ml do extrato aquoso 20% foi transferida para um tubo de ensaio
¢ foram adicionados 5 ml de acido acético (10%) ¢ 5 ml de soluco de acetato de chumbe

(10%), gota & gota. A formac8o de precipitado indica a presenca de taminos.

d) Reaclo de formol-cloridrico (Reagfo de Stanishy)

Uma amostra de 50 ml do extrato aquose 20% foi transferida para um baldo de 100
ml ¢ foram adicionados 6 ml de formaldeido e 4 ml de HCl concentrado. O baldo foi
acoplade a um condensador com bolas de vidro, levado a refluxo por 1 hora e, apds o
esfriamento, a solugdo concentrada foi filtrada. O filtrado foi reservado .

O residuo, do papel de filtro, foi lavado com EtOH 70% (v/v) ¢ sobre ela foi
gotejada uma solugdo aquosa de NaOH (5%). O desenvolvimento de coloragho esverdeada
indica a presenga de taninos condensados.

Ao filtrado foi adicionado acetato de sédioc em excesso e gotas da solugio aquosa de
FeCl3 1%. O desenvolvimento de coloracBio azul, indica a presenga de taninos

hidrolisdveis.
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PESQUISA DE AMINOGRUPOS

Uma amostra de 20 ml do extrato aquoso2(% foi concentrado em rota-vapor (60°C)
até chegar o volume de 5 ml. Em seguida, o concentrado foi depositado em tira de papel de
filtro {comum), em dois pontos determinados, 5 gotas do extrato concentrado em cada
ponto. Apos secagem do papel foi nebulizado com Ninhidrina (FAHMY et al.’® 1961),
aquecido em estufa a 100°C por 15 min. O aparecimento de colorago rosea ou azul-

violacea indica a presenca de amino grupos.
PESQUISA DE ACIDOS FIXOS

Uma amostra de 50 ml de exirato aquoso 20% foi transferida para um balfo, ao
qual foram adicionados 5 ml de NaOH 1.0 N. O baldo foi acoplado ao condensador de
bolas de vidro ¢ levado a refluxo durante 30 min. Apés o esfriamento foi adicionado H,SO,
1,0 N gota a gota, aé a acidificagio, a mistura foi extraida 3 vezes com 10 ml éter. Os
extratos etéreos foram reunidos, sendo a mustura tratada com carvio ativado, filtrada ¢
evaporada em rota-vapor. Os residuos foram aquecidos em estufa a 100°C. Apos esfriar,
foram adicionados 5 ml de solugio aquosa de NH'OH 1 N e a mistura foi filtrada. Trés
gotas do extrato amoniacal foram transferidas para papel de filtro, em dois pontos
previamente determinados, obtendo-se uma mancha de I cm de difmetro. Apds a secagem
por 10 min. em estufa a 100°C, a mancha foi tratada com reagente de Nessler. O

desenvolvimento de coloragiio marrom indica a presenga de acidos fixos.
PESQUISA DE ACIDOS VOLATEIS
Uma amostra de 5 ml de extrato aquoso 20% foi transferida para um tubo de ensaio

e foi adicionado a ela 1 ml de solugfio aquosa de H,S0; 1,0 N. Uma tira de papel indicador
de pH, foi suspensa no tubo de ensaio, sem tocar no extrato aquoso. O tubo foi levado a
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banho-maria a 60°C por 30 min. A mudanca na coloracio do papel foi observada para

indicagfio de acidos volateis.
ANALISES QUIMICAS

CROMATOGRAFIA DE  CAMADA  DELGADA EM  SiLICA
(MONODIMENCIONAL)

As cromatografias de camada delgada em silica foram realizadas com amostras do
extrato bruto Y e das fragbes B, C, D, E ,F, G, H, e alJ Amostras de 2 ul foram
aplicadas com capilar de vidro sobre a placa de silica (Cromatofolhas Merck , AL Silicagel
60 ART 5553,7 x 7 cm) e cluidas com cloroférmio:metanol (7:3), Amostras de sorbarina ¢
escutelareina foram colocadas como padrio ¢ usadas como marcadores. O tempo medio de
eluigio foi de 5 min. As placas foram posteriormente reveladas com acido sulfirico a
quente (MATOS™,1988),

CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA EM CELULOSE
(BIDIMENCIONAL)

A Cromatografia bidimensional foi realizada em cromatoplaca Marca Merck Art.
5552 , com espessura de 0,1 mm. Na primeira dimensfo foi utilizado como fase movel a
mistura butanol:acido acético:agua (80:20:20); na segunda dimensdo a fase mdével utilizada
foi cloroférmio:metanol:hidroxido de amdnio { 40:20:20 ). Foi aplicada uma amostra de 8
mg da fragdo JIII em 2 pl de 4gua destilada. As eluigbes foram feitas em cuba retangular
niio saturada, com desenvolvimento de 8,5 cm e o procedimento durou em torno de 24
horas. Posteriormente a placa foi revelada com ninhidrina (FAHMY et aL™ ,1961).
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ESPECTRODE UV

O espectro de ultravioleta da fragio J-III foi tragado a partir de valores de
absorbincia na faixa de 190 a 900 nm, com intervales de 10 nm (U/V Visible
Spectrophotometer - Ultrospec 2000 - Pharmacia Biotech). As amostras foram diluidas de

forma que as leituras estivessem no intervalo de 0,2 2 0,7.

TESTE PARA CARBOIDRATOS (FENOL-SULFURICO)

A 0,5 ml da fracio J-1II (80 ul/ml) ou padrdo {glucose 20,40,60,80 ¢ 100 ul/ml) on
branco (dgua destilada) juntou-se 0.5 mi de fenol a 5% e 2,5 ml de H,S0,, procedeu-se
agitacio em vortex (Genie 2 - Scientific Industries) e apds 20 min. foi realizada leitura em
triplicata, no espectrofotémetro Ayg nm (U/V Visible Spectrophotometer - Ultrospec 2000
- Pharmacia Biotech). A coloragio amarela indica a presenga de aglicares.(DUBOAIS,™
1956).

TESTES TOXICOLOGICOS E COMPORTAMENTAIS

ANIMAIS

Nos experimentos com administragdo estereotaxica de drogas para estudo da
memoéria, bem como no labirinto aquitico de Morris, foram utilizados 250 ratos Wistar,
machos, adultos, com peso entre 250 2 310 g, de Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Parani Os animais foram mantidos em caixas plasticas (5
animais por caixa) (60 x 25 x 15 c¢m ), com o assoalho coberto com maravalha, sob
temperatura constante { 22 + 3°C ). O ciclo claro/escuro foi mantido em 12/12 k, sendo as
tuzes acesas as 7:00 h. A 4gua e a rag8o balanceada foram administradas ad libitum.

Nos demais experimentos foram usados 1050 camundongos Swiss, adultos, machos,

com peso entre 18 a 23 g também provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias
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Biologicas da Universidade Federal do Parana. Os animais (15 por caixa ) foram mantidos

sob as mesmas condigles descritas anteriormente.
VIAS DE ADMINISTRACAO
INTRAPERITONEAL (i.p.)

Na grande maioria dos experimentos (com excegfo nos experimentos com
administragiio estereotdxica de drogas e nos testes preliminares de foxicologia) os animais
receberam as substincias pela via ip., ou seja , no terge inferior da linha mediana da

parede abdominal (CARLINI *%,1973).
ORAL (v.0.)

Nos testes toxicologicos preliminares os camundongos receberam o extrato brute I
por via oral, através de sonda, pelo método de gavagem. O volume maximo administrado
foi de 0,50 ml. Os animais ficaram em jejum ¢ sem 4gua 12 horas antes da administracio
do extrato por esta via (VALLE™,1955),

INTRAHIPOCAMPAL (i.h)

Os ratos que realizaram as tarefas de esquiva ativa de duas vias e habituacgiio a um
ambiente novo, receberam o0s compostos 1solados da planta P. elegans: sorbarina,
triumbeidina, alantoina e veiculo através da via intrahipocampal (DA CUNHAY, 1992),

ApGs anestesia geral com tionembutal (30 mg/kg, 1.p.) os ratos foram imobilizados
em estereotaxico (David Kopf Instruments , USA), e tiveram o crinio dissecado e
perfurado com broca ¢ duas cinulas de ago inoxidavel (0,7 X 8 mm , 27-gauge),
implantadas e fixadas com acrilico de auto-polimerizagdo. As coordenadas estereotaxicas
para a implantagio de cdnulas bilaterais no hipocampo foram obtidas do Atas de
PAXINOS & WATSON'Y (1986) ¢ adaptadas ao tamanho e formato dos ratos. As
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coordenadas foram as seguintes ;: AP: - 4,2 mm do bregma ; ML: + 3,0 mm da linha média ;
DV: - 1,1 mm da duramater ; barra nasal: alinhada com a linha interaural . As agulhas para
as microinjecdes (Gengibras), estendiam-se 1,0 mm além da ponta dorsal das canulas
implantadas no hipocampo . A agulha era conectada a um tubo de polietileno igado a uma
microseringa (Hamilton 10 ul), carregada com o farmaco a ser injetado.

Apos a cirurgia os animais eram deixados sob uma ldmpada vermelha de 40 W até
despertarem da anestesia e depois reconduzidos ao biotério. Os animais foram submetidos
aos testes comportamentais 5 a 10 dias apds a cimrgia.

Apoés os testes comportamentais os anumais eram decapitados € seus cérebros
fixados em formol 2 % (p/v) € cortados em micrdtomo com criostato € corados com violeta
de cresila. A venificagio histoldgica era realizada para a comprovacdo do acerfto das

coordenadas estereotaxiacas de acordo com PAXINOS & WATSON' (1986).
ESQUEMA DE ADMINISTRACAO DE DROGAS
A tabela 1 detalha a admimstragio das drogas ¢ veiculos utilizados em todo o trabalho,

especificando a dose e a via de administragiio correspondente, bem como o teste ¢ espécie

ammal.
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Tabela i: Esquema de administraciio de drogas.

Testes Animais Drogas e Veiculos Doses Vias
Dlsgy Camundongos | Extrato bruto I1 0,6: 1,0, 1.4; 1.p.
Veiculo 1,618, 2;¢e
*DMSO 209(vv) em | 3g/kg
NaCl 0,09%(p/v)
DPLsg Camundongos | Extrato bruto II 3,5 -9g/kg V.0.
Veiculo *
DL Camundongos | Alantoina 10;20;30.40e |1Lp.
Salina 60mg/kg
Dlsg Camundongos | Fracdo J-1II 150;300e 500 | ip.
Salina mg/kg
Hipocratico de Camundongos | Extrato bruto I 0,45, 0,90; 1,35; | 1.p.
Irwin Salina e 1,80g/kg
Hipocratico de Camundongos | Alantoina 10;20;,30;40¢e | ip.
Irwin Salina 60me/kg
Hipocratico de Camundongos | Fracéo J-III 150; 300 e 500 | 1.p.
Irwin Salina mgkg
Comportamentais: | Camundongos | Exirato bruto I lgikg Lp.
#Campo aberto, Veiculo *
labirinto em cruz,
at. Locomotora
espontines,
ténus muscar,
Comportamentais: | Camundongos | Alantoina 4 mg/kg Lp.
# Triumboidina
catatonia Sorbarina
Veiculo *
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...continuagio Tabela i: Esquema de administraciio de drogas.

Meméria: {Camundongos | Extrato bruto II 0,6g/kg Lp.
Habituagdo Veiculo * pos-treino
Habituagio Camundongos | Alantoina 20; 40 e 60 1.p. 30 min
Salina mg/kg pre-ireino
Habituagio Ratos Alantoina Tug/lado ih.
Triumboidina hipocampo pos-treino
Sorbarina
Veiculo *
Habituagio Camundongos | Cafeina 3,10, 30 ¢ 100 | ip.
Salina mg/kg pos-treino
Habituagfo Camundongos | Cafeina 30 mg/kg Lp.
Salina pré-treino
Esquiva Imbitoria | Camundongos | Extrato bruto IT 0,6 e 1,2¢/kg LP.
Salina pos-treino
Esguiva Inibitéria | Camundongos | Fragdo J-II1 0,05; 0,1; 0,3 e ip.
Salina 1,0 mg/ke pds-treino
Esquiva Intbitéria | Camundongos | Cafeina 1, 3, 10, 30 e ip. 30min
Salina 100 mg/kg pré-treimno,
pos-treino,
pré-teste,
pré-treino
/pré-teste.
Esquiva Ativa de | Ratos Alantoina Tug/lado ih
duas vias Sorbarina hipocampo pos-treino
Veiculo *
Labirinto Aquatico | Ratos Cafeina 03, 3, 10, 30;1p
de Morris Salina mg/kg pré-treino,
pés-treino,
pré-teste.
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TESTES GERAIS E TOXICOLOGICOS

DETERMINACAO DA DOSE LETAL MEDIANA (DLsg}

A dose letal mediana foi realizada pela verificagdo do namero de camundongos
mortos apos administragdo i.p. de vérias doses do extrato bruto II , alantoina e fracio J-1ll e
do calculo desta porcentagem para cada dose. Para a determinagio da DL, do extrato bruto
1 também fof utilizada a via oral tal como descrito acima. Os animais foram observados
por 48 h. Os dados foram analisados estatisticamente através do log da dose e probitos
(CARLINI',1973).

TESTE HIPOCRATICO DE MALONE

Os camundongos receberam vérias doses dos farmacos em estudo por via ip. e
foram observados coletivamente, em intervalos de 5, 10, 15,30 ¢ 60 min.ede 2,4,6 €24 h
,no 2%, 4%, 7° e 14° dia . Todas as fragdes e extratos da planta P. elegans foram testados
através deste protocolo. Os animais , devidamente identificados através de codigos (teste
cego), eram colocados sobre uma mesa ¢ observados. Todos 0s resultades eram anotados
em uma iabela, para facilitar a avaliacfio, mesmo os negativos. Os animais mortos pela
acdo da substincia eram necropsiados imediatamente. A causa da morte) e as
anormalidades  verificadas macroscopicamente foram  anotadas (MALONE E
ROBICHAUD, 1962 (vide Anexo 3).

TESTE HIPOCRATICO DE IRWIN
Os camundongos foram divididos aleatoriamente em grupos, sendo 10 animais por
grupo, identificados através de codigos (teste cego), e receberam varias doses dos farmacos

, por via 1.p. Logo ap6s o fratamento os animais foram submetidos a uma bateria de testes
{teste de IRWINY,1968) com durag3o de 5 min, repetidos a cada 30 min por até 150 min.
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Os animais foram ainda observados por 14 dias para acompanhamento da ocorréneia de
mortes. A bateria de testes realizada, 5{} no total, envolven observagies comportamentais,

neurologicas, autondmicas e de toxicidade, conforme tabelas 7 a 9.0s testes foram

realizados no periodo da manhd ¢ & tarde, sendo que as diferengas devidas ao periodo do

dia foram também anotadas (vide Anexo4).
AVALIACAO DE SINERGISMO _—

As fragdes que ndo causaram efeito exc;itatério maximo (B-J} foram adicionadas em

conjunto, na mesma proporgdo que apareceram q'o extrato para avaliagfo de sinergismo
|

entre os compostos. As observagdes foram realizadas de acorde com o protocolo de

Malone descrito acima (MALONE E ROBICHAUD™, 1962).

TESTES COMPORTAMENTAIS
COMPORTAMENTO EM CAMPO ABEKTO

Neste teste permitia-se que cada camundongo, 30 min. apés o tratamento,
explorasse liviemente um campo aberto por cinco minutos. O campo aberio consistia de
uma arena redonda (100cm de didmetro), pintada de branco ¢ dividida em 19 quadrantes
separados por marcas de dois circulos concéntricos e linhas dividindo os espagos entre os
circulos. Essa arena estava limitada por paredes brancas de 40cm de altura. Todo o aparato
era coberto por uma cortina e iluminado com quatro ldmpadas de 60 W. Durante a sessfio
de cbservaglio era ligado wum gerador de ruido branco (40 dB). Dois observadores
registravam a freqiiéncia de cruzamentos pelas marcas do campo, do comportamento
exploratorio de levantar (“rearing”™) , tempo de auto-limpeza (“grooming™) , tempo que o
animal permanecia imovel (“freezing”™) €, no final da sessfio, o namero de bolos fecais
deixados pelo animal (LYNCH & BAUNDRY,”1984).
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LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Este teste foi adaptado para camundongos por LISTERY(1987) que o validou
como um teste sensivel a droge ansioliticas e ansiogénicas. Os animais eram observados
individualmente por 3 min, 35 min ap6s o tratamento, em um labirinto com dois bragos
opostos sem paredes laterais (30x5cm), chamados de bragos abertos ¢ por outros dois
bragos fechados (30x5x15cm). O labiniato ficava em uma sala iluminada por um &mpada
vermelha, suspenso 40 cm do solo. Durante o teste anotava-se o tempo de permanéneia € o

namero de entradas nos bragos abertos, fechados € no compartimento central do labirinto.
MOVIMENTACAO ESPONTANEA

Para o teste de movimentacio espontdnea, apds 40 min do tratamento com a
administragio de substincias ativas, camundongos eram colocados individualmente na
caixa de movimentagio espontinea por 5 minutos, sendo sua atividade motora registrada
automaticamente toda vez que o animal passava pelos feixes de luz. O aparelho para o
referido teste, consistia de uma caixa de aluminio (50x22x23 cm) com o chiio em bamas
metalicas e gue possui trés feixes de luz apontados para células fotoelétricas distribuidas ao
longo da parede de fundo (LYNCH & BAUNDRY”,1984).

TONUS MUSCULAR

Para o teste de tonus muscular camundongos eram colocados , individualmente,
dependurados pelas patas em um arame esticado ( 45 min. apés o tratamento) ¢ 0 tempo de
permanéncia no arame antes que o animal caisse era anotado (PORSOLT et al'>,1993

CATATONIA

No teste de catatonia camundongos, apds 50 min. do tratamento, eram colocados

com as patas dianteiras sobre uma barra situada 4,5 cm acima do plano em que deveriam
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ficar assentados sobre 0s membros posteriores. O tempo de permanéncia nesta posigio era
anotado. Repetia-se mais duas vezes o processo. O maior terapo obtido nas trés tentativas €

considerado como o desempenho do animal (LYNCH & BAUNDRY”',1984).

TESTES DE MEMORIA
HABITUACAO

Neste teste foram utilizados camundongos que eram colocados, individualmente, no
aparato de movimentagio espontinea, idéntico ao descrito anteriormente, para que
explorasse livremente o aparelho por 5 min, O teste também foi realizado com ratos, neste
caso em uma caixa nfo automatizada (50x40x60 cm) com o assoalho quadriculado (3
listras horizontais e 3 verticais). Sua atividade motora era registrada automaticamente
atraves de células fotoelétricas . Em todas as sessées de treino e teste os animais recebiam
o tratamento 30 min antes ou 30 min. apds o teste. O intervalo entre as sessdes de treino €
teste for de 24 h. Durante as sessfes as freqiiéncias de cruzamentos € levantar eram
anotadas. A habituagdo ao aparato era estimada pela redugo no nimero de cruzamentos ¢

levantar entre as sessdes de treino e teste. (NETTO et al.ml986).
ESQUIVA INIBITORIA

Neste teste foram utilizados camundongos treinados em uma caixa automatizada
(Gemini Avoidance System , San Diego Instruments, USA ) 23 X 50 X 23 cm, construida
em acrilico de cor preta , com face frontal de acrilico transparente , dividida em dois
compartimentos um claro ¢ um escuro. O piso da caixa € formado por uma série de bamras
de ago inoxidavel com calibre de 5 mm espagadas de 15 em 15 mm . Na sessdo de treino os
camundongos foram colocados no compartimento claro ¢ a laténcia de entrada no
compartimento escuro foi anotada . O tempo maximo esperado para que o animal entrasse

no compartimento escuro foi 30 s. Se ¢ animal ultrapassasse este tempo era descartado .
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Ao entrar no compartimento escuro ¢le recebia um chogue nas patas de 0,25 mA por 3 s
sendo entdo retirado do aparetho . Na sessio do teste, 48 horas apds o treino, 0 animal era
reconduzido a caixa de condicionamento como  anteriormente e anotada a laténeia de
entrada no compartimento escuro. A laténcia na sessio de teste foi tomada como medida de
retengio (memoria). Este procedimento foi adaptado de JARVICK & KOPP™%(1967), A
administrag@o de drogas variou de acordo com o experimento, sendo em alguns casos 30
min. antes do treino, imediatamente apds o treine , 30 min. antes do teste ou ainda 30 min.

antes do treino e também 30 min. antes do teste,

ESQUIVA ATIVA DE DUAS VIAS

Neste experimento foram utilizados ratos que foram freinados em uma caixa
automatizada (Gemini Avoidance System , San Diego Instruments , USA) com as mesmas
caracteristicas da caixa de esquiva inibitéria descrita anteriormente . No teto de cada um
dos lados hd uma campainha que emitia uma série de 30 tons de 1,5 KHz , 60 dB durante
10 seg com intervalos aleatdrios de 10-50 seg entre ¢ inicio do soar de uma campainha ¢
outra. Na sessdo de treino ¢ animal era colocado na caixa de condicionamento €, apos um
periodo de habituago de 3 min. comegava a soar a campainha . Cada tom era seguido por
um choque na patas de 0,5 mA por até 5 seg. (acompanhado da campainha), com varredura
de 60 hz , caso o animal nfio cruzasse para o outro lado da caixa . O choque e 0 som eram
mantidos até a emisso da resposta de cruzamento . Para evitar o choque o animal deveria
emitir a resposta de esquiva (cruzamento) nos primeiros 5 seg. em que soava a campainha.
A sessfio de teste, 24 horas apds o treino, era igual a sessfo de treino com excegio do
tempo de habituagiio , que era de 1 min. O desempenho dos animais (nimero de esquivas
a0 chogue ¢ laténeia de fuga ao choque) nas sessdes de treino era tomada como medida de
aquisi¢do e o desempenho dos animais na sessio de teste era tomada como medida de
retencgdo {memoria). As drogas foram administradas logo apds o treino (CARRASCO et
al."”,1982).
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LABIRINTO AQUATICO ESPACIAL DE MORRIS

Neste teste ratos foram treinados em um labirinto aquatico de Morris gue consiste
em uma piscina circular (170 em de didmetro, 70 cm de profundidade) com &gua a uma
temperatura constante de 26°C e uma plataforma transparente, invisivel para o animal,
submersa a 2 cm, localizada no centro de um dos quadrantes da piscina. Este método avalia
a memoria espacial através de indicios fora do aparato. (MORRIS et al. ™,1992). A sessdo
de treino consistia em 6 tentativas de nadar até a plataforma, onde o animal era colocado
na agua, voltado para a parede da piscina, liberado aleatoriamente de pontos de partida
diferentes {Norte, Sul, Leste, Oeste). Quando o animal nfo conseguia achar a plataforma
em até 120 s, ele era conduzido gentilmente pelo experimentador até a mesma,
permanecendo ali por 10 5. Em cada prova o animal foi colocado no tangue em um
quadrante diferente. Nos intervalos entre as tentativas o animal foi mantido por 20 seg em
uma caixa plastica, fora da piscina. Na sess3o de teste o animal foi submetido a trés
tentativas semelhantes ao treino. As sessOes foram filmadas e posteriormente fol
determinado tempo de laténcia da chegada a plataforma, a distdncia percorrida para achar a
plataforma ¢ a velocidade de natagiio. A memoria € usualmente demonstrada pelo
decréscimo do tempo de laténcia entre as sessOes, pela menor distdncia percormrida ¢ pela
permanéncia de um maior tempo no quadrante da plataforma. Os animais receberam
tratamento: solucio de cafeina (RBI Research Biochemicals Incorporated} ou veiculo em
trés esquemas diferentes: 30 min. antes do fremno; imediatamente apos o treino ou 30 min.
antes do teste.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram classificados em paramétricos ou no paramétricos de acordo com
a sua distribuicio (mormal ou nfo, teste de Kurtose, teste de Lilliefors e teste W de Shapiro-
Wilk). Os dados obtides com escores em escala nfo continua ou valores unitarios foram

também considerados nio-paramétricos. Os dados parameétricos foram expressos como



média + erro padrio da média e analisados por ANOVA de wma via ou de duas vias (dados
com medidas repetidas) seguidos por teste ad-hoc de Duncan. Os dados nio-paramétricos
foram expressos como mediana (Q25/Q75) e analisados por Krukal-Wallis ANOVA de
uma via seguido por teste de Mann-Whitney (ZAR,‘@IS}%; SIEGEL, 1361975).
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RESULTADOS

A planta Pseudocalymma elegans (Vell) Kuhlm, na forma de extrato, fragbes ¢
principios isolados, apreséntou varios efeitos sobre o SNC que sdo demonstrados nos
resultados abaixo.

A tabela 1 Hustra a atividade biologica e o rendimento da extragfo do p6 da planta
com solventes de polaridade crescente. A partir de 130 g de pd da planta, obteve-se o
extrato bruto, denominado extrato bruto I, com rendimento de 20 g A partir deste extrato
foi feita extracio com hexano (rendimento de 1 g), acetato de etila (rendimento 1 g),
metanol (rendimento 10 g) e 4gua (rendimento 5 g). Apos a extragio, 1/20 de cada extrato
foi administrado i.p. para 5 camundongos e o efeito sobre os animais foi observado por 4
horas, segundo a metodologia proposta por Malone (MALONE E ROBICHAUD™, 1962).

O extrato bruto, ¢ extrato metanélico ¢ o extrato aquoso apresentaram os efeitos de
apnéia, convuls3o e morte, sendo que os dois primeiros apresentaram efeitos mais intensos.
As preparagdes obtidas com a extragiio com hexano e acetato de etila nio demostraram
efeito. O extrato metandlico apresentou efeito mesmo com a administragiio de 1750 desse
extrato.

A tabela 2 apresenta o rendimento do firacionamento do extrato bruto hidroalcodlico
da planta P. elegans em uma coluna de silica gel, bem como os efeitos de cada fragio.
Apenas o exirato bruto (fragiio A) e a fraco extraida com agua (fragio I), apresentaram
efeitos biologicos como: apnéia, convuisio e morte. As fragdes BCDEF.GH ¢ I nio
apresentaram qualquer efeito detectado pelo método de Malone (MALONE E
ROBICHAUD™, 1962).

A figura 3 ilustra as cromatografias de camada delgada em silica, realizadas com
amostras do extrato bruto I e das fragées B, C, D, E, F, G, H, |, comparadas com as
amostras padrio de sorbarina ¢ escutelareina. Verifica-se a presenca de bandas com o
mesmo Iy da sorbarina na fragio D e da escutelareina (metabdlito da sorbarina) na fragio B.

Um cromatograma da filtracdo da fragio polar da planta P. elegans (Vell.) Kuhim
(fragdo J) em Sephadex LH-20 ¢ apresentadc na figura 4. A cromatografia evidenciou 5



Tabela 01: Atividade bioldgica de extratos de planta P. elegans

EXTRACAD

RENDIMENTO EFEITOS
(SOLVENTE)
APNELA CONVULSAQ MORTE
P6 da planta 130 ¢
Extrato Bruto I 20¢ 4+ ++ 4
Exiracio com lg
hexano
Extracio com ig
acetado de etila
metanol :
Extracio com dgua 5g + + +

Os resultados acima expressam o rendimento da extragio do po da planta P. elegans com solventes com
polaridade crescente. ApoOs a extragio, 1/20 (+) de cada extrato foi administrado ip. para 5

camundongos e seu efeito fot observado por 4 horas. O extrato metandlico também apresenton efeito
com a administraglio de 1/50 do extrato ().
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Tabela 02: Rendimento do fracionamento do extrato bruto da planta P. elegans
em uma coluna de silica gel e efeitos de cada fragho.

EXTRACAO

RENDIMENTO EFEITOS
(SOLVENTE)
?: 23?52 - Metanol APNEIA CONVULSA0 MORTE
A extrato bruto 10g ++ 4+ 4t
B= g@ -0 680 mg
C-——%S:S 220 mg
D= J;J;}: 10 350 mg
= 1;3{):20 210 mg
= 9('):30 260 mg
= 20:40 540 mg
= l510: 50 680 mg
U
= 100:0 255¢
U
T=AGUA g + + +

Os resultados acima expressam o rendimento do fracionamente em coluna de silica gel (3 x 30 cm) do
extrato bruto hidroalcodlico da planta P. elegans. Apds o fracionamento, 1/20 de cada fragBo foi
administrado 1.p. para 5 camundongos e seu efeito foi observado por 4 horas.
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Figura 3, Extratos da planta Psendocalymma elegans: Cromatografias em camada delgada de silica elaidas com cloroférmio:
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picos relattvos as fragOes eluidas em dpua, 3 fragdes eluidas num gradiente dgualetanol e 6
eluidas em etanol absoluto.

A fragio J-11, a mais abundante, foi recromatografada em coluna (100 x 2 cm) de
Sephadex 1L.H-20, e eluida apenas com agua destilada, conforme representagio na figura 5,
onde se observa somente um pico, 0 que demonstra que esta fragio € complexa e que seus
eventuals componentes nio podem ser fracionados por esta técnica.

Na tabela 3 pode-se verificar o rendimento e os efeitos comportamentais resultantes
do fracionamento da fragio J da planta P. elegans (Vell) Kuhlm na coluna de Sephadex
LH-20. Apé6s a admunistragio 1.p. de 1/10 de cada fragiio a 5 camundongos e observagio
pelo método de Malone (MALONE E ROBICHAUD™, 1962), verificou-se que a
administraciio das fracbes de 1 a X causou contorgdes abdominais, as fra¢des deIa Vil e a
X provocaram taquipnéia, as fragles de I a VII provocaram tremores. Somente a
administrac@io concomitante das fragBes I a VH promoveram movimentos estereotipados ¢
exoftalmia. As fragBes VIII ¢ X resultaram em fechamento palpebral, € com administragiio
conjunta de todas as fragbes I a XTIV apareceram os sinais de comtorgdo, piloereciio,
dificuldade de locomocdo, elevaglio da pélvis, prostragio, espasmos ¢ morte. Estes
resultados sugerem que os efeitos convulsivantes da planta sdo o resultado de um efeito de
sinergisme de varios compostos individuais que, isoladamente, nfio causam estes efeitos se
administrados nas mesmas conceniragdes de doses convulsivantes do extrato da planta.

As tabelas 4,5 ¢ 6 apresentam os resultados da analise fitoquimica dos extraos
etandlico e aquoso a 20% e também a caractenzaciio quimica realizada com a fragio J-IIL
Uma cromatografia bidimencional em camada delgada de celulose mostrou que a2 fraggo J-
I é composta por 2 compostos majoritarios (fig.6). As cromatografias de particio com
solvente e filtracio a vacuo em coluna de silica ilustram que os compostos desta amostra
sio polares. O seu volume de eluigio na cromatografia de fitragio em Sephadex LH-10
sugere que os compostos do pico J-IH tem um peso molecular entre 5.000 a 10.000 Daltons.
Os resultados da analise fitoquimica, do extrato etandlico 20% de P. elegans (Vell) Kuhim,
indicaram a presenca de aminogrupos, esterdides efou triterpenos e glicosideos flavinicos.
As caracteristicas organolépticas foram: cor, verde oliva; odor e sabor, mascarades pelo
alcool e 0 pH de 5,5. O exirato aquoso, por sua vez, acusou a presenga de aminogrupos,
taninos e glicosideos saponimicos. O pH foi também de 5,5 e as propriedades
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Tabela 03; Rendimento e efeitos comportamentais resultantes do fracionamento da fragfo J da planta P. elegans
em uma coluna de Sephadex LH-20.

Fragﬁes I I I v v Vi vi -Vl Vil X x XIXIV X1V

Rendimento (mg) 132 198 1555 771 136 120 137 3049 179 456 242 571 4497

Efeitos:
Contorgdes
Taquipnéia
Tremores
Estereotipias
Exoftalmia
Fechamento palpebral X X
Piloerecéo

Dificuldade de locomogdo

Elevag#io da pélvis

Prostracdo

Espasmos

Morte

PG P
R i
Pl
Rl
Al
S il
Efie e

I i i e
>

bRl ol e

Os resultados acima expressam o rendimento do fracionamento em coluna de filtragdo em gel (Sephadex LH-20, 4 x 30 ¢m) de 9 g da
fragfio J que contém 08 compostos mais polares encontrados na planta
P. elegans. Apbs o fracionamento, 1/10 de cada fragfo foi administrado i.p. para 5 camundongos e seu efeito foi observado por 4 horas,
Para o agrupamento de fragbes I-VII e I-XIV foram administrados, respectivamente, 1/50 e 1/100 partes do total do material recuperado da
coluna, que corresponde a aproximadamente ao valor proporcional da administragio de cada frago isolada, por via i.p. a 5 camundongos
cada,



Tabela 04: Analise fitoquimica do extrato etandlico 20% de P.elegans

PROPRIEDADE RESULTADO
Organoléptica:

Cor Verde Oliva

Odor Mascarado pelo alcool
Sabor Mascarado pelo aicool
pH 5.5

Gilicosideos flavonicos +

Esterdides e/ou Triterpenos et

Alcalbides -

Arminogrupos ++

Glicostdeos antraquindmicos -
Pesqguisa de Cumarinas -
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Tabela 05. Analise fitoquinnca do extrato aquoso 20% de P.elegans

PROPRIEDADE

RESULTADO

Organoléptica:
Cor

Odor

Sabor

pH

Ghicosideos antocifnicos
Glicosideos saponinicos
Glicosideos clanogenéticos
Pesquisa de taninos:

com FeCl3

com NH4Fe(S04)2

com sol. de gelatina 2,5% em NaC¥0,09):

com sais de chumbo

com formol-cloridrico
Pesquisa de aminogrupos
Pesquisa de acios fixos
Pesquisa de dcidos volateis

Castanho .
Levemente adocicado
Insipido

5,5
..}....i_

A+t
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Tabela 6: Caracterizagio quimica da fragdo J-1iI

PROPRIEDADE METODO

Polaridade polar soluvel em agua e metanol

Peso molecular 5.000-10.000 Daltons filtrag&o em gel (Sephadex LH-20)
Numero de componentes 2 majoritarios TLC bidimensional

Grupamentos arométicos - espectro em UV

Grupo amina ++ reagfio com ninhidrina

Acidos (fixos & voléteis) b

Carbohidratos ++ (6% do total) fenal-sulfirico

Heterosideos antocifnicos -
Heterosideos flavdnicos
Saponina -
Taninos + cloreto férrico

+ formol cloridrico
gelatina




19

12 fase: butanol: ac. acético: agua (80:20:20)

>

=035

ri=.57

& [ D47 —---b

1

.-'-':-a_.:-'-‘——-—--_rl N e

2* fase:cloroférmio: metanol: hidréxido de aménio (40:20:20)

Figura 6. Cromatografia bidimensional da fragdo J-IIT em camada delgada de celulose.



organolépticas: cor castanho; odor levemente adocicado e sabor insipido. Entre os varios
testes da marcha fitoquimica a fragdo J-III apresentou resultados positivos para o
grupamento amina, para acidos fixos e volateis, para carbohidratos e mostrou reacio
fracamente positiva para taninos. A figura 7, complementa as observagdes anteriores,
mostrando as auséncias de grupamentos aromaticos nesta fragio em seu espectro de UV.

As tabelas 7 a 9 ilustram as alteragdes comportamentais produzidas pelo extrato
bruto II e pela fragao J-III da planta P.elegans (Vell.) Kuhlm no teste Hipocratico de Irwin
(IRWINY,1968). A alantoina, também estudada com o mesmo protocolo nao apresentou
efeito significativo em nenhum dos 50 testes.

A tabela 7 ilustra as alteragbes comportamentais, significativas, induzidas pela
administragdo do extrato bruto II da planta P. elegans (Vell.) Kuhlm em camundongos,
sendo a maioria delas com a dose mais alta. Houve uma dificuldade de acomodagao visual,
com a maior dose do extrato, 1,80 mg/kg, no tempo 0, ou seja, na realizagdo do teste logo
apos a administragdo do extrato, no tempo de 30 min e 60 min. Ocorreu fechamento
palpebral nos tempos de 30, 90, 120 e 150 min com a dose de 1,80 mg/kg. A diminui¢@o da
atividade motora, da distancia percorrida e da locomogao espacial ocorreu de maneira
idéntica no tempo de 30 min. tanto com a dose de 1,35 como com a de 1,80 mg/kg, e no
ultimo teste ocorreu também no tempo de 0 min. com a maior dose. Os testes de
reatividade, com diminuigao das reagdes do animal foram: fuga ao toque, no tempo de 90
min., com a dose de 1,35 mg/kg e nos tempos de 30 e 150 min. com a dose de 1,80 mg/kg;
aproximagdo do dedo do experimentador, no tempo de 0 min. nas dose de 0,45, 0,90 e 1,80
mg/kg ; retirada do dedo do experimentador, no tempo de 0 min. com as doses de 1,35 e
1,80 mg/kg e no tempo de 30 min. com a dose de 0,90 mg/kg.; beliscdo na pata posterior no
tempo de 60 min, nas doses de 0.90 e 1,80 mg/kg.; na transferéncia da 1* para a 2* bateria
de experimentos nos tempos de 30, 60, 90 e 120 min na dose de 1,8 mg/kg, e nos tempos 30
e 120 min. também na dose de 1,35 mg/kg. No teste de verificagdo do tonus muscular,
através do manuseio do arame foram observadas alterages nos tempos 0 e 30 min. para as
doses de 1,35 e 1,80 mg/kg, € na ultima dose, também nos tempos 60 € 90 min. A
defecacdo foi diminuida nos tempos de 90e 120 min, na dose de 0,45 m/k e no tempo de
150 min. nas doses de 0.90,1,35 e 1,80 mg/kg.
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Tabela 07. AlteragBes aomportaﬁientais induzidas pela administragfio do extrato bruto 1 da planta P. elegans em camundongos

ALTERACOES COMPORTAMENTAR

ACOMOE)ACSL{} VISUAL FECHBAMENTO ATIVIDADE CORRIDA FUGA A0 TOQUE
PALPEBRAL LOCOMOTORA

DOSE(pke) | 0 |045]{090]11,35]1.80( 0 lod4s5]090]13511801 0 |045{0901135/18 | 0 1045/090[1,35]1,8 | 0 [045]090]{1351180
0 min 8 | 8 18 | 8 |2 ol o070 0 6 1 61 5 |6 |6 0170 (68 (26 |70 4 1 514 |3 |4
30 min 8 i 8 i 8 i 82 i o |01 ool e 5 v 4 [2r Joo |5 7060 (t6* 5] 41 5 | 4 ]a o
60 min 8 18 181 8 [2¢ 0 | 0| 0o it 41 414 {0 10 5 [ 37 (55 {23 | 4] 4 | 41 s 14 |2
90 min B {81818 i8 g |0 e io 3[40 0 (0 0 27 13 (33 117 |17 s | 416 j2v |2
120 min 8 { 8 (818 {8 g {0 (0 {0 {3 {0{0i{0 |0 {0 39 {20 17 16 (13 ( 4 [ 6 { 5 {4 (2
150 min 8 | 8|8 {8 |8 ololoijols o000l Jo 22 120029 (13 {15 4 | 8§ | 5 {4 |2+
... continuagHo:

' LOCOMOCAQ ESPACIAL APROXIMACAO DO DEDO RETIRADA D) DEDO TRANSFERENCIA MANUSEIO DO ARAME
DOSE (g/kg) | 0 |o045]|090[135]1,80] 0 lo45]|o9ni13511,80] 0 Jo45i090}1,35{180] 0 |04510901135]180 | 0 0451090135180
0 min 4 1 4714 14 o 2 | 2% |2+ 2i2* L6} 4 1 2 |2 | o 4) 350 313 13 0 ] 0 ] 0 jass 2w
30 min 414 |2 jamioi 21t 2 42 2 |1 4 14 (53| 2 41 3| 3530 |0% | 0 | 0 | 1 2 3w
60 min 241232 {1 2| 2 42 2 i2 4 14 | 4 | 2 2135035 3|3 (0101011 {1 g
90 min 2121212 |0 2 | 2 |2 2 i2 4 {5 41212 31 37 313 Jo3* i 0 L 0 10 {1 {4¢
120 min 2 {24142 o 202 42 2 {2 4 1 414212 3] 37 3i2x jo» 0 f 00 j1 {2
15€ min 2811202 0 | 2142i2 241 14 0 4 47213 31 37 213 {0 oo o0 {1
... continuacio:

BELISCAO NA PATA DEFECACAO
POSTERIOR

DOSE(ghke) | 0 1045109011,35/180| 0 |045/090]1,35{1,80

0 min 1 3 2 42 2 12 1 1 6 {0351 0

30 min 4+ 2 |2 2 05105035} 0 ! 0

60 min 4 | 2 |2¢ 2 1 1 10105, 0

90 min 4 212 2 |1 I L 0 0
120 min 312 |2 2 |2 P10 0 0 o
150 min 3 212 213 i G | 0* | 0% | 00

Grupos de 10 camundongos receberam por via i.p. solugfo salina (0 mg/kg) ou o extrato bruto (0,45-1,80 g/kg) e foram observados por 150 min de
acordo com o protocolo de Irwin, Os valores representam as medianas dos escores. * p < 0,05, ** p < 0,01; *** p < 0,001, mostram a diferenga
significativa em relag@o ao grupo saling, teste de Kruskall-Wallis seguido pelo teste de Mann-Whitney.



A tabela 8 ilustra as alteragBes neuroldgicas, autondmicas e toxicologicas induzidas
pela administragdo do extrato bruto Il da planta P. elegans (Vell.) Kublm em camundongos.
Nas alteragBes neurologicas houve um aumento na dificuldade de andar do animal: andar
hipotdnico, nos tempos 30 ¢ 60 min. com a maior dose; andar atixico, em todos os tempos
com a dose de 1,80 mg/kg e nos tempos 30 e 60 min. com a dose de 1,35 mg/kg; e uma
crescente dificuldade de andar (total incapacidade de andar), em todos os tempos nas doses
de 1,35 e 1,80 mg/kg, nos tempos 0,90,120 ¢ 150 min. com a dose de 0,90 mg/kg e tempo O
min. na dose de 0,45 mg/kg; diminuicdo da forga ao agarrar, no tempo 0 min. com a maior
dose; na elevacdo da canda, na dose de 1,80 mg/kg, nos tempos 30 e 60 min. e diminuigio
do ténus corporal, no tempo de 90 min nas dose de 1,35 e 1,80 mg/kg e no tempo de O min,
para a ultima dose. A alteragiio autondmica ocommida foi 2 hipotermia no tempo 0 min. com
a dose de 0.90 mg/ke, e no tempo 60 min. nas doses de 1,35 e 1,80 mg/kg. As alteragdes
toxicoldgicas, ocorréneia de convulsio e morte, apareceram po tempo 30 min. com a maior
dose (5) e 1 no tempo 0 min.

A tabela 9 dustra as alteracBes comportamentais, neuroldgicas e autonOmicas,
significativas, induzidas pela administragdo da fragio J-YII da planta P. elegans (Vell)
Kuhim em camundongos. As alteragies comportamentais se constituiram em diminuicdo a
reagdo ao toque da cormnea, nos tempos de 30 e 60 min. na dose de 300 mg/kg e no tempo de
60 min. com a maior dose de 500 mg/k; no aumento da imobilidade provocada nos tempos
de 60, 90 ¢ 120 min. nas doses de 150, 300 e 500 mg/kg; em aumento da dificuldade em
permanecer no arame, nos tempos de 30, 60 e 90 min. para as dose de 150 e 500 mg/kg e
nos tempos de 30 e 60 min para a dose de 300 mg/kg; e diminuigio da micgdo no tempo 0
min. na dose de 500 mg/kg. As alteragbes neurologicas se traduziram pela diminuigio da
forga ao agarrar, no tempo de 30 e 60 min. com a dose de 150 mg/kg, de 60 min. na dose de
300 mg/kg ¢ no tempo de 30 min. com a dose de 500 mg/kg; diminuicio do tOnus
abdominal nos tempos de 30, 60, 90 ¢ 120 min. para as doses de 150,300 e 500 mg/kg,
sendo esta filtima também afetada aos 150 min; diminuiciio do ténus corporal, em todos os
temipos, com excegdo do tempo 0 min. € para todas as doses da fragio J-1IL. Como alteragiio
antondmica verificou-se hipotermia nos tempos 30 e 60 min. para as doses de 150 e 500
mg/kg, nos tempos de 60 € 90 min. para a dose de 300 mg/kg € no tempo de 90 min. para a
dose de 500 mg/kg.
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Tabela 08. AlteracBes neuroldgicas, autondmicas e toxicologicas induzidas pela administragdo do extrato bruto Il da planta P. elegans &
camundongos

ALTERACOES NEUROLOGICAS

ANDAR HIPOTONICO ANDAR ATAXICO ELEVACAO DA CAUDA FORCA AOQ AGARRAR TOTAL INCAPACIDADE
PARA ANDAR
DOSE (gwkgy | 0 1045]l090]135|1.801 0 |o045]090]1,3511,80] 0 104s5i090(1,35]180}1 o |o4s5io90]1,35/180} 0 lo4s5i09011,35]1,80
0 min t 1123 |2 2202702 [a~73 1471412 13 6 | 6 14 16 3% L 0 [2r |20 [4er [guee
30 min 201 12| 4 is5+ 20202 l2¢ (41 210 2| 3 |2 ot 6 | 4 15 |5 |2 0 10 {2 [4er [ges
60 min 201 | 213 |5+ 22 b2 far Jasep 22l 302 Jor e b6 is |5 |3 0 (0 {2 (3¢ le*
90 min 2| 2121315 202 0 242 |4 j2]21 212 io 6 1615 |6 |4 0 |1 12* [4¢ i8*
120 min 2111213 |5 212 | 2d2 4 (210130 jo 6 1615 |6 |4 1 10 {2% {4% ig*
150 min 2422135 202022 4 211t i0 6 i 616 16 16 |4 0 |2 j2s [4ee ige
... continuacio:
ALTERACAO AUTONOMICA " ALTERACOES TOXICOLOGICAS

TONUS CORPORAL HIPOTERMIA CONVULSAO E MORTE
DOSE(g/kg) | 0 ]0,4510,90]1,3511,80 0 0,45 0,90 1,35 1,80 0 0,45 0,90 1,35 1,80
& 0 min 4 [ 4 {3 13 o= /10 | 210 | ¥io* | 210 | 410 /10 0/10 0/10 0/10 1/10
30 min 20202 2 |2 310 | @10 5/10 6110 2/4 0/10 0/10 0/10 0416 5/10%
60 min 41242 12 |2 2/10 6/10 | 610 | 8/I0% | 4/4+ 0/10 0/10 0/10 0/10 0710
90 min & | 243 2 |2 2/10 410 5/10 77110 14 0/10 0/10 0710 0/10 0/10
120 min 4 [ 2 ]4 i3 i2 2/10 3/10 3110 4/10 244 0/10 0/10 0/10 0410 0/10
150 min 4 | 4 |4 2 2/16 3/10 310 3/10 2/4 0/10 /10 0/10 0/10 0/10

Grupos de 10 camundongos receberam por via i.p. soluglo salina (0 mg/kg) ou o extrato (0,45-1,80 p/kg) e foram observados por 150 min de acordo
com o protocolo de Irwin. Os valores representam as medianas dos escores, exceto para os escores de hipotermia, convulsio ¢ morte onde estd
expresso 0 numero de ocorréncia/nimero total de casos observados. * p < 0,05, ** p < 0,01; *** p < 0,001, mostram a diferenga significativa em
relagio 20 grupo salina, teste de Kruskall-Wallis seguido pelo teste de Mann-Whitney, exceto para os valores de hipotermia, convulsiio e morte,
analisados pelo teste exato de Fisher,
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Tabela 09 Alteragdes induzidas pela administragdo da fragdo J-1II da planta P. elegans em camundongos.

ALTERACOES COMPORTAMENTAIS

REACAO AOTOQUE| IMOBILIDADE MANUSEIOQ DO MICGCAQ

DA CORNEA PROVOCADA ARAME
DOSE(mg/kg) | 0 {1501300{500 150130015001 0 [150:300(500 0 150 300 300
0 min 51 4[4 (4 0 10 {0 [0 0 10 {0 o 13/30 13/30 8/30 5/30%
30 min 4 1 2 |2% |2 0o lo o o O j2eer{2ee 1290 | 12/3D 1030 15/30 11/30
60 min G 12 iz 2w [ e f1ee Jpes L0 j2ee 12v 2w ]| 16730 15730 8/30 9/30
90 min 472 {1 2 O (1% J1*x [l 0 42% 10 f2% | 1430 16/30 17130 11730
120 min 506 15 |3 o0 |1 {1 1= 1§ g |0 o |o 14/30 14/30 10/30 10730
150 min 415 1(3 |2 0 {0530 {0310 |0 o |0 18/30 13/30 16/30 11730
...continuacio:

ALTERACORS NEUROLOGICAS ALTERAGAO AUTONOMICA

FORCA AD TONUS TONUS CORPORAL HIPOTERMIA

AGARRAR ABDOMINAL
DOSE(mg/kg) | 0 {1501300{500] 0 [1501300{500] 0 {150]300{500 0 150 360 500
0 min 6 |6 {5 16 4 [4 14 |4 4 4 |4 14 0/10 | 0/10 /10 0/10
30 min 6 |4 |4 lawrel 4 [oes f2v Dweri 4 [2esk (e e 0/lg | HI0% 410 9f10%»#
60 min 6 4** 4*! 4 4 2*&# 2*** 2*** 4 2%*& 2!":1 2'*‘ (}flﬂ 9{100## 9.}10*&* lo!iouw
90 min 6 14 14 4 4 fowes2xe (owexl 4 | 2ewn [ gues | dere 0110 | 4/10 8/LO*** | 9/10ve=
120 min 6 |4 14 {4 4 |2% 2e 2wes| 4 dowx [9s | oeks 0Ne | 0/10 2110 110
150 min 6 [4 |4 (4 4 {3 14 [ame] 4 {2 (2 jom /16 | 010 0/10 0/10

Grupos de 10 camundongos receberam por via i.p. soluglio salina (0 mg/kg) ou a fragio J-1II (150-300 mg/kg) e foram
observados por 150 min de acordo com o protocolo de Irwin, Os valores representam as medianas dos escores, exceto
para os escores de micgHio e hipotermia onde estd expresso o nimero de ocorréncia/nimero total de casos observados. * p
<0,05; ** p < 0,01; *** 5 < 0,001, mostram a diferenga significativa em relagio ao grupo salina, teste de Kruskall-Wallis
seguido pelo teste de Mann-Whitney, exceto para os valores de micglo ¢ hipotermia analisados pelo teste exato de Fisher.



A figura 8 Hlustra a DLso {dose letal mediana) do extrato bruto II da planta P.elegans
{Vell) Kuhlm. A DLs; enconirada foi de 1,82 g/kg. Apods a administracdo i.p. de doses de
1,6; 1.8, 2,0 e 3,0 g/kg. Os amimais corriam em suas gaiolas, muitas vezes esticando as
patas traseiras e andando com elevagiio pélvica. Poucos minutos apds o recebimento das
doses maiores do gque 1,6 g/kg alguns animais apresentavam convulsBes e morriam. As
convulsbes consistiam de movimentos orais e faciais seguidos de estiramento de todo o
corpo. A duragdo das convulsSes ndo era maior do que 2 min. ¢ na maioria dos casos,
seguidas de morte. A morie ocorria, em quase todos os casos, 8§ min. apos a administracio
do extrato ¢ esta laténcia independia da dose. Apenas 3 casos, das 25 mortes ocorreram 1 a
2 dias ap0s a administragio do extrato.

Experimento paralelo foi realizado com 14 camundongos que receberam 3,5 2 9,0
g/kg do extrato por via oral. Os mesmos sinais de intoxicagiio foram observados, porém 10
a 60 min. apods a adminstragio. A dose letal mediana foi 3 vezes maior comparada com a
acdministragfio Lp.

A tabela 10 resume as principais caracteristicas farmacolégicas dos compostos
encontrados na planta P. elegans. O extrato apresentou efeitos significativos sobre
diferentes testes, quando administrado ip. lglkg diminuin em 31% a movimentacio
espontinea, em 50% o tonus muscular, em 80% a atividade exploratonia de levantar em
campo aberto, em 31% do néimero total de entradas nos bragos abertos e fechados € 47% na
permanéneia de tempo no brago aberto do labirinto em cmiz elevado. Por outro lado,
aumentou em 62% o tempo no brago fechado, neste mesmo teste bem como o tempo
parado, 400% no campo aberto. Nos testes de memoria, quando administrado logo apos o
treino, aumentou os escores de refencio, ou seja, methorou a consolidagdo da memdria em
72% no teste de habituacio a um ambiente novo e em 150% na tarefa de esquiva inibitdria.
A fragio J-IH na dose de 0,5 g/kg via ip. diminuiu em 35% o tonus muscular e ndo
apresentou resultados significativos em relagdo a movimentagdo espontinea ¢ a tarefa de
esquiva passiva. A alantoina nio apresentou alteragSes significativas em nenhum dos testes
citados anteriormente para ¢ extrato. A triumboidina e a sorbarina, apresentaram um
aumento de 28 ¢ 30 % sobre o tempo de catatonia, respectivamente, sendo que a fltima
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Figura 8. Dose letal mediana do extrato bruto da planta P.elegans . Os dados se
referem a grupos de 10 a 14 camundongos per grupo. DL50 = 1,82 g/ks.
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Tabela 10: Efeitos de Compostos Isolados da Planta P. elegans sobre o comportamento de camundongos e ratos

EFEITOS ) SUBSTANCIAS ADMINISTRADAS
Extrato J-1i1 Alantoina  Triumboidina Sorbarina  Cafeina +

Movimentagio espontinea +31% NS NS NS NS -
Teste de ténus muscular $50% 133% NS NS NS -
Tempo de catatonia - NS T 28% T 30% -
Comportamento em um campo aberto

Atividade locomotora NS - NS NS NS -

Levantar 1 80% - NS NS NS -

Tempo parado T 400% - NS NS NS§ -
Labirinto em cruz elevado

Numero total de entradas nos bragos abertos + fechados 3% . NS NS NS -

% entradas nos bragos abertos 4 31% - NS NS NS -

% tempo no brago aberto d471% - NS N§ NS .

% tempo no brago fechado 1 62% - NS NS NS -
Testes de memoria

Habituago a caixa de movimentagfio espontinea T 72% * - NS - - T 8094 *

Habituac#o a um campo aberto - - NS #e NS #e NS #e -

Esquiva ativa - - NS fle T 43 % *ite -

Labirinto aquético espacial de Morris - - - - - T 50% *e

Esquiva passiva T 150% * NS - - - 357%*

Grupos de 18 a 20 camundongos receberam veiculo ou extrato bruto 1 g/kg,  J-1i1 0,5 g/kg, alantoina 40 mg/kg, sorbarina 4 mg/kg ou
triumboidina 4 mg/kg, e foram submetidos a diferentes testes comportamentais. A cafeina (+) foi estudada como um modelo de droga que tém os
mesmos mecanismos de a¢lio da aglicona da sorbarina. Para cada teste foram utilizados animais diferentes. A tabela apresenta o percentual de
aumento (1) ou redugio () significativa nos escores de cada teste comparado com o grupo controle (p < 0,05, teste de Kruskall Wallis ANOVA
seguido pelo teste de Mann-Whitney). (NS) efeito ndo significativo; (-} teste nio realizado; (*) escore de retenglio com drogas administradas logo
apos 2 sessfio de ireino. Todos as drogas foram administradas por vis i.p. com excegdio do teste de esquiva ativa para alantoina , sorbarina e

tribundoina (#) onde foram administrados 7 ug da droga no hipocampo dorsal (bilateral) de rato (s} .



apresentou um aumento de 43% no escore de retengdo do teste de habituagiio a um campo
aberto, quando injetada a dose de 7 ug no hipocampo dorsal (bilateral) de rato. A cafeina,
estudada como modelo de droga com os mestnos mecanismos da aglicona da sorbanna,
aumentou os escores de retencdo nas tarefas de memoéria: em 80% na habituacio a um
ambiente novo (caixa de movimentacio espontiinea), 50% no labirinto aquatico de Morris,

Os resultados de alguns testes comportamentais realizados com o extrato da planta
P.elegans bem como com alguns principios ativos que foram expressos resumidamente na
tabela 10 estiio apresentados com malores detathes em anexos.

O anexo 5 ilustra o efeito da administrado do extrato bruto U da planta P. elegans
sobre o comportamento de cammndongos em um campo aberto. Os camundongos
receberam 1.p. 1g/kg do exirato da planta ou veiculo (DMSQO 20% em NaCl 0,09%) e 30
min apos foram observados por 5 min no campo aberto. Os resultados estio expressos
como média + EPM, onde se verifica uma diminugio do comportamento exploratorio de
levantar dos camundongos que receberam o referido extrato quando comparado com o
grupo veiculo (p < 0,001 teste t de Student); e um aumento significativo do tempo parado
do grupo gue recebeu o extrato bruto I comparado ao grupo veiculo (p < 0,05 teste t de
Student).

No anexo 6 observa-se o efeito da admunistragio do extrato bruto II da planta P.
elegans sobre o comportamento de camundongos em um labirinto em cruz elevado. Os
camundongos receberam 1g/kg (i.p.) do extrato da planta ou veiculo e 35 min apos foram
observados por 5 min po labirinto em cruz elevado. Os resultados estiio expressos como
média + EPM. O teste t de Student mostrou diferencas significativas de todos os parametros
observados quando comparados ao grupo veicule (p < 0,01). O grupo que recebeu o extrato
bruto II apresentou diminui¢iio do mimero total de entradas, das porcentagens de entradas e
do tempo de permanéncia nos bragos abertos do labirinto e urn aumento da porcentagem de
permanéncia nos bracos fechados em relago ao grupo veiculo.

Os resultados apresentados no anexo 7 ilustram o efeito da administragio do extrato
bruto I da planta P. elegoms sobre o comportamento de camundongos na atividade
locomotora espontinea. Os camundongos receberam lg/kg ip. do extrato da planta
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apresentaramn uma reduclo significativa no mimero de cruzamentos quando comparados
com o grupo veiculo (p < 0,05, teste t de Student).

No anexo 8 verifica-se a auséneia de efeito da administragiio do extrato bruto I da
planta P. elegams sobre o tonus muscular de camundongos (p> 0.2 , teste U de Mamn-
Whitney). Estes receberam 1g/kg ip. do extrato da planta ou veiculo € 45 min apos foram
dependurados pelas patas anteriores em um arame esticado e observados.

Como pode ser observado nos anexos 9 a 13, nenhum dos principios ativos testados
foi efetivo em alterar significativamete os escores do teste.do campo aberto, movimentagio
esponiinea, tOnus muscuiar e catatonia (p > 0,2, Kruskal Wallis ANOVA).

No anexo 9 pode-se observar a auséncia de efeito-da administragio dos principios
ativos da planta P. elegans sobre o teste de campo aberto. Os camundongos receberam 4
mg/kg de alantoina, sorbarina, trunboidina ou do veiculo {i.p.) 30 min antes do teste
{dados paramétricos: Kruskal Wallis ANOVA p > 0>2; dados nfio paramétricos: ANOVA p
> 0,23,

A alantoina aumentou significativamente a porcentagem de tempo despendido nos
bragos fechados do labirinte em cruz elevado (p < 0.05 comparado ao grupo veiculo, teste
de Newman-Keuls, precedido por ANOVA DE UMA ViA). O anexo 10 ilustra este efeito
da administracio dos compostos alantoina, sorbarina e triumboidina, 1solados da planta P
elegans sobre o comportamento de camundongos em um labirinto em cruz slevado. Os
camundongos receberam 4 mg/kg 1.p. dos referidos principios 35 min antes dos teste.

O anexo 11 ilustra o efeito da adminisiragfo de compostos isolados da planta P.
elegans sobre a atividade locomotora espontinea de camundongos. Apos 40 min da
administragdo i.p. dos principios ativos acima mencionados os animais foram submetidos
ao teste e observados durante 5 min. O tratamento com estes compostos pdo-alteron 2
atividade locomotora dos animais {p > 0,2, teste de Newman-Keuls, precedido por ANOVA
de uma via).

0 anexo 12 ilustra o efeito da administragiio dos compostos isolados da planta P.
elegans sobre o tonus muscular de camundongos. Apds 45 min da administragio 1.p, dos

principios ativos acima mencionados os amimais foram submetidos ao teste. O tratamento
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com esies compostos nio-alterou o t6nus muscular dos animais (p > 0,2, teste de Mann-
Whitney, precedido por Kruskal Wallis ANOVA)

No anexo 13 verifica-se a auséncia de efeito decorrente da administragdo dos
compostos isolados da planta P. elegans sobre o teste de catatoma em camundongos (p >
0,2, teste de Newman-Keuls, precedido por ANOVA de uma via). Apds 30 min da
admimstracdo 1.p. dos principios ativos acima mencionados os animais foram submetidos
a0 teste.

A figura 9 ilustra o efeito da administragio i.p. do extrato bruto H da planta 7.
elegans (Vell) Kuhlm apds as sessdes de treino na tarefa de habituago a um ambiente
novo. Estes resultados representam os escores médios de habituacio, do comportamento
exploratério de levantar (mimero de ocorréncias) dos camundongos. Uma analise estatistica
aphicando ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo na medida repetida
(sessfio) F(4,108) =11,48, p< 0,001, do fratamento com extrato F(1,27) =702, p < 0,05, ¢
também na interacio enire tratamento ¢ a medida repetida, F(4,108) =3,11, p< 0,05,
confirmado pelo teste “post-hoc” de Duncan (p< 0,05). Um experimento em paralelo
mostrou que a administracio do exirato no mesmo esquema acima, uma dose diana por 3
dias, porém sem o tremamento correspondente, nfo alterou sigmficativamente os escores
do comportamento de levantar do grupo de animais expostos ac ambiente novo (p>0,2 teste
t de Student).

A figura 10 ilustra o efeito da administragiio i.p. do extrato bruto II de da planta P.
elegans {(Vell) Kuhlm apés as sessGes de freino na tarefa de habituagiio a um ambiente
novo. Estes resultados representam os escores médios de ambulacio, comportamento
exploratorio (niimero de cruzamentos) dos camundongos. Uma analise estatistica aplicando
ANOVA de duas vias demonstron um efeito significativo na medida repetida { sessfo)
F(4,108) =5,03, p< 0,001, mas pio houve efeito no tratamento com extrato F(1,27) = 2,62,
p > 0.2, e também ndo houve interagio entre o tratamento ¢ a medida repetida, ¥(4,108)
=077, p> 0,2. Um experimento em paralelo mostrou que a administraciio do extrato no
mesmo esquema acima, com doses diarias por 5 dias, porém sem o treinamento
comespondente, também ndo alterou significativamente os escores do comportamento de

ambulacio de um grupo de animais expostos ao ambiente novo (p>0,2 teste t de Student).
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Figura 9, Efeito da administrac¢iio i.p. do extrato de P.elegans apés as sessées de treino na tarefa da habitua¢io a um ambiente
novo. Estes resultados representam os escores médios de habituacio - levantar (nimero de ocorréncias) + EPM de 14-15
camundongos por grupo. Uma ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo na medida repetida (sessiio) F(4,108) =
11,48, p < 0,001 , do tratamento com extrato F(1,27) = 7,02, p < 0,05, e também na interaciio , entre tratamento e a medida
repetida, F(4,108) = 3,11, p < 0,05, confirmado pelo teste post-hoc de Duncan (* p < 0,05). Um experimento em paralelo mostrou
que a administracgiio do extrato no mesmo esquema acima, uma dose didria por 5 dias, porém sem o treinamento correspondente,
nio alterou significativamente os escores de levantar de um grupos de animais expostos ao ambiente novo (p > 0,2 teste t de
Student).
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Figura 10. Efeito da administragio i.p. do extrato de P.elegans apos as sessdes de treino na tarefa de habituacio a um ambiente
novo. Estes resultados representam os escores médios de ambula¢io (nimero de cruzamentos) + EPM de 14-15 camundongos
por grupo. Uma ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo na medida repetida (sessdo) F(4,108) = 5,03, p < 0,001
mas nfio houve efeito no tratamento do extrato F(1,27) = 2,62, p > 0,2, e também nio houve interacio entre o tratamento e a
medida repetida, F(4,108) = 0,77, p = 0,2. Um experimento em paralelo mostrou que a administracio do extrato no mesmo
esquema acima, com doses didrias (5 dias), porém sem o treinamento correspondente, também nifio alterou significativamente
os escores de ambulaciio de um grupo de animais expostos ao ambiente novo (p > 0,2 teste t de Student).



A figura 11 ilustra o efeito da administragdo i.p. do extrato bruto da planta P.
elegans imediatamente apods a sessdo de treino sobre a retencdo da tarefa de esquiva
inibitoria. A dose de 0,6 g/kg aumentou os escores de retengdo desta tarefa (p < 0,05
comparado ao grupo salina; teste U de Mann-Whitney precedido pelo teste de Kruskal-
Wallis ANOVA).

A figura 12 ilustra o efeito da administrag@o i.p. da fragao J-III da planta P. elegans,
imediatamente apds a sessdo de treino, sobre a reten¢do da tarefa de esquiva inibitoria. Nao
houve efeito significativo com nenhuma das doses administradas. (Kruskal-Wallis
ANOVA: H(4,72)=3,77,p>0,2).

A figura 13 ilustra o efeito da administragdo i.p da alantoina 30 min antes das
sessOes de treino na tarefa de habituagdo a um ambiente novo. Estes resultados representam
a porcentagem de ambulagdao comparado com os escores médios da primeira sessao. Uma
analise estatistica aplicando ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo na
medida repetida (sessdo) F(3,165) = 7,16, p < 0,001, mas nenhum efeito significativo do
tratamento com alantoina F(3,55) = 0,22, p > 0,2). Nao houve interag¢do entre o tratamento
e a medida repetida, F(9,165) = 0,81.

A figura 14 ilustra o efeito da administracao i.p. da alantoina 30 min antes das
sessdes de treino na tarefa de habituagdo a um ambiente novo. Estes resultados representam
os escores médios da habituagdo, no comportamento exploratorio de levantar (nimero de
ocorréncias) dos animais. Uma analise estatistica aplicando ANOVA de duas vias
demonstrou um efeito significativo na medida repetida (sessdo) F(3,84) = 4,55, p < 0,01 ,
mas nao houve efeito no tratamento da alantoina F(1,28) = 1,11, p > 0,2, ¢ também ndo
houve interagao entre tratamento e a medida repetida, F(3,84) = 1,49, p>0,2.

A figura 15 ilustra o efeito da administragdo de 7 pg/lado dos principios isolados da
planta P .elegans (Vell) Kuhlm: sorbarina, alantoina, triumboidina ou veiculo no
hipocampo dorsal de ratos, imediatamente apos a sessdo de treino, sobre a habituagdo a um
ambiente novo. Os resultados, do comportamento exploratorio de levantar, estio expressos
como média + E.P.M na sess3o de teste. Nao foi observada nenhuma diferenga significativa
entre os grupos. ANOVA de uma via: treino - F(3,33) = 0.88; teste - F(3,33) = 0.61.
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Figura 11. Efeito da administragfo i.p. do extrato bruto da planta P. elegans imediatamente apds a sessiio de treino sobre a
retenciio da tarefa de esquiva inibitoria. Estes resultados representam as medianas (intervalos interquartis) de 19-24
camundongos por grupo. * p < 0,05 comparado ao grupo salina; teste U de Mann-Whitney precedido pelo teste de
Kruskal-Wallis ANOVA.
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Figura 12. Efeito da administracdo i.p. da fraciio J-III da planta P. elegans, imediatamente apos a sessdo de treino, sobre
a reten¢iio da tarefa de esquiva inibitoria. Estes resultados representam as medianas ( intervalos interquartis) de 12 a 15
camundongos por grupo. N#o houve efeito significativo (Kruskal-Wallis ANOVA: H(4,72) = 3,77; p 2 0,2).
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Figura 13. Efeito da administraciio i.p. de alantoina 30 min antes das sessdes de treino na tarefa de
habituacdo a um ambiente novo. Estes resultados representam a porcentagem de ambulagiio comparado
com os escores médios da primeira sessio + EPM de 15 camundongos por grupo. Uma ANOVA de duas
vias demonstrou um efeito significativo na medida repetida (sessiio) F(3,165) = 7,16, p < 0,001, mas nenhum
efeito significativo do tratamento com alantoina F(3,55) = 0,22, p > 0,2). Nfio houve interaciio do tratamento
com a medida repetida, F(9,165) = 0,81.
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Figura 14 . Efeito da administracfo i.p. alantoina 30 min antes das sessées de treino na tarefa de habituaciio a um
ambiente novo. Estes resultados representam os escores médios de habituagfio - levantar (niimero de ocorréncias)
+ EPM de 15 camundongos por grupo. Uma ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo na medida
repetida (sessiio) F(3,84) = 4,55, p < 0,01 , mas niio houve efeito no tratamento da alantoina F(1,28)=1,11,p>0,2, e
também nfio houve intera¢do no tratamento com a medida repetida, F(3,84) = 1,49, p > 0,2.



A figura 16 ilustra o efeito da administragdo bilateral de 7 pg/lado de sorbarina,
alantoina, triumboidina ou veiculo no hipocampo dorsal de ratos, imediatamente apos a
sessdo de treino, sobre a habituagdo a um ambiente novo. Os resultados estdo expressos
como media + E.P.M dos escores de ambulagdo na sessio de teste. Ndo foi observada
nenhuma diferenga significativa entre os grupos. ANOVA de uma via : treino - F(3,33) =
3,23; teste - F(3,33) = 0.74.

A figura 17 ilustra o efeito da administragdo bilateral de 7 pg/lado de sorbarina,
alantoina ou veiculo no hipocampo dorsal de ratos, imediatamente apos a sessdo de treino,
sobre a retengdo da tarefa da esquiva ativa de duas vias. Estes resultados representam a
média + E.P.M do numero de esquivas ao choque na sessdo de teste. A sorbarina melhorou
em 46% os escores de reten¢do desta tarefa, em relagdo ao veiculo (p < 0,05, teste de
Duncan precedido por ANOVA de uma via, F(2,26) = 3,37, p <0,05).

A figura 18 ilustra o efeito da administrag@o i.p .da cafeina, apOs as sessdes de
treino, na tarefa de habituagdo a um ambiente novo. Estes resultados representam os
escores medios de ambulagdo (numero de cruzamentos) dos amimais. Uma analise
estatistica aplicando ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo na medida
repetida (sessdo) F(4,240) =114,14, p < 0,001 mas n3o houve efeito do tratamento com
cafeina, F(4,60) = 1,58, p > 0,2. Houve, porém uma interagao significativa entre tratamento
e a medida repetida, F(16,240) = 2,24, p < 0,05. Um experimento em paralelo mostrou que
a administragdo de 100 mg/kg cafeina no mesmo esquema acima, com doses diarias (5
dias), porém sem o treinamento correspondente, também ndo alterou significativamente os
escores de ambulagdo de um grupo de animais expostos ao ambiente novo (p > 0,2 teste t
de Student).

A figura 19 ilustra o efeito da administragdo i.p. de cafeina apos as sessdes de treino
na tarefa de habituacdo a um ambiente novo. Estes resultados representam os escores
médios de levantar (nimero de ocorréncias) dos animais. Uma analise estatistica aplicando
ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo na medida repetida (sessdo)
F(4,240) =28.40, p < 0,001, mas nao houve efeito do tratamento com cafeina, F(4,60) =
1,14, p > 0.2, e também nao houve interacido entre o tratamento e a medida repetida,
F(16,240) = 1,59 p > 0,2 . Um experimento em paralelo mostrou que a administragdao de
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Figura 15. Efeito da administraciio de 7 ug/lado de sorbarina, alantoina, triumboidina ou veiculo no hipecampo
dorsal de ratos, imediatamente apés a sessiio de treino, sobre a habituacio a um ambiente novo. Os resultados estiio
expressos como média + EPM na sesséio de teste, de 7-10 ratos por grupo. Nio foi observada nenhuma diferen¢a
significativa entre os grupos. ANOVA de uma via : treino - F(3,33) = 0,88; teste - F(3,33) = 0,61.
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Figura 16. Efeito da administracio  bilateral de 7 ug/lado de sorbarina, alantoina, triumboidina ou veiculo no
hipocampo dorsal de ratos, imediatamente apdés a sessiio de treino, sobre a habituacio a um ambiente nove. Os
resultados estiio expressos como média + EPM dos escores de ambulagfio na sesséio de teste, de 7-10 ratos por grupo.
Ni#o foi observada nenhuma diferenca significativa entre os grupos. ANOVA de uma via : treino - F(3,33) = 3,23;
teste - F(3,33) = 0,74,
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Figura 17. Efeito da administracfio bilateral de 7 ug/lado de sorbarina, alantoina ou veiculo no hipocampo dorsal

de ratos, imediatamente apés a sessdio de treino, sobre a retenciio da tarefa da esquiva ativa de duas vias. Estes
resultados representam a média + EPM do nimero de esquivas ao choque na sessdio de teste, de 9-10 ratos por
grupo. * p < 0,05 teste de Duncan, comparado ao grupo veiculo, precedido por ANOVA de uma via, F(2,26) = 3,37,
p < 0,05,
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Figura 18 . Efeito da administracdo i.p. da cafeina apés as sessdes de treino na tarefa de habituacio a um
ambiente novo. Estes resultados representam os escores médios de ambulac¢iio (nimero de cruzamentos) + EPM
de 13 camundongos por grupo. Uma ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo na medida repetida
(sessiio) F(4,240) =114,14, p < 0,001 mas niio houve efeito do tratamento com cafeina, F(4,60) = 1,58, p > 0,2. Houve,
porém uma interaciio significativa entre tratamento e a medida repetida, F(16,240) = 2,24, p < 0,05. Um
experimento em paralelo mostrou que a administraciio de 100 mg/kg cafeina no mesmo esquema acima, com doses
didrias (5 dias), porém sem o treinamento correspondente, também ndo alterou significativamente os escores de
ambulac¢iio de um grupo de 13 camundongos expostos ao ambiente novo (p > 0,2 teste t de Student).



cafeina, com doses diarias de 100 mg/kg por 5 dias, porém sem o treinamento
correspondente, também nio alterou significativamente os escores de ambula¢do de um
grupo de animais expostos ao ambiente novo (p > 0,2 teste t de Student).

A figura 20 ilustra o efeito da administra¢do i.p. de cafeina, 30 min antes das
sessoes de treino, na tarefa de habituagdo a um ambiente novo. Estes resultados
representam as porcentagens dos escores médios de ambulagdo (comparados aos escores da
primeira sessao) dos animais. Uma analise estatistica aplicando ANOVA de duas vias
demonstrou um efeito significativo na medida repetida (sessdo) F(4,112) = 30,06, p <
0,001, porém o tratamento com cafeina n3o alterou significativamente os escores de
retenc@o F(1,28) = 1,71, p > 0,2 e ndo houve intera¢do entre tratamento e a medida repetida,
F(4,112) = 1,97, p = 0,10. Um experimento em paralelo mostrou que a administragao de
cafeina com doses diarias de 100 mg/kg por 5 dias, porém sem o treinamento
correspondente, ndo alterou significativamente os escores de ambulagdo de um grupo de
animais expostos ao ambiente novo (p > 0,2 teste t de Student).

A figura 21 ilustra o efeito da administragido i.p. de 30 mg/kg de cafeina , 30 min
antes das sessoes de treino, na tarefa de habituagao a um ambiente novo. Estes resultados
representam os escores médios de levantar (nimero de ocorréncias) dos animais. Uma
analise estatistica aplicando ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo na
medida repetida (sessdao) F(4,112) =5,48, p < 0,001, no tratamento, F(1,28) = 6,70, p <
0,05, e também na interagdo entre tratamento e a medida repetida, F(4,34) = 5,5931 p <
0,001. Um experimento em paralelo mostrou que a administragdo de cafeina, com doses
diarias de 100 mg/kg por 5 dias, porém sem o treinamento correspondente, nao alterou
significativamente os escores de ambulagdo de um grupo de animais expostos ao ambiente
novo (p > 0,2 teste t de Student).

A figura 22 ilustra o efeito da administragdo i.p da cafeina 30 min antes da sessdo de
significativamente, o desempenho dos camundongos nesta tarefa (p < 0,01 comparado ao
grupo salina, teste U de Mann-Whitney precedido pelo teste de Kruskal-Wallis ANOVA).

A figura 23 ilustra o efeito da administragdo i.p. da cafeina imediatamente apos a
sessao de treino sobre a retengdo da tarefa de esquiva inibitoria. A dose de 30 mg/kg produz
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Figura 19, Efeito da administracio i.p. de cafeina apdés as sessdes de treino na tarefa de habituaciio a um ambiente
novo. Estes resultados representam os escores médios de levantar (nimero de ocorréncias) + EPM de 13
camundongos por grupo. Uma ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo na medida repetida (sessio)
F(4,240) =28,40, p < 0,001, mas nio houve efeito do tratamento com cafeina, F(4,60) = 1,14, p > 0,2, e também nio
houve interagiio entre o tratamento e a medida repetida, F(16,240) = 1,59 p > 0,2. Um experimento em paralelo
mostrou que a administraciio de cafeina, com doses diarias de 100 mg/kg por 5 dias, porém sem o treinamento
correspondente, também nio alterou significativamente os escores de ambula¢fio de um grupo de 13 camundongos
expostos ao ambiente novo (p > 0,2 teste t de Student).
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Figura 20 . Efeito da administracio i.p. de cafeina 30 min antes das sessdes de treino na tarefa de habitua¢io a um ambiente
novo. Estes resultados representam os escores médios de ambulagio (nimero de cruzamentos) + EPM de 15 camundongos por
grupo. Uma ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo na medida repetida (sessdo) F(4,112) = 30,06, p < 0,001,
porém o tratamento com cafeina ndio alterou significativamente os escores de retencdo F(1,28) = 1,71, p > 0,2 e niio houve
interacio entre tratamento e a medida repetida, F(4,112) = 1,97, p = 0,10. Um experimento em paralelo mostrou que a
administraciio de cafeina com doses didrias de 100 mg/kg por 5 dias, porém sem o treinamento correspondente, niio alterou

significativamente os escores de ambulaciio de um grupo de 15 camundongos expostos ao ambiente novo (p > 0,2 teste t de
Student).
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Figura 21. Efeito da administracdo i.p. de 30 mg/kg de cafeina , 30 min antes das sessdes de treino, na tarefa de
habitua¢io a um ambiente novo. Estes resultados representam os escores médios de levantar (nimero de
ocorréncias) + EPM de 15 camundongos por grupo. Uma ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo
na medida repetida (sessiio) F(4,112) = 548, p < 0,001, no tratamento, F(1,28) = 6,70, p < 0,05, ¢ também na
interaciio entre tratamento e a medida repetida, F(4,34) = 5,5931 p < 0,001. Um experimento em paralelo mostrou
que a administracio de cafeina, com doses didrias de 100 mg/kg por 5 dias, porém sem o treinamento
correspondente, niio alterou significativamente os escores de ambula¢iio de um grupo de 15 camundongos expostos
ao ambiente novo (p > 0,2 teste t de Student).



um melhor desempenho, significativo, do animal nesta tarefa (p < 0,05 comparado ao grupo
salina, teste U de Mann-Whitney precedido pelo teste de Kruskal-Wallis ANOVA).

A figura 24 ilustra o efeito da administrago i.p. de cafeina, 30 min antes da sessao
de teste, sobre a retencdo da tarefa de esquiva inibitoria. As doses de 3 e 10 mg/kg
apresentaram um aumento significativo dos escores de retengdo dos camundongos nesta
tarefa (p < 0,01 comparado ao grupo salina, teste U de Mann-Whitney precedido pelo teste
de Kruskal-Wallis ANOVA).

A figura 25 ilustra o efeito da administragio i.p. de cafeina, 30 min antes da sessdao
de treino e 30 min antes da sessao de teste, sobre a reten¢ao da tarefa de esquiva inibitoria.
As doses de 3 e 30 mg/kg apresentam significativa piora do desempenho dos animais na
tarefa (p < 0,05 comparado ao grupo salina, teste U de Mann-Whitney precedido pelo teste
de Kruskal-Wallis ANOVA).

A figura 26 ilustra os resultados obtidos com a administragdo da cafeina 30 min.
antes do treino no labirinto aquatico espacial de Morris. Estes e todos os resultados,
expressos como média + EPM, representam as laténcias para chegar a plataforma submersa
na sessdo de treino e teste. As sessdes de teste eram sempre realizadas 48 h apos as de
treino. Uma analise estatistica aplicando ANOVA de duas vias com medidas repetidas
demonstrou que os grupos aprenderam como chegar na plataforma, F(5,220) =293, p <
0,05; porém o tratamento com a cafeina nao afetou os escores de laténcia do treino para
chegar a plataforma F(3,44) = 1.11, p > 0,2; e também ndo afetou a interacdao entre
tratamento e medidas repetidas: F(15,220) = 0,32 , p > 0,2; A cafeina administrada antes
do treino também ndo afetou os escores de reten¢do do teste: medida repetida (provas ):
F(2,88) = 23,7, p < 0,001; F(2,88) = 17,6, p 0,001;tratamento: F(3,44) = 0,70, p > 0,2;
interagdo entre tratamento e medida repetida, F(6,88) = 0,33, p>0,2.

A figura 27 ilustra o efeito da administragdo 1.p. da cafeina 30 min antes da sessdo
de treino na tarefa do labirinto aquatico de Morris. Os resultados representam as distancias
para chegar a plataforma submersa na sessdo de treino e teste. Uma analise estatistica
aplicando ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo na medida repetida (p
< 0,05) mas nao houve efeito no tratamento da cafeina. Também ndo houve interagdo entre
o tratamento da cafeina com a medida repetida, no treino e teste.
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Figura 22. Efeito da administracdo i.p da cafeina 30 min antes da sessiio de treino sobre a reten¢iio da tarefa de esquiva
inibitoéria. Estes resultados representam as medianas e os intervalos interquartis de 15 camundongos por grupo. ** p <
0,01 comparado ao grupo salina; *** p < 0,001; teste U de Mann-Whitney precedido pelo teste de Kruskal-Wallis
ANOVA.
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Figura 23. Efeito da administraciio i.p. da cafeina imediatamente ap6s a sessiio de treino sobre a retenciio da tarefa de
esquiva inibitéria. Estes resultados representam as medianas e os intervalos interquartis de 15 camundongos por grupo.
* p < 0,05 comparado ao grupo salina, teste U de Mann-Whitney precedido pelo teste de Kruskal-Wallis ANOVA,
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Figura 24, Efeito da administracfio i.p. de cafeina 30 min antes da sessiio de teste sobre a reten¢iio da tarefa de esquiva
inibitéria. Estes resultados representam as medianas e os intervalos interquartis de 13-15 camundongos por grupo. ** p <
0,01 comparado ao grupo salina, teste U de Mann-Whitney precedido pelo teste de Kruskal-Wallis ANOVA.
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Figura 25. Efeito da administra¢fo i.p. de cafeina 30 min antes da sessdo de treino e 30 min antes da sessfio de teste sobre a
retenciio da tarefa de esquiva inibitéria. Estes resultados representam as medianas e os intervalos interquartis de 13-15

camundongos. * p < 0,05 comparado ao grupo salina; ** p < 0,01; teste U de Mann-Whitney precedido pelo teste de
Kruskal-Wallis ANOVA,
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Figura 26. Efeito da administracfo i.p. de cafeina 30 min antes da sesséio de treino na tarefa do labirinto aquitico de
Morris. Estes resultados, expressos como média + EPM de 12-15 ratos por grupo, representam as laténcias para
chegar a plataforma submersa na sessfio de treino e teste, saindo de diferentes quadrantes (N = norte, S = sul, L =
leste e O = oeste). As sessdes de teste eram realizadas 48 hs apés as sessdes de treino. Uma ANOVA de duas vias
demonstrou um efeito significativo na medida repetida (p < 0,05) mas nfio houve efeito no tratamento da cafeina,
como n#o houve interacio no tratamento da cafeina com a medida repetida, no treino e teste.



A figura 28 ilustra o efeito da administragdo i.p. da cafeina 30 min antes da sessdo
de treino na velocidade de natagdo no labirinto aquatico espacial de Morris. A velocidade
ndo ¢ afetada quando administrada 30 min. antes do treino. A anélise estatistica aplicando
ANOVA de duas vias mostrou que a velocidade aumentou em fun¢do do nimero de provas
[medidas repetidas , F(5,220) = 7,97, p < 0,001], mas nao foi afetada pelo tratamento
[(F(3.44)= 0,89, p > 0,2]. Apesar disto, houve uma intera¢do significativa entre o
tratamento com cafeina e a medida repetida [F(15,220) = 2,00, p < 0,05].

O efeito da administragao da cafeina imediatamente apos a sessdo de treino, no
labirinto aquatico espacial de Morris, € apresentado na Figura 29. Os resultados, que
representam as laténcias para chegar a plataforma submersa na sessdo de treino e teste,
ilustram que os grupos aprenderam a chegar na plataforma [ANOVA de duas vias com
medidas repetidas: F(5,275) = 46,4, p < 0,001]. Nas sessdes de treino os grupos nio
diferiram nos escores de laténcia do treino para chegar a plataforma: ANOVA de duas vias,
tratamento F(4,55) = 0,65, p > 0,2; ANOVA de duas vias: interagao entre tratamento e
medida repetida,: F(20,275) = 0,86 , p > 0,2; F(20,275) = 0,75, p > 0,2. A analise dos
escores dos testes mostrou que apos o treino a cafeina administrada em doses baixas (0,3-
10 mg/kg) melhorou a memoria: medidas repetidas ( provas ) F(2,110) = 24,94, p < 0,001,
tratamento: F(4,55) = 2,78, p < 0,05; intera¢do entre tratamento e medida repetida: F(8,110)
= 2,70, p < 0,01. O grande efeito sobre a melhoria da memoria foi observado com as
menores doses (p < 0,05 teste de Duncan precedido por ANOV Asendo que a dose de 30
mg/kg ndo apresentou efeito (p = 0,14, teste de Duncan “post-hoc™).

Na figura 30 pode-se observar o efeito da administragdo ip da cafeina
imediatamente apOs a sessdo de treino, no labirinto aquatico espacial de Morris. Estes
resultados representam as distancias para chegar a plataforma submersa na sessdo de treino
e teste. Uma analise estatistica aplicando ANOVA de duas vias demonstrou um efeito
significativo na medida repetida (p < 0,001). A mesma analise, seguida de teste de Duncan,
mostrou um efeito significativo no tratamento da cafeina, na sessdo de teste (p < 0,05)
comparado ao grupo salina. Também houve interagdo no tratamento da cafeina com a
medida repetida na sessdo de teste (p < 0,001).
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Figura 27. Efeito da administracdo i.p. de cafeina 30 min antes da sessiio de treino na tarefa do labirinto aquético de
Morris. Estes resultados, expressos como média + EPM de 12-15 ratos por grupo, representam as distincias para
chegar a plataforma submersa na sessio de treino e teste, saindo de diferentes quadrantes (N = norte, S = sul, L =
leste e O = oeste). As sessdes de teste eram realizadas 48 hs apés as sessdes de treino. Uma ANOVA de duas vias
demonstrou um efeito significativo na medida repetida (p < 0,05) mas ndo houve efeito no tratamento da cafeina.
Também ndo houve interacio no tratamento da cafeina com a medida repetida, no treino e teste.
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Figura 28, Efeito da administracfio i.p. de cafeina 30 min antes da sessfio de treino na velocidade de nataciio da
tarefa do labirinto aquético de Morris. Os resultados estdio expressos como média + EPM de 12-15 ratos por grupo,
representam a velocidade para chegar a plataforma submersa na sessiio de treino, saindo de diferentes quadrantes
(N = norte, S = sul, L = leste ¢ O = oeste). Uma ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo na medida
repetida, (p < 0,05) mas nio com o efeito no tratamento da cafeina tanto no treino como no teste. A mesma andlise
mostrou que houve interacio no tratamento da cafeina com a medida repetida, p > 0,05.
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Figura 29, Efeito da administraciio i.p. de cafeina imediatamente apés a sessdio de treino na tarefa do labirinto
aquatico de Morris. Estes resultados, expressos como média + EPM de 12-15 ratos por grupo, representam as
laténcias para chegar a plataforma submersa na sessio de treino e teste, saindo de diferentes quadrantes (N = norte,
S = sul, L = leste e O = oeste). As sessdes de teste eram realizadas 48 hs apos as sessdes de treino. Uma ANOVA de
duas vias demonstrou um efeito significativo na medida repetida (p < 0,001). A mesma anilise, seguida de teste de
Duncan, mostrou um efeito significativo no tratamento da cafeina, na sessio do teste (* p < 0,05 e ** p < 0,001)
comparado ao grupo salina. Também houve interaciio no tratamento da cafeina com a medida repetida na sessio de
teste (p <0,001).



A figura 31 ilustra os resultados, da laténcia para se chegar a plataforma, obtidos
com a administragdo 1.p. de cafeina 30 min antes da sessao do teste, no labirinto aquatico
espacial de Morris. Os grupos aprenderam a chegar até a plataforma, uma analise
estatistica aplicando ANOVA de duas vias, demonstrou um efeito significativo na medida
repetida: F(5,220) = 55,92, p < 0,001. Na sessao de treino os grupos nao apresentaram
diferencas nos escores de laténcia para chegar a plataforma: F(3,44) = 0,82, p > 0,2; e na
intera¢do entre tratamento e medida repetida: F(15,220) = 1,23, p > 0,2.Na sessdo de teste
o0s animais continuaram a diminuir seus escores: medida repetida (provas),: F(2,88) = 30,3,
p < 0,001. A administragdo da cafeina antes do teste ndo afetou os escores individuais de
retengao (teste): tratamento, F(3,44) = 1,20s p > 0,2

A figura 32 ilustra os resultados, da distdncia para se chegar a plataforma, obtidos
com a administragio i.p. de cafeina 30 min antes da sessdo do teste, no labirinto aquatico
espacial de Morris. Uma ANOVA de duas vias demonstrou um efeito significativo na
medida repetida (p < 0,001) sem haver contudo efeito no tratamento da cafeina. A mesma
analise mostrou que houve interagdo no tratamento da cafeina com a medida repetida na

sessdo de teste (p < 0,05).
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Figura 30. Efeito da administracio i.p. de cafeina imediatamente apos a sessiio de treino na tarefa do labirinto
aqudtico de Morris. Estes resultados, expressos como média + EPM de 12-15 ratos por grupo, representam as
distincias para chegar a plataforma submersa na sessiio de treino e teste, saindo de diferentes quadrantes (N =
norte, S = sul, L. = leste e O = oeste). As sessioes de teste eram realizadas 48 hs apos as sessdes de treino. Uma ANOVA
de duas vias demonstrou um efeito significativo na medida repetida (p < 0,001). A mesma anadlise, seguida de teste
de Duncan, mostrou um efeito significativo no tratamento da cafeina, na sessiio do teste (* p < 0,05 ) comparado ao
grupo salina. Também houve interacdo no tratamento da cafeina com a medida repetida na sessio do teste (p <
0,01).



£€l

120J
! - Salina
1004 Cafeina 3 mg/kg
—e— Cafeina 10 mg/kg
§ —e— Cafeina 30 mg/kg
80+
3
8
E 60
g 1
404
20~
0 { }
N1 S1 L1 S2 N2 o] N S L
Sessiio de treino Sessiio de teste

Figura 31. Efeito da administrac¢fio i.p. de cafeina 30 min antes da sessiio de teste na tarefa do labirinto aquatico de
Morris. Estes resultados, expressos como média + EPM de 12-15 ratos por grupo, representam as laténcias para
chegar a plataforma submersa na sessiio de treino e teste, saindo de diferentes quadrantes (N = norte, S = sul, L =
leste e O = oeste). As sessdes de teste eram realizadas 48 hs apés as sessdes de treino. Uma ANOVA de duas vias
demonstrou um efeito significativo na medida repetida (p < 0,001), mas ndo houve efeito no tratamento da cafeina,
e também nfo houve interacio no tratamento da cafeina com a medida repetida, tanto no treino como no teste,
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Figura 32. Efeito da administracfo i.p. de cafeina 30 min antes da sess@o de teste na tarefa do labirinto aquatico de
Morris. Estes resultados, expressos como média + EPM de 12-15 ratos por grupo, representam as distincias para
chegar a plataforma submersa na sessiio de treino e teste, saindo de diferentes quadrantes (N = norte, S = sul, L =
leste e O = oeste). As sessdes de teste eram realizadas 48 hs apds as sessdes de treino. Uma ANOVA de duas vias
demonstrou um efeito significativo na medida repetida (p < 0,001), mas niio houve efeito no tratamento da cafeina.
A mesma andlise mostrou que houve interaciio no tratamento da cafeina com a medida repetida na sessio do teste (p
< 0,05).



DISCUSSAO

Os efeitos toxicos observados com a administragio dos extratos da planta P.
elegans em camundongos simulam alguns dos efeitos descritos anteriormente em bovinos e
caprinos(TOKARNIA et al.'®,1969; TOKARNIA et al'*1993). Desde 1838 existem
relatos da toxicidade da referida planta sobre o gado bovino da regifio serrana do Rip de
Janeiro (MELLO & FERNANDES™ 1941), sendo a sintornatologia descrita comprovada
posteriormente com a intoxicagio experimenial de bovinos, caprinos e coelhos
(TOKARNIA et al.'*,1969; TOKARNIA et al.'*,1993; TAVARES et al."”",1974). Em
nossos experimentos, a dose letal mediana (DLsy) encontrada foi de 1,82g kg em
camundongos, por via 1.p (vide Fig.8). Considerando que a curva dose-efeito da DLs, usa
uma ¢scala semi-logaritmica, pode-se inferir que esta foi similar as doses toxicas
observadas em ouiras espécies de animais: 1g /kg de peso corporal para o gade bovino
(TOKARNIA et al."®1969); 0,8g /kg em coethos e cobaios (TAVARES et al.”,1974) ¢
0,5g /kg em caprinos (TOKARNIA et al'*)1993), salientando, contudo, que os
experimentos dos outros amtores administraram oralmente um macerade da planta
enquanto que trabalhamos com wm extrato admimstrade por via ip. Experimentos
paralelos foram realizados, com a administracio do extrato oralmente, sendo a dose letal 3
vezes maior comparada a administragfo ip. As convulsdes observadas, assemelham-se
com os relatos apresentados anteriormente, como tremores generalizados no gado bovino
(TOKARNIA et al."*,1969); com tremores musculares ¢ movimentos de pedalagem em
coethos (TAVARES et al."",1974) e tremores musculares em caprinos (TOKARNIA et
al.',1993). A laténcia do inicio das convulsées variava de alguns minutos a poucos dias
nos experimentos mencionados acima, enquanto neste, quase Sempre Ocorria em poucos
minutos. A diferenga pode ser devida ao uso de diferentes vias de administra¢@o, como )i
referido, além dos autores mencionados usarem um homogeneizado de planta em vez de
extrato. As coincidéncias dos sinais apresenmtados em todos os experimentos, porém,
indicam que o extrato bruto II contém os mesmos principios da planta e ambos eram
absorvidos, tanto pela administragfo oral como intraperitoneal,
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Os efeitos convulsivos do extrato da planta P. elegans, tais como os apresentados na
tabela 08, séo semelhantes aos efeitos de muitas drogas estimulantes do SNC, em particular
antagonistas do complexo receptor benzodiazepina/GABA/canal de cloro, como a
picrotoxina, bicuculina (TURSKI et al.**,1985). Por oufro lado, outras drogas sio capazes
de produzir crises convulsivas em camundongos, como  agonistas de receplores
glutamatérgicos (OLNEYet al,,1972 in MELLO et al."21986; MELDRUM'®,1995).

A tabela A7 mostra que o extrato da planta reduziu a atividade locomotora
espontdnea em camundongos, efeifo oposto ao observado apds a administragio de etanol
(DURCAN et 2L,1989; PAEIVAERINTA & KORPI'1993) benzodiazepinas
(LISTER *,1988) ¢ antagonistas do receptor da adenosina (GRIEBEL et al.>,1991).

O extrato da planta diminuiu a porcentagem de entradas e o tempo gasto nos bragos
abertos labirinto em cruz elevado aumentando, consequentemente, a porcentagem gasta
nos bragos fechados, tal como pode ser observado na tabela A6. Este feste ¢é
particularmente sensivel para drogas ansioliticas como as benzediazepinas (FILE &
ARANKO”,1988; PELOW et al.’™1985) ¢ etanol (LISTER®,1988). Em geral estas
drogas aumentam a permanéncia dos camundongos nos bragos abertos do labinnto,
caracterizando uma acfio ansiolitica (LISTER 1987 ¥,1988%) efeito oposto ao ocerride
com O extrato.

Tal como pode ser observado na tabela AS, o extrato da planta P. elegans promoveu
um decréscimo no pardmetro exploratério de levantar e aumento no tempo parado no teste
do campo aberto. Este teste ¢ também sensivel para medir o estado de ansiedade do animal.
Tratamentos que induzem ansiedade como choque inescapavel nas patas promovem uma
diminuigo no atividade exploratdria ¢ um aumento da defecagio (LEMOINE et
al.®1990; VAN-DIJKEN et al’™,1992) Estes resultados sugerem a presenca de
compostos estimulantes do SNC com efeitos ansiogénicos no extrato. No entanto alguns
depressores do SNC, como as benzodiazepinas, causam um efeito de relaxamento da
musculatura(FARKAS et al.%,1989; SIMIAND et aL.'"’, 1989), o gue nfio acontecen com
a administraciio do extrato da planta como mostra o teste do arame (vide tabela AR).

Os sinais da intoxicagfo de camundongos com o exirato da plania sio similares aos

anteriormente descritos na literatura para o gado bovino, caprino, coelhos e cobaias. Estes,
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No presente trabalho o extrato da planta foi fracionado ¢ os efeitos gerais de cada
fragio foram observados. Este estudo apresenta um planejamento racional diferente do
conduzide por KREBS, (”987,811991) onde 0§ compostos guimicos mais abundantes
foram isolados e caracterizados sob o aspecto da estrutura quimica. Nossos estudos
revelaram que 0s compostos toxicos estdo concentrados nas frages mais polares ¢ que nfio
incluem o glicosideo de flavondide sorbarina isolado anteriormente por KREBS™,(1987).
Quando estes compostos pouco polares foram isolados por cromatografia de filtragio em
gel de Sephadex LH-20 observou-se que o efeito toxico convulsivante ¢ letal da planta
resultava do sinergismo entre um grande niimero de compostos, uma vez que nenhum deles
isoladamente induzin convulsbes ¢ morte nos camundongos, porém, este efeito foi
novamente verificado quando se administrou wma mistura destas fragdes. Este resultado
demonstra que o objetivo de caracterizar sob o aspecto farmacoldgico o principio toxico da
planta ¢ complexo, sendo dificil a tarefa de propor uma estratégia farmacologica para iratar
os animais intoxicados por ela. Reconhecemos porém, que o que se constitui um problema
para os que querem fratar bovinos e caprinos infoxicados com a planta, constitui, a0 mesmo
tempo, um sucesso adaptativo da planta, sucesso este que provavelmente contribui para a
preservacio desta espécie vegetal da depredagfio por animais que buscavam pastagem.
Natoralmente que este sucesso adaptativo durou até os pecuaristas comegarem a combater
a planta como uma “praga” que colocava em risco os seus rebanhos, colaborando assim
para sua extingdo.

(s diverses compostos mais polares da planta provavelmente pertencem a virios
grupos quimicos, tal como pode-se deduzir pela analise fitoguimica dos extratos etandlicos
¢ aquosos da planta. Porém, segundo as caracteristicas de sua interagfo com a Sephadex
LH-20, muitos deles apresentam peso molecuiaf entre 1,000 a 10,000 Da. o que pode
incluir substincias glicosiladas e também peptideos. A caracterizagfio da fragdo J-III, a
mais abundante entre os principios apolares, composta por um componente principal e dois
contaminantes menos abundantes, sugere que estes nfo apresentam grupamentos
aromaticos, sfo glicosilados e possuem grupamentos amina € carboxilicos.

Como ilustram as tabelas dos anexos 9 a 13, nenhum des principios ativos testados |
(sorbarina, triumboidina ¢ alantoina) foi efetivo em alterar significativamete os escores do
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teste do campo aberto, movimentacio espontinea, t6nus muscular e catatonia. Apenas a
alantoina aumentou significativamente a porcentagem de tempo despendido nos bragos
fechados do labirinto em cruz elevado mostrando, semelhantemente ao extrato um feito
ansiogénico.

Seguindo uma oulra estratégia de pesquisa dos constituintes toxicos da planta F.
elegans, testamos também alguns dos compostos anteriormente isolados, quanto aos seus
efeitos farmacoldgicos. Entre eles, a sorbarina foi o que apresentou pelo menos um efeito
farmacologico (nfo toxico) semelhante ao observado com o extrato da planta: a
propriedade de methorar 2 meména de roedores. A quantidade de sorbarina de gue havia a
disposi¢fio para 0s testes era muito pequena e s6 nos permitiu um teste preliminar onde
observamos o efeito facilitador da sorbarina sobre a memoria quando administrada no
hipocampo de ratos que foram treinados na tarefa de esquiva ativa,

A aglicona da sorbarina, a escutelareina, apresenta efeitos farmacologicos mediados
pelos mesmos mecanismos de agiio que explicam os efeitos das metilxantinas, que € um
antagonista competitivo de receptores da adenosina e, em doses altas, inibe a enzima
fosfodiesterase. Ambos mecanismos resultam em um aumento na concentragiio intracelular
do segundo mensageiro AMP. (GIL et al.%,1994; SANZ et.al.'® 1994; JI et al. 7",1996;
KARTON et al.”,1996; HASRAT et al.~>,1997). Na impossibilidade de realizar testes que
demandam uma quantidade relativamente grande da sorbarina, estudamos os efeitos da
metilxantina cafeina, que afua pelos mesmos mecanismos de agio, sobre modelos animais
de memoria ¢ aprendizagem.

Os resultados obtidos com as tarefas do labirinto agudtico de Morris, esquiva
inibitéria ¢ habituagBio a um campo aberto estio de acordo com estudos prévios em
humanos, que sugerem que a cafeina pode melhorar a memoria (CALEVY,1994,
JARVIS™ 1993, POLLINA & CALEV'® 1997, RIEDEL et al. ¥’ ,1995, RIEDEL &
JOLLES %1996, SMITH et al.'® 1994, WARBURTON'®1995) ¢ mostram que estas
tarefas sfio bons modelos para estudar este efeito. Nossos resuitados também concordam
com & maioria dos estudos anteriores que reportam efeitos benéficos da cafeina verificados
e modelos de memdria e aprendizado para animais. MOLINENGO et al.'% (1994)

relataram a redugo no declinio da memoria em ratos que receberam administrag@io cronica
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de cafeina apds a interrupgdo do freino na tarefa do “stairease”, modelo onde os ratos
treinados tém de parar em determinados degraus de uma escada. Existem alguns relatos
sobre a methora da consolidagdo da memdria provocada pela cafefna quando administrada
depois do treino em tarefas de habituagio em ratos (MOLINENGO et al. '%,1995),
al. ¥,1978), labirinto com miltiplos compartimentos em camundongos (YONKOV &
ROUSSINOV '¥,1983) e esquiva ativa em ratos (YONKOV '%,1984).

Os resultados do presente estudo reforgam algumas particularidades do efeito da
cafeina como um facilitador da memoéria que ndo sio sistematicamente estudados nos
trabathos anteriores: 1) o efeito da cafeina é mais evidente quando administrado apds o
treino, sugerindo um efeito sobre a consolidacio da memoria; 2) quando administrads
antes do treino a cafeina prejudicoun a aquisigio da memoria para algumas tarefas mas nio
afetou para oufras, sugerindo que seu efeito prejudicial sobre esta depende de
caracteristicas particulares de cada situacio de aprendizagem; 3) a administragio da
cafeina imediatamente antes do teste sugere um pequeno efefto benéfico sobre a evocagio
da membria; 4) os efeitos facilitadores da cafeina sobre a memoria sdo observados com a
administragiio de baixas doses mas nfio com altas, que podem até causar efeitos opostos.

0 efeito da administragdo pos-treino sobre a consohidagio da meméria nio pode ser
atribuido a influéncia direta na performance do animal ja que a droga foi efetiva apenas
quando administrada apos o treino, ¢ a sessfio de teste ocorren somente 48 h apés. Em
relacdo a tarefa do labirinto aqudtico de Morris, a dose de 10 mg/kg de cafeina causou uma
interagBo positiva com o aurnento observado na velocidade do nado como wma fiumglio das.
provas, mas, novamente esta ndo foi a situacfo em que a cafeina melhorou a memona. Ela
apresentou este efeito benéfico quando administrada apds todas as sessfes de treino e
apresentou os melbores resultados com as doses mais baixas que nfio melhoraram a
velocidade de natagdo (0,3 mg/kg). Na tarefa de esquiva inibitoria a administragdo pos-
treino de cafeina também houve wma methora da memoéna, porém com doses que variaram
de 1 a 30 mg/kg. Mesmo nesta tarefa, porém, uma dose maior de cafeina (100 mg/kg) ndo
apresentou efeito. A cafeina nfo apresentou melhora sobre a2 memornia dos animais quando

administrada para camundongos apds as sessbes de habituagio ao campo aberto em
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nenhuma das doses testadas, porém a anélise de varidncia mostra uma tendéncia (p = 0,07)
dos tratamentos a produzir este efeito.

Muitos dos estudos que apresentam um aumento na retengiio da memoria sdo
realizados com a administragio de cafeina apos o treino (CESTARI & CASTELLANO
%,1996; FLOOD et al *,1978; FLEXNER & FLEXNER “,1975; MOLINENGO et
al. '®,1995; YONKOV '%,1985; YONKOV & ROUSSINOV '%7,1983). Como observado
neste estudo, pesquisas anteriores relatam que a administracdo de cafeina pré-treino €
inefetiva on promove um prejuizo na retengfio da meméria em animais (BARTUS °,1979;
FURUSAWA® ,1991; HUDZIK & WENGER%,1993; IZQUIERDO et al’®1979;
PAN'7 1995; SANSONE et al. 1 ,1994). O mesmo ocorre em estudos com humanos em
gue a administracio da cafeina antes do treino foi ineficaz (SMITH et al.*®,1994;
LOKE™,1988; LOKE et a1”,1985) ou prejudica o armazenamento da memoria
(ERIKSON et 2.,1985; TERRY & PHIFER'¥,1986). Contrario a nossos resultados, os
experimentos de ROUSSINOV & YONKOV'?(1976) ¢ YONKOV & ROUSSINOV*Y
(1983} com animais relatam um maior efeito da cafeina quando administrado antes da
sessfio de treino. Entretanto, nestes estudos a cafeina foi administrada 5 min. antes deste e
provavelmente estd em concentragfio disponivel no plasma apenas apds a sessfio de treino.
Os poucos estudos que investigaram a aglo da cafefna sobre a memdria operacional
sugerem uma auséneia de efeitos em animais (FURUSAWA™, 1991) ¢ em humanos
(WARBURTON" 1995). Um estudo realizado por ERIKSON et al.*>(1985) sugere que 2
cafeina pode ser prejudicial para a memdéria operacional de mulheres, mas nfio de homens.

Os efeitos amnésicos da administragiio pré-treino da cafeina nfo podem ser
interpretados como uma “dependéneia de estado”, fendmeno onde a aprendizagem de uma
tarefa sé ocorre quando o animal esta sob a aglio da droga. Isto resulta em uma dependéncia
do “estado de droga”, onde o animal s6 apresenta uma boa evocagdio quando novamente
neste estado. O efeito amnésico da administraciio de cafeina antes da sessfio de treino da
da sesséo de teste.

A administracZo da cafeina antes da sessfio de feste causou uma tendéncia a
melthorar a meméria na tarefa do labirinto aquatico (interaghio tratamento/medida repetida)
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¢ uma meihora significativa da meméria na tarefa de esquiva inibitéria. Estes resultados
podem ser interpretados como uma melhora na evocagio da memdria, sendo que a
literatura apresenta poucos estudos sobre este efeito da cafeina. Os resultados obtidos
nestes estudos concordam. com nossos, sugerindo que a cafeina melhora 3 evocagiio da
meméria. VALZELLI et al. "™ (1986) relatam que a cafeina melhora a evocagio da
memoria de camundongos de aprendizado pobre. RIEDEL et al'>’(1995) relatam que 2
cafefna atenua o dano causadd pela escopolamina na evocacio hivre de palavras, em testes
de memdria de curta e de longa duragfio. Segundo os mesmos autores, a cafeina também
melhora as pertmbaqﬁes causadas pela escopolamina na qualidade ¢ na velocidade da
evocagho da memoria de longa duraco em tarefa de aprendizado de palavras em humanos.

Nossos resultados mostraram que apenas doses baixas de cafeina melboraram a
retengio na tarefa do labirinto aquatico de Morris. Muitos dos estudos anteriores com
animais mostraram um aumento no efeito de retengdio da memdaria com doses baixas, via
1.p., de cafeina, na faixa de 0.2 a 2.0 mg/kg para ratos ¢ camundongos (CESTARI &
CASTELLANO®,1996; ROUSSINOV & YONKOV'”1976; YONKOV'®,1985;
YONKOV & ROUSSINOV™® 1983). Contudo, a diversidade de tarefas para memoria e o
pequeno mimero de estudos relatados na literatura ndo séo suficientes para comparacgdes
com nossos dados, especialmente se considerarmos a caréncia de estudos com altas doses.
Este efeito pode resultar da interac3o entre a cafeina com mais do que um alvo celular.

O efeito dual da cafeina, causando uma melhora da memdria com doses baixas ¢
prejuizo ou inefetividade em altas doses pode estar refletindo a aglio da cafeina em mais de
um tipo de receptor. A cafeina ¢ conhecida tanto por agir como antagonista no receptor
adenosinérgico A, como também no A, (BRUNS et al.%,1986). O mecanismo pelo qual a
cafeina exerce o efeito sobre o aumento da meméria € controvertide. Os receptores
adenosinérgios A, §30 densamente expressos no cortex cerebral e no hipocampo (BRUNS
et al. 1,198; MAHAN et al. 92,1991)‘ A ativagiio do receptor A, da adenosina tem se
mostrade um potente inibidor da liberag@io de acetilcolina dos neurbnios piramidais
hipocampais (BRILEY",1990; CARTER et al. *,1995; MORTON & DAVIES™™ 1997),
A acetilcolina, a propésito, tem mostrado ser importante para o armazenamento da
memoéria (EVERITT & ROBBINS*,1997). Baseado nisto e no fato de que pessoas idosas
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apresentam um declinio progressivo no niveis cerebrais de Ach e sfo mais susceptiveis aos
efeitos benéficos da cafeina sobre a memona, alguns autores consideram que 2 inibigfo dos
receptores A, adenosinérgicos ¢ o principal mecanismo que explica este efeito (RIEDEL
& JOLLES',1996). Por outro lado, outros autores acreditam que o efeito antagonista da
cafeina sobre o receptor da adenosina, A, nfo pode explicar seu efeito facilitador sobre
memoria. Argumentam gue agonistas adenosinérgicos A,, tais como o N6-(R-
fenlisopropil)adenosina  (R-PIA) (MOLINENGO etal'™,1994) ou o N6-
ciclopentiladenosina {CPA) (VON LUBITZ et al.’*1993) niio antagonizam o efeito
benéfico da cafeina sobre a memoria, podendo ainda potencializd-lo, enguanto o©
antagonista 3- dipropilxantina (DPCPX) nido melhora a reten¢fio da memdria (VON
LUBITZ et aL."®,1993). Estes autores propde que o efeito comportamental estimulante das
metilxantinas pode ser associado de forma mais conclusiva ao bloqueio dos receptores
adenosinérgicos A; do que dos receptores A; (HOWELL et al.’5,1997). Os dados
apresentados aqui ndo deixam claro o mecanismo da cafeina, mas reforgam a idéia de que
o efeito facilitador ou prejudicial da cafeina sobre a memoéria pode estar associado &
ativaglio dose-dependente de mais de um tipo de receptor.

Em resumo, o presente estudo concorda com a idéia geral de que a cafeina pode
melhorar a consolidagio € a evocagio da memoria mostrando particularidades deste efeito
em um estudo sistematico que usa uma variedade de modelos animais de aprendizagem e
memoria. Este estudo também aponta para a sorbarina, que apresenta um mecanismo de
aclio semelhante a da cafeina, como um agente promissor, entre ¢s principios ativos da
planta P. elegans, por melhorar 2 memoéria quando administrado apods o treino de animais

em tarefas especificas.
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CONCLUSOES

i A plamta Pseudocalymma elegans apresenta compostos com efeitos toxicos que
podem ser observados em camundongos, constituindo a intoxicagdio experimental destes

animais um bom modelo de intoxicac@o de bovinos ¢ caprinos com esta planta.

2, (Os compostos toxicos da planta atuam de forma sinérgica, estando concentrados
em fraces mais polares do extrato da planta.

3. O presente estudo mostra que o efeito sinérgico, de multiplos constituintes , torna
dificil o estabelecimento de uma estratégia farmacolégica Gmca para tratar os sintomas da
intoxicagiio com & planta.

4, Os estudos farmacologicos de principios ativos como a sorbarina ¢ sirmilares,
mostram que compostos com efeitos terapduticos, tais como o de methorar a memoria,

podem ser purificados da planta,
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ANEXOS
Anexo 1. Extracdo fracionada com Solventes
130g de p6 da planta

1000 mi de solvente
1.extracfio sob agitagio

2 filtragio

3.evaporagio do solvente

Extrato bruto 1 Torta
20g Extracio 3X com
hexano
Torta Extrato hexanico
Extracio 3X com com acetaio de etila ig
I |
Torta Extrato de acetato de etila
Extracio 3X com com metanol i lg
| |
Torta Extrato metandlico
Extragfio 3X com 10g
com agua
| |
Torta Extrato aquoso

5¢g
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Anexo 2. Preparagio do Extrato Bruto II
200g de po da planta

1. 800 ml de 4gua: solvente(1/1),
banho-maria por 15 min

2. adigio de 800 m! de etanol,
agitagio por 12 hs

3. filtraclio exaustiva sob vicuo
4. concentragiio do solvente

-

Extrato bruto 1
+ 200 ml agua

1. fracionamento por partigio

com éter de petrdleo
2. concentragde do solvente

| |

Fragdo aquosa Extrato de éfer de petroleo
(+ apolar )
1. extracio com éfer
etilico
2. concentracio do
solvente
Fragdo aquosa Extrato etéreo
w

Residuo agquoso

1. +KOH1OM
2. pH 7 para 7.0 com HCl

w

Extrato Bruto II Testes farmacologicos
Fracionamento em coluna de silica~gel

Filtragéio em gel Sephadex LH-20
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Extrato Bruto I

1. extra¢do com butanol
2. concentragdo do butanol

| l

Residuo Extrato butandlico
Restante ¢ 2)

1. eluiglo com 9 ml dgua

2. filtragfo em coluna de Sephadex LH-20:
eluicio com agua
eluicio com agua + etanol ( 1:1)

eluicdo com etanol

il

monitoramento em UV
concentragio de cada fragio em rotavapor (etanol) ou liofolizagho (dgua)

Fraggo J-11

coluna de Sephadex LH-20
elnigdo com 4gna

-

Momnitoramente em UV

Testes biologicos
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Anexo 3: Protocolo do Teste Hipocritico de Malone
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Anexo 4: Protocolo do Teste Hipocritice de Irwin

DROGA DOSE . VIA

ANDJMAL PESQ GAIOLA

DATA MANHA ( ) TARDE ( )

TEMPO (min)

150

0 30 60 o0 120
Sono .

Fechamento palpebral

Atividate locomotora

Comportamento bizarre

Exoftaloua

Taxa respiratOria

Tremores

Contorgées

Convulsbes

Vocahzagdo

Utina

Defecacio

Transferéncia

Morte s

Observagio
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DROGA

DOSE

VIA

PESO

GAIOLA

DATA

MANHA ( )

TARDE ( )

TEMPO

(min)

0

30

60

90

120

150

Locomocio espacial

Fechamento palpebral

Piloerecio

Estalar de dedos

Corrida

Elevacio péelvica

Elevaciio da cauda

Aproximacio do dedo

Retirada do dedo

Fuga ao toque

Andar atixico

Andar hipotdnico

Qutro problema ao andar

Rotagido de membros

Total incapacidade ao andar

Catatonia

Vocalizagio

Urina

Defecagio

Morte

Observacio
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DROGA DOSE VIA
ANIMAL PESO GAIOLA
DATA MANHA ( ) TARDE ()
TEMPO (min)
0 130 1 60 | 90 [ 120 | 150

Acomodagio visual

Forga ao agarrar

Ténus corporal

Hipoternia

Pavithdo do ouvido

Cérnea

Esforeo em relagfo a posigio

Manuseio do arame

Cor da pele

Diarréia

Ténus das patas

Tonus abdominal

Tamanho da pupila

Pupila - luz

Lacnimejamento

Salivacio

| Morder

Belisciio no dedo do pé

Beliscio na cauda

Reflexo de “righting”™

Tendéncia a morder

Vocalizagio

“Freezing” provocado

Unina / Defecagio

Morte




Anexe 5

Tabela AS: Efeito da administragBo do extrato bruto II da planta 2. elegans sobre o
comportamento de camundongos em um campo aberto.

N N de NW° de Tempo Tempo de N° de bolos
cruzamentos  levantar parado limpeza fecais
Veiculo 13 1189+49 374+33  0,8+05 8,5+1.9 0,62+0,29
Extrato 13 1068+179 68+:28% 405+17,7% 75+44 0,08+0,08

s camundongos receberam 1g/kg ip. do extrato da planta ou veiculo e 30 min antes do
teste. Os resultados estiio expressos como média + EPM. * p<0,05; # p < 0,001 teste t de
Student.
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Anexo 6

Tabela A6 Efeito da administragio do extrato bruto Il da planta P. elegans sobre o

comportamento de camundongos em um labirinto em cruz elevado.

N N° total de % entradas % tempo bragos % tempo bragos

entradas bragos abertos  abertos fechados
Veiculo 13 23,5+1,7 57,2422 36,6+3.7 34,7+4.0
Extrato 13 16,1+1,9# 39 8+3 7+ 19,9+4,1# 35,8+6,5%

Os camundongos receberam lg/kg 1.p. do extrato da planta ou veiculo ¢ 35 min antes do
teste. Os resultados estiio expressos como média + EPM. * p< 002, # p<0,01; +p <
0,001 teste t de Student.
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Anexo 7

Tabela A7 Efeito da administragfio do extrato bruto II da planta P .elegans sobre o

comportamento de camundongos na atividade locomotora espontinea.

N N° de cruzamentos
Veiculo 13 67.00+8,35
Extrato 13 40,46+7,80%

Os camundongos receberam 1g/kg 1.p. do extrato da plania ou veiculo e 40 min apds foram
observados por 5 min em uma caixa automatizada de locomogéo espontinea. Os resultados
estdo expressos como média + EPM. * p < 0,05 teste t de Student.
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Anexo 8

Tabela A8: Efeito da administragdo do extraio bruto 11 da planta P. elegans sobre o tOnus

muscular de camundongos.

N Tempo (s)
Veiculo 13 40 (13,7/120)
Extrato 13 46 (16/99)

Os camundongos receberam 1g/kg 1.p. do extrato da planta ou veiculo e 45 min apos foram
dependurados pelas patas anteriores em um arame csticado ¢ observados. Os resultados
estio expressos como mediana (intervalos interquartis) do tempo de permanéncia no
arame. Nio foram observadas diferengas significativas entre os grupos (teste U de Mann-
Whitney).
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Anexo 9

Tabela AS: Efeito da administragBio de compostos isolados da planta P. elegans sobre o

comportamento de camundongos em um campo aberto,

Droga N n® de n° de tfempo tempode  n° de bolos
cruzamentos  levantar  parado (s) limpeza (s) fecais

Veiculo 19 6{0,2/31) 0 (0/) 152+19 0,26 +0,21 0,0(0,00,0)

Alantoina 19 4 (2/16) 0 (0/0) 18+ 14 0,11 +0,16 0,0(0,0/0,0)

Sorbarina 20 8(0,5/28) 6 (6/0) 189+16 000+0,00 0,0(0,0/0,0)

Triumboidina 20 5(221) 0 (0/0) 174+ 13 0,00+0,00 0,0(0,0/0,0)

Os camundongos receberam 4 mg/kyg de alantoina, sorbarina, triunboidina ou do veiculo

(i.p.} 30 min antes do teste. Os resultados estio expressos como mediana (intervaios
interquartis) ou como média + EPM. Néo foram observadas diferengas significativas entre
os grupos {dados paramétricos: Kruskal Wallis ANOVA p > 0,2; dados nfio paramétricos:

ANOVAp>02).
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Anexo 10

Tabela A10: Efeito da administracfo de compostos isolados da planta P. elegans sobre o

comportamento de camundongos em um labirinto em cruz elevado,

Droga N 1 total % entradas % tempo no % tempo
de entradas  brago aberto brago aberto  brago fechado
Veiculo 19 874+100 14,5+4,0 48+ 14 645+39
Alantoina 19 695+0,76 77+29 13+06* - 829+3,0%
Sorbarina 20 6,15+ 0,61 47+20 14+0,7 76,1 +4.1
Triumboidina 20 835+0,71 20,7+37 108+ 25 653148

Os camundongos receberam 4 mg/kg i.p. de alantoina, sorbarina, triumboidina ou veiculo
35 min antes dos teste. Os resultados estio expressos como média + EPM. *p < 0,05, teste
de Newman-Keuls precedido por ANOVA de uma via.
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Anexo 11

Tabela Al1l: Efeito da admimistrag@io de compostos isolados da planta P. elegans sobre a
atividade locomotora espontinea de camundongos.

Droga N N de cruzamentos
Veiculo 19 g 23 (15.0/33.7)
Alantoina 19 \ 17 {11,5/215)
Sorbarina 20 .19 (15,0/24,0)
’I“riumbgidina 20 . 23 (13,5/27,0)

Os camundongos receberam 4 mg/kg i.p. de alantoina, sorbarina, triumbeidina ou veiculo
40 min antes dos teste. Os resultados estdio expressos como mediana (intervalos
interquartis). N#o foram observadas diferengas significativas entre os grupos (Kruskal
Wallis ANOVA p>0,2).
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Anexo 12

Tabela A12: Efeito da administragfio de compostos isolados da planta P. elegans sobre o

tonus rouscular de camundongos.

Droga N Tempo (5)
Veiculo 19 - 171 + 28
Alantoina 19 138 + 27
Sorbarina 20 139 + 23
Triumboidina 20 192 + 24

Os camundongos receberam 4 mg/kg i.p. de alantoina, sorbarina, triumboidina ou veiculo
45 min antes dos teste. Os resultados estiio expressos como mediana (intervalos
mterquartis). Ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos (Kruskal
Wallis ANOVA p>0.2).
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Anexo 13

Tabela Al3: Efeito da administragiio de compostos isolados da planta P. elegans sobre o
teste de catatonia em camundongos.

Droga N - Tempo (s)
Veiculo 19 222 + 22
Alantoina 16 232 + 23
Sorbarina 20 289 + 0,6
Triumboidina 20 284 + 08

Os camundongos receberam 4 mg/kg 1.p. de alantoina, sorbarina, triumboidina ou veiculo
50 min antes dos teste. Os resultados estfio expressos como média + EPM. Néo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos (ANOVA p> 0.2).
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Figura 33: Alguns compostes purificados da planta Pseudocalymma elegans.
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