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RESUMO 
 
OLIVEIRA, G.L.S. Estudos toxicológicos e neurofarmacológicos não clínicos do -
cariofileno e do seu complexo de inclusão- -cariofileno/metil- -ciclodextrina. 2019.  172p. 
Orientador: Dra. Fernanda Regina de Castro Almeida. Tese (Pós-graduação em Biotecnologia, 
Rede Nordeste de Biotecnologia  RENORBIO). Ponto focal, Universidade Federal do Piauí  
UFPI, Teresina, Piauí. 
 
O -cariofileno ([(1R,4E,9S)-4,11,11-trimetil-8-metilidenebiciclo[7.2.0]undec-4-eno]) é um 
sesquiterpeno bicíclico com importante papel na química dos sesquiterpenóides que pode ser 
usado como aditivo alimentar e que apresenta várias atividades farmacológicas in vivo e in vitro. 
Esse sesquiterpeno natual têm atraído demasiado interesse do ponto de vista químico, 
diversidade estrutural, quimiotaxonômico e principalmente porque apresentam atividades 
farmacológicas direcionadas aos distúrbios do sistema nervoso central (epilepsia, depressão, 
ansiedade e doenças neurodegenerativas). No entanto, poucas informações toxicológicas têm 
sido relatadas e seu uso é baseado no fato de que esse sesquiterpeno bicíclico é diariamente 
consumido como alimento vegetal em quantidades muito maiores do que como um aditivo 
alimentar. Dessa forma, estudos toxicológicos que visam avaliar possíveis efeitos adversos é de 
suma importância. Adicionalmente, estudos além do toxicológico destacam a necessidade de 
avaliações experimentais contínuas para determinar os mecanismos moleculares subjacentes 
aos efeitos farmacológicos do -cariofileno em relação à doenças do sistema nervoso central 
como ansiedade, depressão e epilepsia. Assim, o presente estudo avaliou primeiramente a 
toxicidade aguda (dose única) e em doses repetidas (28 dias) do -cariofileno administrado por 
via oral nas doses de 300 e 2000 mg/kg em camundongos Swiss fêmeas analisando alterações 
no peso corporal, consumo de alimento, ingestão de água, parâmetros hematológicos e 
bioquímicos, peso de órgãos após necropsia, biomarcadores de estresse oxidativo e 
histopatologia de vários tecidos vitais. O estudo de toxicidade aguda (300 e 2000 mg/kg) e em 
doses repetidas (300 e 2000 mg/kg) foram realizados de acordo com a diretriz 423 e 407 da 
Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD), respectivamente. Já 
o potencial neurofarmacológico do -cariofileno (100, 200 e 400 mg/kg) foi avaliado por 
modelos experimentais usando o teste do campo aberto, rota rod, labirinto em cruz elevado, 
suspensão pela cauda e nado forçado, bem como os modelos de crises epiléticas induzido por 
pilocarpina, pentilenotetrazol e isoniazida. Adicionalmente, o modelo experimental de 
depressão induzido por dor neuropática foi utilizado para determinar o potencial antidepressivo 
do -cariofileno livre (100 e 200 mg/kg) e -cariofileno complexado com metil- -ciclodextrina 
(50 e 100 mg/kg). É importante destacar que o -cariofileno apresenta algumas características 
como volatilidade e baixa solubilidade em água, sendo que técnicas como complexações com 
ciclodextrinas pode melhorar a solubilidade, estabilidade e liberação controlada desse 
sesquiterpeno. O método de liofilização foi utilizado no presente estudo para obtenção do 
complexo de inclusão do - cariofileno com metil- -ciclodextrina após a preparação da mistura 
física num almofariz na proporção molar 1:1 ( -cariofileno e metil- -ciclodextrina). Os 
resultados obtidos destacaram ausência de sinais clínicos adversos e mortalidade em qualquer 
animal submetido ao estudo de toxicidade em dose única e em doses repetidas. Além disso, não 
foram observadas alterações significativas no peso corporal, biomarcadores oxidativos 
(catalase, superóxido dismutase e peroxidação lipídica), parâmetros hematológicos (eritrócitos, 
leucócitos, plaquetas, hemoglobina) e bioquímicos (glicose, ureia, creatinina e ácido úrico) 
quando comparado com o grupo controle do estudo de toxicidade em dose única e em doses 
repetidas. As observações dos efeitos neurofarmacológicos resultaram na possível compreensão 
dos mecanismos neuromoleculares subjacentes às propriedades ansiolíticas e 
anticonvulsivantes que podem envolver os receptores benzodiazepínicos/GABAérgicos, uma 



vez que o pré-tratamento do -cariofileno (200 mg/kg) com flumazenil (reconhecido 
antagonista do receptor benzodiazepínico) ou bicuculina (antagonista do receptor GABAA) 
reestabeleceu os parâmetros de ansiedade no labirinto em cruz elevado, bem como os resultados 
de redução da latência para consumir o alimento no teste da alimentação suprimida pela 
novidade. No mesmo teste usando outro grupo de animais, as propriedades farmacológicas do 
-cariofileno podem estar relacionadas a inibição da síntese de óxido nítrico, uma vez que o 

pré-tratamento com L-arginina reverteu significativamente os resultados ansiolíticos, 
antidepressivos e anticonvulsivantes do -cariofileno (200 mg/kg) (p<0,05). Adicionalmente, 
os resultados obtidos nas propriedades neurofarmacológicos sugerem que os receptores 
serotoninérgicos dos tipos 5-HT2A e 5-HT3 não estão envolvidos nas propriedades ansiolíticas, 
antidepressivas e anticonvulsivantes do -cariofileno. Além dos resultados já abordados, foi 
demonstrado que o -cariofileno complexado (100 mg/kg) quando administrado em 
camundongos Swiss com constrição do nervo ciático e comportamento semelhante à depressão 
quando verificado pelo aumento do tempo total de imobilidade no teste da suspensão pela cauda 
e nado forçado, foi mais efetivo no efeito antidepressivo com uma dose inferior ao -cariofileno 
não complexado ou livre (200 mg/kg). Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo 
destacam uma premissa interessante no possível uso do complexo de inclusão -
cariofileno/metil- -ciclodextrina para o desenvolvimento de formulações farmacêuticas de 
dosagem oral com biodisponibilidade aumentada em propriedades antidepressivas. 
 
Palavras-chave: -cariofileno, L-arginina-óxido nítrico, metil- -ciclodextrina, receptores 
benzodiazepínicos/GABAérgicos, toxicidade. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



ABSTRACT 
 

OLIVEIRA, G.L.S. Non-clinical toxicological and neuropharmacological studies of -
caryophyllene and its -caryophyllene/methyl- -cyclodextrin inclusion complex. 2019.  
172p. Advisor: Dra. Fernanda Regina de Castro Almeida. Thesis (Post-Graduate Studies in 
Biotechnology, Northeast Network of Biotechnology - RENORBIO), Focal point, Federal 
University of Piauí - UFPI, Teresina, Piauí. 
 
-caryophyllene [(1R,4E,9S)-4,11,11-trimethyl-8-methylidenebicyclo [7.2.0]undec-4-ene] is a 

bicyclic sesquiterpene with an important role in sesquiterpenoid chemistry that can be used as 
a food additive and has various pharmacological activities in vivo and in vitro. This natural 
sesquiterpene has attracted too much interest from the chemical point of view, structural 
diversity, chemotaxonomic and mainly because they present pharmacological activities 
directed to central nervous system disorders (epilepsy, depression, anxiety and 
neurodegenerative diseases). However, little toxicological information has been reported and 
its use is based on the fact that this bicyclic sesquiterpene is daily consumed as a plant food in 
much larger quantities than as a food additive. Thus, toxicological studies aimed at evaluating 
possible adverse effects is of paramount importance. Additionally, studies beyond toxicology 
highlight the need for ongoing experimental evaluations to determine the molecular 
mechanisms underlying the pharmacological effects of -caryophyllene in relation to central 
nervous system disorders such as anxiety, depression and epilepsy. Therefore, the present study 
evaluated the acute toxicity (single dose) and repeated doses (28 days) of -caryophyllene 
administered orally in female Swiss mice analyzing changes in body weight, feed intake, water 
intake, hematological and biochemical parameters and organ weight after necropsy, oxidative 
stress biomarkers and histopathology of various vital tissues. The acute toxicity study using 
(300 and 2000 mg/kg) and repeated doses (300 and 2000 mg/kg) were performed according to 
the Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) guidelines 423 and 407 
respectively. The neuropharmacological potential of -caryophyllene (100, 200 and 400 mg/kg) 
was evaluated using animal models in the open field test, rotated rod, elevated plus maze, tail 
suspension and forced swimming, as well as models of epileptic seizures induced by 
pilocarpine, pentylenetetrazol and isoniazid. Additionally, the animal model of depression 
induced by neuropathic pain was used to determine the antidepressant potential of free -
caryophyllene (100 and 200 mg/kg) and complex -caryophyllene with methyl- -cyclodextrin 
(50 and 100 mg/kg). It is important to highlight that -caryophyllene displays some 
characteristics such as volatility and low solubility in water, and techniques such as 
complexation with cyclodextrins can improve the solubility, stability and controlled release of 
this sesquiterpene. The lyophilization method was used in the present study to obtain the 
inclusion complex of -caryophyllene with methyl- -cyclodextrin after preparation of the 
physical mixture in a 1:1 molar ratio ( -caryophyllene and methyl- -cyclodextrin) in mortar. 
The results showed the absence of adverse clinical signs and mortality in any animal that went 
through a single dose and repeated dose toxicity study. In addition, no significant changes in 
body weight, oxidative biomarkers (catalase, superoxide dismutase and lipid peroxidation), 
hematological parameters (erythrocytes, leukocytes, platelets, hemoglobin) and biochemical 
parameters (glucose, urea, creatinine and uric acid) were observed when compared with the 
control group of single-dose and repeat-dose toxicity study. Observations of 
neuropharmacological effects have resulted in a possible understanding of the neuromolecular 
mechanisms underlying anxiolytic and anticonvulsant properties that may involve 
benzodiazepine/GABAergic receptors, since pretreatment of -caryophyllene (200 mg/kg) with 
flumazenil (a recognized antagonist of benzodiazepine receptor) or bicuculline (GABAA 
receptor antagonist) reestablished the anxiety parameters in the elevated plus maze, as well as 



the results of reduced food consumption latency in the novelty suppressed feeding test. In the 
same test using another group of animals, the pharmacological properties of -caryophyllene 
may be related to inhibition of nitric oxide synthesis, since pretreatment with L-arginine 
significantly reversed anxiolytic, antidepressant and anticonvulsant results of caryophyllene 
(200 mg/kg) (p<0,05). Additionally, the results obtained in the neuropharmacological 
properties suggest that 5-HT2A and 5-HT3 serotoninergic receptors are not involved in the 
anxiolytic, antidepressant and anticonvulsant properties of -caryophyllene. In addition to the 
results already discussed, it has been shown that complexed -caryophyllene (100 mg/kg) when 
administered in Swiss mice with sciatic nerve constriction and behavior similar to depression-
like behavior when verified by increasing the total immobility time in the tail suspension and 
forced swimming test was more effective in antidepressant effect at a dose lower than 
uncomplexed or free -caryophyllene (200 mg/kg).  Thus, the results obtained in the present 
study highlight an interesting premise on the possible use of the -caryophyllene/methyl- -
cyclodextrin inclusion complex for the development of oral dosage forms with increased 
bioavailability in antidepressant properties. 
 
Keywords: -caryophyllene, Swiss mice, benzodiazepine/GABAergic receptors, L-arginine-
nitric oxide, methyl- -cyclodextrin, toxicity. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



LISTA DE FIGURAS 
 

INTRODUÇÃO  

Figura 1: Representação esquemática das atividades experimentais desenvolvidas... 25 

REVISÃO DE LITERATURA 
 

Figura 1: População com transtornos de ansiedade em 2016....................................... 31 

Figura 2: Representação resumida da síntese do óxido nítrico (NO) realizada pelo 

óxido nítrico sintase (NOS) e a via de sinalização L-arginina-NO-guanosina 

monofosfato cíclico (GMPc)........................................................................................ 

 

 

36 

Figura 3: Prevalência dos transtornos depressivos em determinadas populações em 2016.... 38 

Figura 4: Número total de pessoas de todas as idades com depressão diferenciadas por sexo 39 

Figura 5: Organização molecular dos sistemas monoaminérgicos.............................. 41 

Figura 6: Classificação básica das crises epilépticas conforme a Liga Internacional 

Contra a Epilepsia (ILAE)............................................................................................ 

 

44 

Figura 7: Classificação expandida das crises epilépticas conforme a Liga 

Internacional Contra a Epilepsia (ILAE)...................................................................... 

 

45 

Figura 8: Estruturas químicas de benzodiazepínicos com efeito ansiolítico................ 47 

Figura 9: Estruturas químicas de antidepressivos........................................................ 50 

Figura 10: Estruturas químicas de compostos antiepilépticos usados para tratar a 

epilepsia....................................................................................................................... 

 

51 

Figura 11: Via geral para biossíntese dos sesquiterpenos com formação do -

cariofileno.................................................................................................................... 

 

53 

Figura 12: Estruturas das ciclodextrinas ,  e  com 6, 7 e 8 unidades de 

glicopiranosídeo, respectivamente............................................................................... 

 

56 

CAPÍTULO I 
        

Figura 1: Estrutura química do -cariofileno [(1R,4E,9S)-4,11,11-trimetil-8-

metilidenebiciclo[7.2.0]undec-4-eno].......................................................................... 

     

85 

Figura 2: Protocolo experimental para avaliação da toxicidade aguda em 

camundongos e em doses repetidas.............................................................................. 

 

87 



Figura 3: Resultados do peso corporal de animais tratados com -cariofileno ( -

CFN) no estudo de toxicidade aguda (Figura 3A) e em doses repetidas (Figura 

3B)................................................................................................................................ 

     

 

92 

Figura 4: Resultados dos biomarcadores de estresse oxidativo no fígado e rim dos 

animais tratados com -cariofileno ( -CFN) após o estudo de toxicidade em doses 

repetidas (28 dias)......................................................................................................... 

 

 

101 

CAPÍTULO II 
     

Figura 1: Estrutura química do -cariofileno [(1R,4E,9S)-4,11,11-trimetil-8-

metilidenebiciclo[7.2.0]undec-4-eno].......................................................................... 

 

113 

Figura 2: Resultados da atividade exploratória espontânea do -cariofileno ( -CNF) 

e Diazepam (DZP, 5 mg/kg) no teste do campo aberto (A, B, C, D e E)....................... 

 

118 

Figura 3: Resultados da coordenação motora e da atividade exploratória do -

cariofileno ( -CNF) e diazepam (DZP, 5 mg/kg) no teste rota rod (A e B) e de 

alteração da camada de maravalha (A, B e C), respectivamente................................... 

 

 

119 

Figura 4: Resultados do efeito tipo ansiolítico do -cariofileno ( -CNF) e diazepam 

(DZP, 2 mg/kg) no teste de labirinto em cruz elevado (A, B, C e D)............................. 

 

120 

Figura 5: Resultados do efeito tipo ansiolítico do -cariofileno ( -CNF) e diazepam 

(DZP, 2 mg/kg) no teste da alimentação suprimida pela novidade (A e B)................... 

 

121 

Figura 6: Resultados do efeito tipo antidepressivo do -cariofileno ( -CNF) e 

imipramina (IMP) no teste da suspensão pela cauda (A), nado forçado (B) e 

borrifagem de sacarose (splash test) (C e D)................................................................. 

 

 

124 

Figura 7: Resultados da atividade anticonvulsivante do -cariofileno ( -CNF) e 

diazepam (DZP) nos modelos de crises epiléticas induzido por pilocarpina (A e B), 

pentilenotetrazol (D e E) e isoniazida (G e H).............................................................. 

 

 

127 

CAPÍTULO III 
 

Figura 1: Estrutura química do -cariofileno [(1R,4E,9S)-4,11,11-trimetil-8-

metilidenebiciclo[7.2.0]undec-4-eno] e da metil- -ciclodextrina, respectivamente..... 

 

148 

Figura 2: Representação esquemática das etapas e protocolos experimentais 

desenvolvidos no presente estudo................................................................................. 

 

151 

Figura 3: Resultados do limiar nociceptivo mecânico (LNM) no modelo de dor 

neuropática por constrição parcial do nervo ciático da pata direita............................... 

 

154 



Figura 4: Resultados da atividade exploratória espontânea do -cariofileno livre ( -

CNF) e complexado com metil- -ciclodextrina ( -CNF/M CD) no teste do campo 

aberto............................................................................................................................ 

 

 

155 

Figura 5: Resultados do efeito tipo antidepressivo do -cariofileno ( -CNF) livre, 

complexado com metil- -ciclodextrina ( -CNF/M CD) e da imipramina (IMP) no 

teste da suspensão pela cauda (A) e nado forçado (B)................................................... 

Figura 6: Resultados do -cariofileno livre ( -CNF), complexado com metil- -

ciclodextrina (complexado ( -CNF/M CD) e da imipramina (IMP) no teste de 

borrifagem de sacarose................................................................................................. 

 

 

156 

 
 
 

157 

  



LISTA DE TABELAS 

 

REVISÃO DE LITERATURA  

Tabela 1: Efeitos adversos de vários compostos antiepilépticos.................................. 52 

Tabela 2: Algumas propriedades físicas e químicas das ciclodextrinas....................... 57 

Tabela 3: Principais derivados das ciclodextrinas (CD).............................................. 59 

CAPÍTULO I 
   

Tabela 1: Efeitos do -cariofileno em animais durante o estudo de toxicidade aguda 

(14 dias) e em doses repetidas (28 dias)........................................................................ 

     

90 

Tabela 2: Efeitos do -cariofileno ( -CFN) na toxicidade motora em animais 

submetidos ao estudo de (14 dias) e em doses repetidas (28 dias)................................. 

    

    91 

Tabela 3: Resultados do consumo de ração, água, formação de urina e fezes de 

animais tratados com -cariofileno ( -CFN) durante o estudo de toxicidade aguda 

(14 dias) e em doses repetidas (28 dias)........................................................................ 

    

     

93 

Tabela 4: Resultados do peso absoluto e relativo dos órgãos de animais tratados com 

-cariofileno ( -CFN) após o estudo de toxicidade aguda (14 dias) e em doses 

repetidas (28 dias)......................................................................................................... 

Tabela 5: Resultados dos parâmetros hematológicos e bioquímicos de animais 

tratados com -cariofileno ( -CFN) após o estudo de toxicidade aguda (14 dias) e 

em doses repetidas (28 dias)......................................................................................... 

     

     

95 

 
 
 

96 

Tabela 6A: Resultados da urinálise dos grupos de animais tratados com -

cariofileno ( -CFN) durante o estudo de toxicidade aguda (14 dias) e em doses 

repetidas (28 dias)......................................................................................................... 

 

 

97 

Tabela 6B: Resultados da urinálise dos grupos de animais tratados com -cariofileno 

( -CFN) durante o estudo de toxicidade aguda (14 dias) e em doses repetidas (28 

dias).............................................................................................................................. 

 

 

98 

Tabela 7: Análise histopatológica de órgãos dos -cariofileno 

( -CFN) na toxicidade em doses repetidas (H e E x 100).............................................. 

 

99 

CAPÍTULO II 
    



Tabela 1: Resultados das modulações neuromoleculares do -cariofileno ( -CNF) 

no teste de labirinto em cruz elevado............................................................................ 

 

121 

Tabela 2: Resultados das modulações neuromoleculares do -cariofileno ( -CNF) 

no teste da alimentação suprimida pela novidade......................................................... 

 

123 

Tabela 3: Resultados das modulações neuromoleculares do -cariofileno ( -CNF) 

no teste da suspensão pela cauda, nado forçado e borrifagem de sacarose.................... 

 

126 

Tabela 4: Resultados das modulações neuromoleculares do -cariofileno ( -CNF) 

na atividade anticonvulsivante nos modelos de crises epiléticas induzido por 

pilocarpina, pentilenotetrazol e isoniazida................................................................... 

 

 

129 



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SÍMBOLOS 
 

-CNF/M CD Complexo de inclusão do -cariofileno em metil- -ciclodextrina 

AADC L-aminoácido aromático descarboxilase 

ALT 

AST 

ANOVA 

Alanina aminotransferase 

Aspartato aminotransferase 

Análise de Variância 

AZM Azul de metileno 

-CFN -cariofileno 

BIC Bicuculina 

C log P Coeficiente de partição n-octanol/água 

CAT Catalase  

CB2 Receptor canabinoide do tipo 2 

CEEA Comitê de Ética em Experimentação Animal 

CD Ciclodextrinas 

CHCM Concentração de hemoglobina corpuscular média 

CID-10 Classificação Internacional de Doenças 

CGTase Ciclodextrina glucanotransferase 

CME- -CD 6-O-carboximetil-O-etil- -ciclodextrina 

CN Controle negativo 

COBEA Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

DAT Transportador de dopamina 

DHP- -CD 2,3-dihidroxipropil- -ciclodextrina 

DL50 Dose letal média 

DM- -CD 2,6-di-O-metil- -ciclodextrina 

DMA- -CD 2,6-di-O-metil-3-O-acetil- -ciclodextrina 

DSC Calorimetria exploratória diferencial 

DTNB ácido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzóico 

DZP Diazepam 

E.P.M. Erro padrão da média 

FDA United States Food and Drug Administration 

FLU Flumazenil 

HCM Hemoglobina corpuscular média 

G1- -CD 6-O-glicosil- -ciclodextrina 



G2- -CD 6-O-maltosil- -ciclodextrina 

GABA Ácido -aminobutírico 

GBD Estudo Fardo Global das Doenças 

GCs Guanilato ciclase solúvel 

GHS Sistema globalmente harmonizado de classificação 

GTP Guanosina trifosfato 

GMPc Guanosina 3',5'-monofosfato cíclico 

GSH Glutationa reduzida 

HP- -CD Hidroxipropil- -ciclodextrina 

HDC Histidina decarboxilase  

iNOS óxido nítrico sintase induzível 

IHME Instituto de Métricas e Avaliação em Saúde 

ILAE Liga Internacional Contra a Epilepsia 

IMAO Inibidores da monoaminoxidase 

IMP Imipramina 

ISRNs Inibidores seletivos da recaptação de noradrenalina 

ISRSs Inibidores seletivos da recaptação de serotonina 

IVTF Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

KTS Ketanserina 

LAFDOR Laboratório de farmacologia da dor 

LAPNNEX Laboratório de pesquisa em produtos naturais e neuroquímica experimental 

L-ARG L-arginina 

L-NAME Éster metílico de N-nitro-L-arginina 

L-NOARG NG-nitro-L-arginina 

LNM Limiar nociceptivo mecânico 

LPC Latência da primeira convulsão 

LPM latência de morte 

M- -CD Metil- -ciclodextrina 

MCAO Oclusão transitória da artéria cerebral média 

MAO Monoamina oxidase 

NAN-190 Antagonista seletivo do receptor 5-HT1A 

NEBA Número de entradas nos braços abertos 

NEBF Número de entradas nos braços fechados 



NET transportador de noradrenalina  

NO Óxido nítrico 

NOS Óxido nítrico sintase 

NOESY Espectroscopia de efeito nuclear de Overhauser 

NMDAR Receptores N-metil-D-aspartato 

ODN Ondansetrona 

OECD 

OMS 

P&D 

PKG 

Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico 

Organização Mundial de Saúde 

Pesquisa e Desenvolvimento 

Proteína quinase dependente de GMPc 

PTZ Pentilenotetrazol  

r Correlação de Pearson  

S- -CD -ciclodextrina sulfatadas 

SBE- -CD Sulfobutil éter -ciclodextrina 

SERT Transportador de serotonina 

SNC Sistema Nervoso Central 

SOD Superóxido dismutase 

TA- -CD 2,3,6-tri-O-acetil- -ciclodextrina 

TB- -CD 2,3,6-tri-O-butanoil- -ciclodextrina 

TBARS Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

TBS Teste da borrifagem de sacarose 

TCA Teste do campo aberto 

TM- -CD 2,3,6-tri-O-metil- -ciclodextrina 

TNF Teste do nado forçado 

TP- -CD 2,3,6-tri-O-propanoil- -ciclodextrina 

TPH Triptofano hidroxilase 

TSC Teste da suspensão pela cauda 

TEBA Tempo de permanência nos braços abertos 

TPBF Tempo de permanência nos braços fechados 

TV- -CD 2,3,6-tri-O-valeril- -ciclodextrina 

UFPI Universidade Federal do Piauí 

v.o. Via oral 

VCM Volume corpuscular médio 



VMAT Transportador de monoaminas vesicular 

2-HE- -CD 2-hidroxietil- -ciclodextrina 

2-HP- -CD 2-hidroxipropil- -ciclodextrina 

3-HP- -CD 3-hidroxipropil- -ciclodextrina 

5-HT 5-hidroxitriptamina 
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1. INTRODUÇÃO 

Para a indústria farmacêutica, um dos maiores desafios continua sendo o 

desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento de uma variedade de doenças. Assim, 

um grande esforço da indústria farmacêutica para o desenvolvimento de novos medicamentos 

está sendo feito em parcerias acadêmicas e a razão para a implantação destas parcerias decorre 

da constatação de que, apesar de grandes investimentos nas últimas décadas, o número de novos 

medicamentos que chegam ao mercado permanece estável a um custo extremamente alto de 

investimento em Pesquisa & Desenvolvimento (P&D), particularmente, para o tratamento de 

distúrbios do Sistema Nervoso Central (epilepsia, depressão, ansiedade, esquizofrenia, doenças 

neurodegenerativas e outras) que afeta aproximadamente 1,5 bilhões de pessoas no mundo 

(GOOCH; PRACHT; BORENSTEIN, 2017; KESSELHEIM; HWANG; FRANKLIN, 2015; 

MARCHAND et al., 2018; WATTS, 2016). 

Existe uma enorme preocupação pelo fato das grandes empresas farmacêuticas estarem 

reduzindo seletivamente suas divisões com finalidades de pesquisas na área da neurociência 

refletindo uma visão crescente de que desenvolver medicamentos neurofarmacológicos é bem 

mais complexo e difícil, além de demorado e caro quando comparado com outras áreas 

terapêuticas, o que acaba representando uma área fraca para futuros investimentos (CHOI et 

al., 2014; PALMER; ALAVIJEH, 2012; TRIST; COHEN; BYE, 2014). Em razão da proporção 

de pessoas que são afetadas, existe uma necessidade tanto clínica quanto econômica de 

melhorar e ampliar as formas de tratamento para distúrbios do sistema nervoso central e a 

preocupação devido à falta de novos medicamentos tem que resultar em um amplo incentivo 

para o desenvolvimento de neurofármacos com aprovação regulatória mais acelerada. Nessas 

condições em 2015, a câmara dos representantes dos Estados Unidos aprovou um projeto de lei 

denominado de Curas do Século XXI que visa permitir aumento no financiamento dos Institutos 

Nacionais de Saúde e que a US Food and Drug Administration (FDA) agilize todas as etapas 

de aprovação de novos medicamentos no mercado (JAFFE, 2015; JAFFE, 2017; KARANDE; 

TRASATTI; CHANDRA, 2015). 

Dentre as razões para o que foi abordado no parágrafo anterior, pode ser atribuído à 

complexidade do sistema nervoso em que a causa de muitos distúrbios permanece ainda 

desconhecida, ação farmacológica específica sem causar efeitos colaterais e a necessidade de 

fármacos com a capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica que pode restringir a 

interação de um determinado fármaco com o alvo do sistema nervoso central (GROENEVELD; 

HAY; GERVEN, 2016). Assim, essa estrutura de permeabilidade altamente seletiva representa 
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um grande desafio para a ação de fármacos no sistema nervoso central e por isso tem sido um 

foco primário no desenvolvimento de novas técnicas de administração, sendo que as limitações 

estabelecidas pela barreira hematoencefálica incluem o tamanho da molécula, polaridade, 

especificidade do substrato e os mecanismos ativos envolvidos (CARDOSO et al., 2016; 

CHEN; ZHAO; HU, 2019; ZHANG et al., 2016). 

Os compostos naturais como os terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, 

triterpenos e tetraterpenes) que apresentam múltiplas aplicações terapêuticas e são importantes 

constituintes de óleos essenciais podem ser encontrados na natureza como hidrocarbonetos ou 

outras formas que contém átomos de oxigênio como os álcoois, cetonas, aldeídos, ácidos ou 

lactonas (WIART, 2014). Entre as classes de terpenos, os sesquiterpenos que são constituídos 

de três unidades de isopreno têm atraído demasiado interesse do ponto de vista químico, 

diversidade estrutural, quimiotaxonômico e principalmente porque muitos apresentam várias 

atividades farmacológicas direcionadas aos distúrbios do sistema nervoso central 

(NUUTINEN, 2018). O cariofileno é um sesquiterpeno bicíclico que inclui os isômeros alfa 

( ), beta ( ) e gama ( ). Dentre esses isômeros, o -cariofileno [(1R,4E,9S)-4,11,11-trimetil-8-

metilidenebiciclo[7.2.0]undec-4-eno] representado na Figura 1 não apresenta ligações duplas 

e desempenha um importante papel na química dos sesquiterpenóides. A partir das análises de 

composição química como a cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-

MS), está entre os sesquiterpeno majoritários em óleos essenciais da Croton campestris A. St.-

Hil (OLIVEIRA-TINTINO et al., 2018), Severinia monophylla Linn (SATYAL et al., 2019), 

Baccharis amygdalina Griseb. (ASCARI et al., 2019), Artemisia annua Linn. (Qinghao) 

Cannabis sativa Linn (IBRAHIM et al., 2019) e várias espécies do 

gênero Copaifera (ARRUDA et al., 2019). 

O -cariofileno tem demostrado ser uma importante composto à terapia de desordens 

neurológicas, em especial a epilepsia, depressão e ansiedade por promover a diminuição da 

excitoxicidade mediada pelo glutamato, ativação dopaminérgico, noradrenérgica e 

serotoninérgica, bem como a inibição da resposta neuroinflamatória (ASSIS et al., 2014; 

CHENG; DONG; LIU, 2014; GUO et al., 2014). Além disso, o -cariofileno consegue atuar 

sobre o sistema endocanabinoide que desempenha um papel central na modulação limiar 

convulsivo que é mediada principalmente através da ativação dos receptores canabinoides 

(CHICCA et al., 2014; GERTSCH et al., 2008). É importante também considerar que há várias 

evidências de interação entre o sistema canabinoide e outros neurotransmissores, incluindo 

sistema serotoninérgico, GABAérgico e glutamatérgico (GASTON; FRIEDMAN, 2017; 

LISBOA et al., 2017). 
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Figura 1: Representação esquemática das atividades experimentais desenvolvidas. 

 

Fonte: Autoria própria 

 

Apesar do potencial farmacológico desse sesquiterpeno, há várias limitações como 

baixa solubilidade em água, volátil e sofre fácil oxidação quando exposto à luz e oxigênio. 

Essas características físico-químicas resultam em baixa biodisponibilidade do -cariofileno e 

consequentemente pode limitar a sua aplicação farmacêutica (SANTOS et al., 2017). A 

complexação de compostos naturais como os sesquiterpenos com ciclodextrinas naturais ou 

derivadas tem sido uma relevante estratégia para melhorar a solubilidade aquosa, a estabilidade, 

a taxa de dissolução e a biodisponibilidade (LIMA et al., 2016). 

Com a capacidade de transportar compostos farmacológicos que podem ser altamente 

potentes e específicos, os carboidratos têm recebido considerável interesse como materiais de 

encapsulação devido à sua origem natural, biodegradabilidade e biocompatibilidade, bem como 

devido ao seu caráter hidrofílico e facilidade de modificação química combinada com baixo 

custo e a possibilidade de fabricação em grande escala (BUCHWALD; BODOR, 2016; 

VECSERNYÉS et al., 2014). A aplicação desses oligossacarídeos em formulações 

farmacêuticas é principalmente para administração oral, parenteral, nasal ou pulmonar. Estudos 



26

não clínicos têm demonstrado que as ciclodextrinas podem ser usadas farmacologicamente para 

os distúrbios do sistema nervoso central, quando considerado as suas propriedades específicas, 

sem comprometer com o funcionalmente normal do cérebro (CARDOSO et al., 2016; 

SHELLEY; BABU, 2018; ZAFAR; FESSI; ELAISSARI, 2014). 

Devido a constante necessidade de estudos em prol de substâncias com potencial 

farmacológico para distúrbios do sistema nervoso central, um dos principais objetivos  na 

realização desta tese de doutorado intitulado Estudos toxicológicos e neurofarmacológicos 

não clínicos do -cariofileno e do seu complexo de inclusão - -cariofileno/metil- -

ciclodextrina consistiu em avaliar o potencial toxicológico e neurofarmacológico em 

camundongos Swiss fêmeas do sesquiterpeno bicíclico -cariofileno e do seu derivado 

complexado em metil- -ciclodextrina. 

A presente tese de doutorado foi estruturada em 3 capítulos (artigos científicos) que 

destacam principalmente o potencial toxicológico e neurofarmacológico do -cariofileno 

conforme a Figura 1. O primeiro capítulo detalha o perfil toxicológico do -cariofileno por 

meio do estudo de toxicidade aguda e em doses repetidas em camundongos Swiss analisando 

vários parâmetros como a toxicidade motora, bioquímicos, hematológicos e histopatológicos 

de tecidos vitais. Já o segundo capítulo detalha as propriedades ansiolíticas, antidepressivas e 

anticonvulsivantes em camundongos Swiss fêmeas, bem como os possíveis mecanismos 

moleculares [receptores benzodiazepínicos/GABAérgicos, serotoninérgicos (5-HT2A e 5-HT3) 

e a via da L-arginina-óxido nítrico] envolvidos nas ações neurofarmacológicas do -cariofileno. 

No terceiro capítulo foi detalhado as propriedades antidepressivas do -cariofileno livre (não 

complexado) e do seu complexo de inclusão com metil- -ciclodextrina no modelo de depressão 

induzido por dor neuropática (constrição crônica do nervo ciático) em camundongos Swiss. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral  

Realizar ensaios não clínicos do potencial toxicológico e neurofarmacológico do 

sesquiterpeno -cariofileno e do seu derivado complexado em metil- -ciclodextrina. 

2.2. Objetivos Específicos 

 Determinar a toxicidade em dose única (aguda) e em doses repetidas do -cariofileno 

em camundongos Swiss (Mus musculus) pelos seguintes parâmetros: mortalidade, sinais 

clínicos, variações no peso corporal e no consumo de ração, água, formação de urina e 

fezes e patologia clínica (hematologia, bioquímica). 

 Realizar a histopatologia de fígado, rim, coração e pulmão dos animais tratados com -

cariofileno (300 e 2000 mg/kg) após o estudo de toxicidade em doses repetidas, bem 

como os biomarcadores de estresse oxidativo (catalase, superóxido, níveis de 

peroxidação lipídica, nitrito e glutationa reduzida) no fígado e rim. 

 Avaliar os efeitos neurocomportamentais do -cariofileno em camundongos Swiss (Mus 

musculus) fêmeas no teste do campo aberto, rota rod, labirinto em cruz elevado, 

suspensão pela cauda, nado forçado e borrifagem de sacarose (splash test). 

 Investigar o efeito neuroprotetor do -cariofileno em camundongos Swiss (Mus 

musculus) fêmeas contra crises epilépticas induzida pelos quimioconvulsivantes 

pilocarpina, pentilenotetrazol e isoniazida. 

 Avaliar os mecanismos neurofarmacológicos do -cariofileno mediado por receptores 

benzodiazepínicos/GABAérgicos, serotoninérgicos (5-HT2A e 5-HT3) e a via da L-

arginina-óxido nítrico (NO). 

 Determinar a efeito neuroprotetor do -cariofileno livre e do seu complexo de inclusão 

( -cariofileno/metil- -ciclodextrina) em camundongos Swiss (Mus musculus) fêmeas 

com comportamento depressivo induzido por dor neuropática (constrição crônica do 

nervo ciático) utilizando o teste do campo aberto, suspensão pela cauda, nado forçado e 

borrifagem de sacarose. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Ansiedade 

A ansiedade é uma condição neuropsiquiátrica de ocorrência comum que pode interferir 

tanto na saúde física quanto mental e os mecanismos neurobiológicos que estão envolvidos na 

gênese da ansiedade ainda são complexos. Ansiedade como uma condição neuropsiquiátrica 

pode incluir critérios específicos de diagnósticos, disfunções neurobiológicas e antecedentes 

genéticos específicos e levar a incapacidade social e ocupacional (RUSCIO et al., 2017; STEEL 

et al., 2014). Conforme o estudo Fardo Global das Doenças (GBD) do Instituto de Métricas e 

Avaliação em Saúde (IHME) e a Organização Mundial da Saúde (OMS, 2017), 

aproximadamente 264 milhões de pessoa apresentam transtornos de ansiedade sendo estimado 

que os transtornos ansiedade e depressão custam à economia global US $ 1 trilhão por ano em 

perda de produtividade. No Brasil em 2016, segundo o GBD, os índices indicam que 6,14% da 

população apresentaram transtornos de ansiedade conforme a Figura 1. 

 

Figura 1: População com transtornos de ansiedade em 2016. 

 

Fonte: Estudo sobre o Fardo Global das Doenças (GBD) (2017). Mapa retirado em 01/12/2018 

a partir de http://ghdx.healthdata.org/gbd-results-tool. 

Conforme o estudo de Baxter et al. (2012), foi estabelecido uma prevalência global dos 

transtornos de ansiedade em 7,3% sugerindo que uma para cada 14 pessoas no mundo pode ter 
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um distúrbio de ansiedade a qualquer momento de sua vida. Além disso, mundialmente, as 

mulheres são quase duas vezes mais propensas que os homens a ter um transtorno de ansiedade, 

sendo que em 2016 cerca de 62% (170 milhões) eram do sexo feminino em relação a 105 

milhões de homens conforme o Instituto de Métricas e Avaliação em Saúde e a Organização 

Mundial da Saúde (OMS, 2017; STEEL et al., 2014). É importante destacar que os transtornos 

de ansiedade constituem um grupo heterogêneo de transtornos mentais com etiologia e 

características fisiológicas diferentes que afetam a sociedade mundial crescentemente e são uma 

das principais causas de incapacidade física e mental. As características essenciais dos 

transtornos de ansiedade podem incluir ataques e transtorno de pânico, fobias excessivas e 

persistentes, bem como transtorno da ansiedade generalizada. Embora a neurobiologia dos 

transtornos de ansiedade seja ainda amplamente desconhecida, algumas generalizações foram 

identificadas para a maioria dos transtornos como alterações no sistema límbico (CRASKE; 

STEIN., 2017; DIELEMAN et al., 2015; WILLIAMS, 2016). 

Além dos fatores genéticas ou disposição biológica, impacto ambiental sobre um 

indivíduo, eventos adversos precoces e estressores que resultam em mudanças adaptativas, os 

transtornos de ansiedade envolvem a modulação de uma ampla variedade de 

neurotransmissores químicos que incluem os peptidérgicos, neuropeptídeo com característica 

ansiolítica como o neuropeptídeo Y, transmissores monoaminérgicos, 5-hidroxitriptamina (5-

HT), dopamina e os neurotransmissores aminoácidos ácido -aminobutírico (GABA) e 

glutamato. Além disso, um sistema adicional de neurotransmissão de moléculas e mensageiros 

lipídicos tem sido proposto para fundamentar os transtornos de ansiedade como o sistema 

endocanabinoide que apresenta novos desafios aos pesquisadores (IBARRA-LECUE et al., 

2018; LUTZ et al., 2015; PATEL et al., 2017). 

Substâncias químicas que são utilizadas até hoje, embora eficazes, não são isentas de 

certas deficiências (SAKE et al., 2018). Assim, benzodiazepínicos clássicos e os 

benzodiazepínicos atípicos como a buspirona são fármacos utilizados no tratamento dos 

transtornos de ansiedade, contudo que apresentam várias limitações que pode incluir o 

comprometimento cognitivo e de coordenação, ataxia, sedação e dependência. Nessas 

circunstâncias, há a necessidade de avaliar novas vias neuroquímicas para o desenvolvimento 

de substâncias químicas eficazes e seguras para o transtorno de ansiedade sem efeitos colaterais 

(CORNETT et al., 2018; PALMER; ALAVIJEH, 2012). 

A partir de estudos clínicos e não clínicos, o envolvimento do sistema GABA em 

transtornos de ansiedade desempenha uma importante atividade, sendo que para o tratamento 

de curto prazo, moduladores alostéricos dos receptores ionotrópicos GABAA, cujas 
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subunidades apresentam diferentes isoformas, como os benzodiazepínicos são extremamente 

úteis devido ao rápido início da ação ansiolítica (WATERS et al., 2018). No entanto, a maioria 

dos compostos que são moduladores GABAérgicos têm propriedades sedativas e possíveis 

abusos e dependências limitam seu uso, sendo que essas substâncias devem ser usadas com 

cautela em indivíduos com transtornos relacionados ao uso de álcool ou outras substâncias 

como moduladores negativos do receptor GABAA que pode aumentar a ansiedade. No entanto, 

compostos que aumento da transmissão GABAérgica como o tiagabina, valproato, vigabatrina 

podem diminuem a ansiedade (OLSEN et al., 2018;  et al., 2015). Embora o 

desenvolvimento das pesquisas tenha verificado mais a atuação do GABAA sobre a ansiedade, 

elementos do funcionamento do receptor GABAB podem contribuir nos aspectos da 

fisiopatologia da ansiedade, sendo que estudos neurocomportamentais indicaram que os 

agonistas do GABAB influenciam a ansiedade sem interferir no desempenho cognitivo e 

atividade locomotora. Os efeitos adversos associados ao tratamento com benzodiazepínicos 

incluem sonolência, tontura e particularmente em indivíduos idosos, aumento do risco de 

quedas (CHUA; CHEBIB, 2017; PIZZO; O'LEARY; CRYAN, 2018). 

É importante destacar que o neurotransmissor excitatório glutamato pode atuar de forma 

coordenada com o GABA e assim desempenhar uma atividade proeminente na sinalização 

neuronal da ansiedade e outras doenças, sendo que a diminuição da ansiedade tem sido 

associada à ativação do glutamato (PITSIKAS, 2014). Sendo assim, substâncias farmacológicas 

voltadas para os aspectos moleculares da neurotransmissão glutamatérgica podem ser 

promissores no tratamento farmacológico da ansiedade. Nessa situação, vários tipos de agentes 

glutamatérgicos como antagonistas dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDAR) (AP5, AP7, 

CGP37849, CGP39551, LY235959, NPC17742 e MK- -amino-3-hidroxi-5-metil-

4-isoxazole propiônico (AMPA) (topiramato), agonistas parciais de NMDAR (D-cicloserina, 

ácido 1-aminociclopropanocarboxílico) e vários moduladores alostéricos visando os receptores 

glutamatérgicos metabotrópicos (mGluR1, m0GluR2/3 e mGluR5) demostraram ação 

semelhante aos ansiolíticos por meio de estudos em modelos animais e seres humanos 

(BERMUDO-SORIANO et al., 2012; FERRAGUTI, 2018; FILIPPIS et al., 2015). 

Além do que foi abordado anteriormente, alterações da neurotransmissão 

serotoninérgica tem influência na regulação de vários processos fisiológicos que estão 

envolvidos no sono, apetite, termorregulação, humor, resposta ao estresse, dor, depressão e 

ansiedade. Esse neuromodulador monoaminérgico interage com 7 famílias dos seus receptores 

(5-HT1-7) que podem resultar em uma variedade de efeitos farmacológicos (BEECHER; 

BELMER; BARTLETT, 2019;  et al., 2018). Dentre os receptores, o receptor de 
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serotonina 1A (5-HT1A) está amplamente distribuído no cérebro dos vertebrados e tem um 

proeminente papel na modulação das características relacionadas aos transtornos de ansiedade 

como ataque e transtorno de pânico (HASSELL et al., 2017; LILLESAAR; GASPAR, 2019). 

Na neurotransmissão serotoninérgica, o 5-HT1A atua como um autoreceptor pré-sináptico cuja 

ativação leva à redução do disparo de neurônios serotoninérgicos e à diminuição dos níveis de 

serotonina no cérebro. Adicionalmente, os heterorreceptores 5-HT1A pós-sinápticos estão 

localizados em neurônios excitatórios e inibitórios e modulam a atividade de várias estruturas 

límbicas envolvidas no humor e comportamento, incluindo o hipocampo, o córtex pré-frontal e 

amígdala (OHNO, 2019). 

Em modelos genéticos, camundongos knockout para o receptor 5-HT1A exibiram um 

aumento ao estresse e ansiedade, enquanto camundongos geneticamente modificados que 

superexpressam o receptor 5-HT1A apresentaram uma redução no comportamento de ansiedade 

demonstrando que a estimulação desse receptor desempenha uma importante atividade 

comportamental na ansiedade (DONALDSON et al., 2014). Além disso, agonista de 5-HT1A 

como a buspirona tem a capacidade de diminui os níveis de ansiedade em vários modelos 

animais como labirinto em cruz elevado, conflito de Vogel e de interação social (HORVÁTH 

et al., 2013; MAJERCSIK et al., 2003; OHNO, 2019). 

Além do receptor 5-HT1A, os receptores 5-HT2 (5-HT2A e 5-HT2C) e 5-HT3 também 

podem contribuir na fisiopatologia da ansiedade e experimentos tanto clínicos quanto não 

clínicos destacam a importância desses receptores como um possível alvo terapêutico para o 

desenvolvimento de novos fármacos ativos para transtornos que podem incluir além da 

ansiedade, depressão e esquizofrenia (CHAGRAOUI et al., 2016; CLINARD et al, 2015). 

Vários argumentos possibilitam destacar a atuação dos receptores 5-HT2, especialmente o 5-

HT2C, na regulação da ansiedade como a sua ampla distribuição na região central e periférica 

do sistema nervoso, diminuição aparente das características de ansiedade em camundongos 

knockout para os receptores 5-HT2C e a prevenção da maioria dos efeitos ansiogênicos 

induzidos pelo m-clorofenil-piperazina (mCPP) (um agonista parcial do 5-HT2C) 

(CHAGRAOUI et al., 2016). 

Transtornos de ansiedade como problema de saúde causa incapacidade física e mental 

gerando perda de produtividade e os tratamentos farmacológicos pode envolver a 

neurotransmissão serotoninérgica ou GABAérgica. No entanto, por constituir um grupo 

heterogêneo de transtornos com características fisiológicas diferentes, pode haver resistência 

ao tratamento com substâncias serotoninérgica e GABAérgica e o uso dessas substâncias está 

inclusive associado aos efeitos colaterais como dependência, abstinência, disfunção sexual e 
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aumento do peso corporal. Assim, depois de 60 anos da descoberta dos benzodiazepínicos, 

existe a necessidade não somente de novos fármacos, mas também de vias neuroquímicas 

alternativas como a neurotransmissão nitrérgica que emergiu como um alvo promissor, uma 

vez que várias pesquisas destacam que o óxido nítrico (NO), neurotransmissor gasoso que atua 

como mensageiro intracelular e intercelular no cérebro, está envolvido na ansiedade 

(BRUENIG et al., 2017; GUTIÉRREZ et al., 2017; ORFANIDOU et al., 207; PITSIKAS, 

2018). 

A síntese do NO conforme resumido na Figura 2 envolve atividade enzimática que é 

realizada pela família de enzimas designadas por óxido nítrico sintase (NOS) que oxida a L-

arginina para produzir citrulina e NO em vários tecidos (GULATI; RAY, 2017). As três 

isoformas do óxido nítrico sintase (NOS) são denominadas de NOS-I (nNOS), NOS-II (iNOS) 

e NOS-III (eNOS) com base na ordem em que foram descobertas ou identificadas em seres 

humanos e outros organismos. As duas isoformas constitutivas, inicialmente identificadas em 

neurônios (nNOS) e células endoteliais vasculares (eNOS) são reguladas por cálcio e 

calmodulina. Diferentemente, a outra isoforma é independente de cálcio e calmodulina e foi 

inicialmente identificada em macrófagos, mas pode ser expressa em resposta a citocinas 

inflamatórias e endotoxinas em várias outras células (KUMAR; SINGH; BHARDWAJ, 2017). 

Na sinalização do óxido nítrico, a guanilato ciclase solúvel (GCs) é uma enzima 

heterodímera que atua como receptor intracelular para o óxido nítrico, sendo que a ativação da 

GCs resulta na conversão catalítica da guanosina trifosfato (GTP) em guanosina 3',5'-

monofosfato cíclico (GMPc) que por sua vez pode atuar em vários alvos a jusante como 

proteína quinase dependente de GMPc (PKG), fosfodiesterases, canais de íons controlados por 

nucleotídeo cíclico e fatores transcricionais para iniciar subsequentes mudanças intracelular 

(Figura 2) (CHACHLAKI; GARTHWAITE; PREVOT, 2017; TEGEDER, 2019). A 

decomposição do GMPc pela fosfodiesterase encerra a sinalização NO/GCs e como muitos 

neurotransmissores convencionais, o NO age através de segundos mensageiros (PICÓN-

PAGÈS; GARCIA-BUENDIA; MUÑOZ, 2018). 

Especificamente no sistema nervoso central de mamíferos, a nNOS está localizada 

principalmente em células tronco neurais, astrócitos e neurônios, sendo que alterações na 

expressão da nNOS foram detectadas em doenças do sistema nervoso central como depressão 

e ansiedade (SITUMORANG et al., 2018; ZHOU et al, 2018). O envolvimento do NO na 

ansiedade tem sido verificado por uma série de estudos experimentais não clínico, embora seu 

papel ainda não tenha sido completamente elucidado, sendo que ainda existem resultados 

conflitantes sobre como a ativação da via NO/GMPc proporciona um aumento ou redução do 
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comportamento semelhante ao da ansiedade (BRUENIG et al., 2017; KALOUDA; PITSIKAS, 

2015; ORFANIDOU et al., 2017). 

 

Figura 2: Representação resumida da síntese do óxido nítrico (NO) realizada pelo óxido nítrico 

sintase (NOS) e a via de sinalização L-arginina-NO-guanosina monofosfato cíclico (GMPc). 

 

Fonte: Autoria própria 

 

A distribuição de neurônios expressando a nNOS em áreas cerebrais como o núcleo 

medial da amígdala, substância cinzenta periaquedutal, hipotálamo, hipocampo indicam o 

potencial do sistema nitrérgico na ansiedade. A administração aguda de 7-nitroindazole (7-NI), 

um inibidor seletivo da nNOS, resultou em ansiólise semelhante ao diazepam (DUNN et al., 

1998; YILDIZ et al., 2000). Conforme Workman et al. (2008), a inibição da atividade da nNOS 

pelo tratamento com 7-NI resultou em potencial atividade ansiolítica em roedores. O tratamento 

sistêmico com L-NAME (éster metílico de N-nitro-L-arginina), L-NOARG (NG-nitro-L-

arginina) produziu efeito ansiolítico em roedores no comportamento exploratório no teste do 

labirinto em cruz elevado (VOLKE; WEGENER; VASAR, 2003). A redução da produção de 
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NO em áreas cerebrais de roedores pode justificar o efeito ansiolítico a partir da inibição da 

nNOS (JOUNG et al., 2012; WALIA; GARG; GARG, 2019). 

Além de está implicado na ansiedade, é importante destacar que a via L-arginina-NO-

GMP cíclico tem sido cada vez mais explorado na depressão e compostos como a venlafaxina 

que atua como inibidor de recaptação de serotonina/noradrenalina, bupropiona que atua como 

inibidor de recaptação de dopamina e imipramina produzem suas ações antidepressivas em 

modelos animais por modulação dessa via de sinalização (KRASS et al., 2011; KUMAR et al., 

2010). Adicionalmente, tem sido verificado que o GMPc em níveis elevados resulta em 

comportamento semelhante à depressão e que uma diminuição de seus níveis pode produzir 

efeito do tipo antidepressivo (HEIBERG et al., 2002; HOLLAS et al., 2019; OSTADHADI et 

al., 2018). 

3.2. Depressão 

Dentre os transtornos mentais, os depressivos são particularmente comuns e pode afetar 

de 2 a 6 % da população de um determinado país, sendo bem mais altas em populações do 

continente Africano (Figura 3). É observado que desde 2005 e diferente do esperado pela 

Organização Mundial da Saúde, a depressão aumentou em 18,4 % e conforme a própria 

Organização Mundial de Saúde, a depressão foi a principal causa de perda na qualidade de vida 

devido a incapacidade física/mental e o quarto maior contribuinte para a carga global de 

doenças em 2004, com uma tendência de ser o segundo ou primeiro lugar até 2030. 

Mundialmente, adultos mais velhos (70 anos ou mais) apresentam um maior risco de depressão 

em relação às outras faixas etárias e as mulheres podem ser até três vezes mais propensas a 

sofrerem de depressão em relação aos homens (KAHL; STAPEL; FRIELING, 2019; 

MATHERS; LONCAR, 2006; OMS, 2017). 
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Figura 3: Prevalência dos transtornos depressivos em determinadas populações em 2016. 

 

Fonte: Estudo sobre o Fardo Global das Doenças (GBD) (2017). Mapa retirado em 01/12/2018 

a partir de http://ghdx.healthdata.org/gbd-results-tool. 

Em 2016, conforme o estudo Fardo Global das Doenças (GBD) do Instituto de Métricas 

e Avaliação em Saúde (IHME), bem como a Organização Mundial da Saúde, foram estimados 

que 268 milhões de pessoas no mundo sofreram de depressão (Figura 4). No Brasil em 2016, 

segundo o GBD, os índices indicam que 3,72 % da população (7,77 milhões de pessoas) 

sofreram de depressão conforme a Figura 3. A depressão é o resultado de uma complexa 

interação de fatores sociais, psicológicos e biológicos (fatores endócrinos, inflamatórios ou 

imunológicos), sendo caracterizada por baixo humor, perda de interesse, perda de motivação e 

prazer (anedonia), sentimento de culpa, falta de concentração, baixa autoestima, distúrbios do 

sono e aumento ou diminuição do apetite (HALE et al., 2017; OMS, 2017). Assim, a definição 

de depressão é baseada em sintomas que causam principalmente comprometimento funcional. 

Adicionalmente, a associação da depressão com uma maior intensidade de estresse pode piorar 

a qualidade de vida das pessoas que são afetadas (DULANEY et al., 2018). 

 

 

 

 

 



39

Figura 4: Número total de pessoas de todas as idades com depressão diferenciadas por sexo. 

 

Fonte: Estudo sobre o Fardo Global das Doenças (GBD) (2017). Mapa retirado em 01/12/2018 

a partir de https://ourworldindata.org/grapher/number-of-people-with-depression. 

Várias situações diárias podem aumentar o risco do desenvolvimento da depressão como 

diversos abusos que inclui o físico, sexual, emocional ou de substâncias químicas, bem como 

uma doença grave, fatores genéticos e fortes emoções (tristeza ou pesar) (CUKOR et al., 2019; 

KRISHNAN, 2017). Nessas condições, a depressão não pode ser considerada apenas uma 

grande preocupação de saúde pública no mundo, uma vez que a depressão acaba sendo um 

distúrbio multifacetado com diversas causas que tem sido associado a um risco maior de 

desenvolver alguma condição que precisa de assistência médica como doenças 

cardiovasculares, acidente vascular cerebral, doença de Alzheimer e Parkinson, diabetes, 

câncer, artrites, doença pulmonar obstrutiva crônica, obesidade, epilepsia e até suicídio 

(JONES; JORGE, 2019;  LEE, 2019; LOTFALIANY et al., 2018; ROBILLARD et al., 2018). 

Dentre os subtipos de depressão (atípica, melancólica, distimia, transtorno afetivo 

sazonal, perturbação depressiva breve recorrente, depressão pós-parto e depressão Menor) 

conforme o Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais (DSM-5; APA, 2013) e 

Classificação Internacional de Doenças (CID-10) e que podem ser diagnosticadas com base na 

duração, gravidade ou características específicas, o transtorno depressivo maior (TDM) é a 

principal forma sendo caracterizado por episódios depressivos recorrentes que frequentemente 

ocasiona incapacidade funcional e comprometimento da saúde tanto física quanto mental 

conforme já destacado em parágrafos anteriores (OTTE et al., 2016). O diagnóstico desse 

subtipo pode ser feito após um conjunto de sintomas como a constante sensação de incapacidade 
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e desesperança, desespero, retardo mental, insônia e anedonia que durou por pelo menos duas 

semanas (HASHIMOTO, 2018). Caso a depressão seja descrita como crônica, os sintomas irão 

permanecer por longos períodos de tempo e até presente momento não está estabelecido 

qualquer mecanismo que pode explicar todos os aspectos envolvido no transtorno depressivo 

maior. No entanto, a patogênese dessa doença pode envolver deficiência das aminas biogénicas, 

fatores genéticos, anormalidade no eixo hipotálamo-hipófise-adrenal, alterações de volume 

cerebral em região como o hipocampo e alterações funcionais nos circuitos cerebrais como a 

rede de saliência que está envolvida no controle cognitivo e afetivo (HUANG; LIN, 2015; 

JESULOLA; MICALOS; BAGULEY, 2018; SCHMITGEN et al., 2019). 

No cérebro, as atividades dos neurônios noradrenérgicos ocorre no tronco cerebral e em 

quase todas as áreas do cérebro onde a noradrenalina modula a função do córtex pré-frontal, 

processamento da memória, comportamento e atenção. Assim como a noradrenalina, a 

serotonina inerva basicamente todas as regiões cerebrais sendo um dos maiores sistemas de 

neurotransmissores no cérebro regulando processos fisiológicos como sono, apetite, humor e 

termorregulação (HAASE; BROWN, 2015). Já a dopamina exerce as suas funções em 

processos fisiológicos de motivação, recompensa, atenção e memória de trabalho. É evidente 

que os sistemas monoaminérgicos (dopaminérgicos, serotoninérgicos, noradrenérgicos) no 

cérebro estão relacionados com vários comportamentos depressivos, sendo que a desregulação 

nos níveis de serotonina pode resultar em vários comportamentos depressivos como humor 

reduzido, falta de motivação, fadiga e atraso psicomotor (GOVONI; LANNI, 2017). Da mesma 

forma, a desregulação nos níveis de dopamina tem sido relacionada à falta de motivação e 

concentração, bem como agressividade (MORENO-CASTILLA et al., 2016; OHNO, 2019).  

A baixa disponibilidade de noradrenalina juntamente com serotonina e dopamina que 

resulta em um amplo espectro de comportamentos depressivos descritos anteriormente é 

Nessa hipótese, a deficiência funcional de 

neurotransmissores monoaminérgicos pode ser atribuído as ações contínuas das 

monoaminoxidases (MAO) nas fendas sinápticas, sendo que essa hipótese é a base para a 

aplicação de inibidores da monoaminoxidase (IMAO) como fármacos antidepressivos (SHYN; 

HAMILTON, 2010). Além das monoaminoxidases, outras possibilidades tentam explicar a 

baixa disponibilidade de neurotransmissores monoaminérgicos como a interação de alguns 

transmissores (glutamato e histamina) em resposta ao estresse induzido pela depressão que 

diminui a produção de substrato para da serotonina como o receptor e transportador de 

serotonina (SERT) (Figura 5) (JESULOLA; MICALOS; BAGULEY, 2018). Nessas 
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condições, um aumento nos níveis de noradrenalina, serotonina e dopamina no cérebro de 

indivíduos deprimidos deve ser acompanhado pela reversão de comportamentos depressivos. 

 

Figura 5: Organização molecular dos sistemas monoaminérgicos. 

 
Legenda: L-aminoácido aromático descarboxilase (AADC), dopamina-b-hidroxilase (D H), 

Monoaminoxidase (MAO), transportador de monoaminas vesicular (VMAT), transportador de 

noradrenalina (NET), Histidina decarboxilase (HDC); transportador de dopamina (DAT), 

triptofano hidroxilase (TPH), L-aminoácido aromático descarboxilase (AADC), receptores de 

serotonina (5-HT1-6), transportador de serotonina (SERT).  

Fonte: Autoria própria 
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A compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos na fisiopatologia da depressão 

progrediu consideravelmente nas últimas décadas a partir de estudos clínicos e não clínicos e 

assim como acontece na hipótese da monoamina com a redução de neurotransmissores 

monoaminérgicos, tem sido postulado a hipótese do défice GABAérgico com a redução dos 

níveis de GABA no cérebro, comprometimento da neurotransmissão GABAérgica e 

desregulação na expressão e função dos receptores GABAA e GABAB (GHOSAL; HARE; 

DUMAN, 2017). Pesquisas clínicas usando a técnica de espectroscopia por ressonância 

magnética nuclear demonstraram baixos níveis de GABA na região do córtex frontal de 

indivíduos deprimidos sem medicação quando comparado com humanos saudáveis 

(SANACORA et al., 1999). O desenvolvimento de pesquisas posteriores utilizando a mesma 

técnica demonstraram níveis semelhantes de GABA em sub-regiões do córtex pré-frontal que 

são mais importantes para o comportamento depressivo, sendo que obserevações adicionais 

destacaram que a reversão do comportamento depressivo estava relacionado com normalização 

dos níveis de GABA (HASLER et al., 2005; HASLER et al., 2007; VIEIRA et al., 2006). 

Adicionalmente, nessa hipótese tem sido discutido que a eficácia dos antidepressivos 

que são atualmente utilizados pode ser determinada pelo potencial de aumentar a 

neurotransmissão GABAérgica (LUSCHER; SHEN; SAHIR, 2010; LUSCHER; FUCHS, 

2015). Por exemplo, indivíduos que receberam tratamentos com inibidores seletivos da 

recaptação de serotonina apresentaram uma normalização dos níveis de GABA e consistente 

com esse estudo, resultados obtidos em camundongos mutantes para receptores GABA ( 2+/-) 

que exibem comportamentos depressivos mostraram uma normalização após o tratamento com 

fluoxetina (SHEN et al., 2010). Adicionalmente, o tratamento crônico com fluoxetina também 

aumentou os níveis extracelulares de GABA em várias regiões cerebrais (GÖREN et al., 2007). 

Evidências clínicas adicionais destacam que a ketamina (antagonista do receptor de NMDA) 

que é usado tipicamente como anestésico ou analgésico produz efeitos antidepressivos em 

poucas horas em pacientes com depressão resistente ao tratamento (BERMAN et al., 2000; 

ZARATE et al., 2006). A ketamina interagem especificamente no sítio fenciclidina (PCP) no 

receptor NMDA e em vez de diminuir, há um aumento nos níveis de glutamato no cérebro. Essa 

atividade paradoxal de um antagonista do receptor de NMDA pode ser explicada quando 

destacado que em baixas doses, conforme as utilizadas no tratamento da depressão, a ketamina 

bloqueia preferencialmente os receptores NMDA presente nos interneurônios GABAérgicos 

(ABDALLAH et al., 2015; DUMAN et al., 2016; VOLLENWEIDER; KOMETER, 2010). 

Assim, pode ser evidenciado que as atividades moleculares da ketamina incluem a regulação 

da sinalização GABAérgica. 



43

Além da ansiedade e depressão, a epilepsia estar associada com a baixa função do 

sistema GABAérgico no cérebro, sendo que os compostos que aumentam a neurotransmissão 

GABAérgica (ex: moduladores alostéricos positivos do receptor GABAA) podem apresentar 

propriedades ansiolíticas, antidepressivas e antiepilépticos (LAVERTY et al., 2019; 

MASIULIS et al., 2019; METHUKU et al., 2018; SIGEL; ERNST, 2018). 

3.3. Epilepsia 

Para evitar uma confusão na definição de crises epilépticas e epilepsia, a Liga 

Internacional Contra a Epilepsia (ILAE) publica relatórios que definem e classificam crises 

epilépticas e epilepsia. Em 2017, a ILAE apresentou uma classificação operacional revisada 

dos tipos de crises epilépticas em que ficou estabelecido como uma ocorrência transitória de 

sinais e/ou sintomas secundárias em razão da atividade neuronal anormal excessiva ou 

sincrônica no cérebro. Para a definição de epilepsia ficou estabelecida como sendo uma 

condição crônica caracterizada por uma propensão duradoura a gerar crises epilépticas e pelas 

consequências neurobiológicas, cognitivas, psicológicas e sociais. Conforme esse conceito, a 

epilepsia requer o aparecimento no cérebro de pelo menos uma crise epiléptica desde que seja 

verificada uma condição que predisponha o cérebro a gerar crises epilépticas como uma 

anormalidade eletroencefalográfica ou uma lesão cerebral às quais a ocorrência das crises 

epilépticas possa ser atribuída (FISHER et al., 2005; FISHER et al., 2017a; FISHER et al., 

2017b). As definições desses termos podem ser redefinidas novamente uma vez que o 

conhecimento sobre a epilepsia apresenta constante atualizações (BERG et al., 2010; CHANG 

et al., 2017; FISHER, 2017). 

 Conforme já destacado, uma crise epiléptica é uma mudança comportamental 

transitória que pode ser um sinal ou sintoma subjetivo (perda da consciência, enrijecimento) e 

o início da crise epiléptica pode ser focal (quando a atividade neuronal excessiva surge em uma 

ou mais regiões cerebrais localizadas ou hemisfério), generalizada (quando a atividade neuronal 

excessiva começa com ampla distribuição em ambos os hemisférios) ou de início desconhecido 

(as informações clínicas e laboratoriais em que estão disponíveis não possibilitam identificar 

como focal ou generalizado) (FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018; FISHER et al., 

2017b; SCHEFFER et al., 2017). O início de uma crise epiléptica focal ou generalizado é 

determinado quando existe mais de 80% de confiança na acurácia sobre o modo de início 

baseado em resultados de neuroimagem, análise laboratorial e eletroencefalograma. Sendo 

assim, as crises epilépticas podem ser classificadas conforme a Figura 6 que retrata a 



44

classificação básica e conforme a Figura 7 que retrata a classificação expandida. Apesar da 

supressão de subcategorias da classificação expandida para formar a versão básica, as duas 

abrangem a mesma classificação. O uso das classificações conforme Figura 6 e/ou Figura 7 

depende do nível de detalhes desejado, sendo que a classificação expandida pode ser mais 

relevante para neurofisiologistas e pesquisadores, enquanto a versão básica pode ter uma maior 

utilidade para os médicos, enfermeiros e outros profissionais de saúde (FISHER et al., 2017a; 

FISHER et al., 2017b). 

Figura 6: Classificação básica das crises epilépticas conforme a Liga Internacional Contra a 

Epilepsia (ILAE). 

 

Fonte: Autoria própria 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45

Figura 7: Classificação expandida das crises epilépticas conforme a Liga Internacional Contra 

a Epilepsia (ILAE). 

 

Fonte: Autoria própria 

 

Ainda que não seja possível especificar a causa da epilepsia em muitos pacientes, as 

crises epilépticas podem ser o resultado de qualquer lesão que altere a função cerebral. Essas 

lesões podem ser em razão de um acidente vascular cerebral ou traumatismo cranioencefálico, 

estrutural devido a mudanças irreversíveis em células cerebrais, doenças infecciosas como a 

neurocisticercose, doenças autoimunes devido a anticorpos contra antígenos neuronais e 

mutações genéticas (BONZANNI et al., 2018; GOZUBATIK-CELIK et al., 2017; REDDY; 

VOLKMER, 2017). Diferenças no tipo de epilepsia estão associadas com mutações genéticas 

e até o presente momento, mais de 500 genes foram identificados e relacionados com a epilepsia 

como genes envolvidos na sinalização GABAérgica, uma importante via biológica nessa 

doença neurológica (KANG, 2017; ORSINI et al., 2018). 

3.4. Tratamentos farmacológicos 
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O clordiazepóxido é considerado o primeiro benzodiazepínico e foi introduzido no 

mercado em 1960. Logo em seguida, foi o diazepam em 1963 que serviu de base do qual muitos 

outros derivados foram sintetizados (CHAYTOR, 2006; VARDANYAN; HRUBY, 2016). Em 

2015 no mundo, 53 benzodiazepínicos já estavam disponíveis em formulações orais, sendo que 

15 foram categorizados como sedativo/hipnóticos, 15 como ansiolíticos (Figura 8), 7 como 

fármacos antiepilépticos e 1 como relaxamento da musculatura esquelética. Os 

benzodiazepínicos como clordiazepóxido e o diazepam exercem as suas ações farmacológicas 

a partir da interação na interface das subunidades  e  do receptor GABAA, sendo que esse 

sítio de ligação é diferente daquele do agonista endógeno GABA que se liga entre as 

subunidades  e , bem como de outros fármacos GABAérgicos como os barbitúricos. Os 

benzodiazepínicos quando modulam o receptor GABAA aumenta a capacidade de afinidade 

pelo GABA e consequentemente aumenta o tempo de abertura dos canais de cloro associado ao 

receptor. Esses eventos resultam na hiperpolarização ou estabilização do potencial de 

membrana e uma diminuição na excitabilidade neuronal (GRIEBEL; HOLMES, 2013; SIGEL; 

ERNST, 2018). Como a ligação requer um resíduo específico de histidina na subunid

benzodiazepínicos atuam principalmente nos receptores que possuem as subunidades 1, 2, 

3 ou 5. Os benzodiazepínicos são heterogêneos em suas afinidades pelos diferentes subtipos 

de receptores GABAA e consequentemente são observadas diferenças nos seus efeitos 

farmacológicos. Por exemplo, o efeito ansiolítico está associado por maior afinidade pela 

subunidade 2 (MCEOWN; TREIT, 2013; STEPHENS; KING, 2013).  
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Figura 8: Estruturas químicas de benzodiazepínicos com efeito ansiolítico.  

 

Fonte: Autoria própria 

Os benzodiazepínicos apresentam eficácia quando utilizado em curto prazo no 

transtorno de pânico, mas tem sido substituído por outros compostos como os inibidores 

seletivos da recaptação de serotonina que podem ser encarados como a primeira linha de 

tratamento. Similarmente, os benzodiazepínicos são eficazes somente no tratamento em curto 

prazo do transtorno de ansiedade generalizada e como há frequentemente uma coexistência da 

ansiedade com depressão, os antidepressivos além dos benzodiazepínicos têm sido 

considerados como os inibidores seletivos da recaptação de serotonina e noradrenalina 

(MENDEZ-DAVID et al., 2013 MATSUZAWA-YANAGIDA et al., 2007; VARDANYAN; 
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HRUBY, 2016). Adicionalmente, o uso dos benzodiazepínicos podem causar vários efeitos 

colaterais como sedação prolongada, comprometimento da cognição e do desempenho 

psicomotor, ataxia, dependência e abstinência (ISLAM et al., 2016; SAKE et al., 2018). 

Medicamentos que modulam a atividade de aminas biogênicas são usadas para tratar a 

depressão. Antidepressivos tricíclicos (imipramina, trimipramina e amitriptilina), inibidores da 

enzima monoamina oxidase (MAO - isocarboxazida, fenelzina e tranilcipromina), inibidores 

seletivos da recaptação de serotonina (ISRSs - fluoxetina, paroxetina, citalopram e 

fluvoxamina) e inibidores seletivos da recaptação de noradrenalina (ISRNs - desipramina, 

reboxetina e maprotilina) são usados como antidepressivos, sendo que fármacos que inibem 

duplamente a captação de serotonina e noradrenalina (ISRS/ISRN) estão entre os mais recentes 

(Figura 9) (KOSE; CETIN, 2018). Além disso, inibidores de recaptação tripla (ISRS/ISRN e 

Inibidores seletivos de recaptação de dopamina) como Amitifadina (Figura 9) que também é 

conhecida como DOV 21,947 ou EB-1010 têm sido avaliados em estudos não clínicos e clínicos 

(JIN et al., 2015; ZHANG et al., 2016). O tratamento farmacológico para depressão foi 

estabelecido pelo aumento da ação dos neurotransmissores monoaminérgicos (serotonina, 

dopamina e noradrenalina), sendo que recentemente tem sido direcionado para outros alvos 

cerebrais como os receptores NMDA (N-metil-D- aspartato), melatonina e GABA (FARZAEI; 

HAJIALYANI; NASERI, 2019; GENG et al., 2019; LI; ISHIKAWA; SHIGA, 2018; RÉUS et 

al., 2016). 

O exato mecanismo de ação pelos quais os antidepressivos descritos na Figura 9 atuam 

nos sintomas da depressão ainda precisam ser melhor compreendidos. Antidepressivos que 

atuam na neurotransmissão monoaminérgica provocam uma ação inicial dentro da sinapse que 

impactam diretamente nas vias de sinalização intracelular e das moléculas que atuam como 

segundo mensageiro que podem culminar em mudanças na expressão gênica, neurogênese 

como hipocampal e plasticidade sináptica para que possa ser verificado um determinado ação 

terapêutico. Os efeitos farmacológicos dos antidepressivos ainda são complexos e o 

agrupamento padrão dos antidepressivos em vários grupos baseado em seu principal 

mecanismo de ação individual sobre os neurotransmissores monoaminérgicos é bastante 

simples e por isso tem sido questionado (CHO et al., 2016; KAO et al., 2018; INIESTA et al., 

2018; AN; LU, 2016). No entanto, pode ser útil na prática quando os efeitos clínicos dos 

antidepressivos são bem amplos e superpostos em que muitas vezes reflete a afinidade de vários 

medicamentos por receptores de monoaminas dos neurônios pré-sinápticos e pós-sinápticos. 

Adicionalmente, pode ser útil na compreensão dos efeitos adversos apresentados pelos 

antidepressivos durante o tratamento farmacológico. 
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Conforme o parágrafo anterior, bem como a Figura 5, a neurotransmissão 

monoaminérgica é complexo e abrange vários neurotransmissores, receptores pré-sinápticos e 

pós-sinápticos, transportadores e enzimas que determinam a disponibilidade e os efeitos dos 

neurotransmissores monoaminérgicos específicos. Estudos que analisam o potencial 

farmacológico dos antidepressivos tradicionalmente se concentram principalmente na eficácia 

buscando uma diminuição de 50% nos sintomas depressivos (AN; LU, 2016). Com o uso cada 

vez menor, os primeiros antidepressivos foram desenvolvidos na década de 1950 (tricíclicos e 

os inibidores da MAO) e ainda permanecem como fármacos eficazes em que induz o aumento 

dos níveis de monoaminas (catecolaminas), bem como reduz o seu metabolismo ou inibe a sua 

recaptação (BRENT, 2016). Entretanto, os primeiros antidepressivos estão sendo substituídos 

por fármacos com ações mais seletivas (ZHANG et al., 2016). Assim, os inibidores seletivos 

da recaptação de serotonina estão entre os principais fármacos prescritos para depressão. No 

entanto, os inibidores seletivos da recaptação de serotonina podem produzir durante o 

tratamento vários efeitos colaterais de intensidade relativamente baixa quando considerado a 

disseminação da serotonina em todo o corpo como disfunção sexual, ganho de peso, náusea e 

dores de cabeça (ZHAO et al., 2018). 

Alguns antidepressivos descritos na Figura 9 como amoxapina, bupropiona, 

clomipramina e maprotilina quando usados em doses acima do indicado como terapêuticas 

podem causar um desequilíbrio entre a ação inibitória da neurotransmissão GABAérgica e 

excitatória da neurotransmissão glutamatérgica resultando em crises epilépticas em indivíduos 

que não têm epilepsia (IKEDA et al., 1989; JUDGE; RENTMEESTER, 2011; KANNER, 2013; 

PRESKORN; FAST, 1992). Diferentemente do que foi destacado anteriormente para 

compostos que podem causar crises epilépticas, inibidores seletivos da recaptação de serotonina 

como fluoxetina e paroxetina são desprovidos dessa capacidade e apresentam até propriedades 

antiepilépticos ( . 
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Figura 9: Estruturas químicas de antidepressivos. 

 

Fonte: Autoria própria 

 

O tratamento farmacológico das crises epilépticas iniciou com barbitúricos e em seguida 

foi a vez dos derivados midazolidina-2,4-diona e pirrolidina-2,5-diona. Posteriormente, o ácido 

valproico passou a ser o medicamento de escolha para crises epilépticas inicialmente 

generalizadas. Depois disso, a carbamazepina e alguns benzodiazepínicos (clonazepam e 

diazepam) foram indicados para o tratamento das crises epilépticas. As substâncias descritas 

anteriormente e que estão descritas na Figura 10 foram os pilares para o tratamento da epilepsia 

até a década de 1990 quando apareceu uma nova geração de fármaco da classe dos 

anticonvulsivantes que inclui o lamotrigina, tiagabina, felbamato, gabapentina, oxcarbazepina, 

topiramato, levetiracetam, zonisamida e pregabalina (BIALER, 2012; LÖSCHER et al., 2013). 
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Além disso, existe um outro grupo de compostos denominados formalmente de terceira geração 

que inclui novos derivados do ácido valproico (valrocemida), oxcarbazepina (acetato de 

eslicarbazepina), levetiracetam (brivaracetam, seletracetam); felbamato (fluorofelbamato) e da 

fenitoína (fosfenitoína), bem como compostos com estruturas químicas completamente nova 

(Figura 10). Esses compostos podem oferecer como características farmacológicas menos 

interações medicamentosas, mecanismos de ações únicas e um maior espectro de atividade 

(BI  

Figura 10: Estruturas químicas de compostos antiepilépticos usados para tratar a epilepsia. 

 

Fonte: Autoria própria 

A forma mais comum de tratamento para os diferentes tipos de crises epilépticas 

consiste na administração de vários compostos antiepilépticos e apesar da disponibilidade atual 

de mais de 15 medicamentos, 30% dos pacientes sofrem ainda de crises epilépticas refratárias 
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(GUPTE-SINGH et al., 2018; SALANOVA, 2018). Adicionalmente, os diferentes mecanismos 

de ação dos compostos antiepilépticos podem causar vários efeitos indesejados conforme 

destacado na Tabela 1. Assim, há uma necessidade contínua pela busca de compostos 

antiepilépticos com eficácia mais seletiva e melhor tolerabilidade e nessas condições, os 

produtos naturais derivados de plantas como os terpenos demonstram várais atividades 

farmacológicas como antidepressivo, ansiolítico, analgésico, antinociceptivo e anti-

inflamatório em estudos tanto clínicos quanto não clínicos (NUUTINEN et al., 2018). 

  

Tabela 1: Efeitos adversos de vários compostos antiepilépticos. 

Antiepilépticos Efeitos adversos 

Neurológico Outro (s) 

Ácido valproico Perda de memória e tremor Hepatotoxicidade e teratogênico 
Carbamazepina Perda de memória e tontura Náuseas, vômitos e teratogênico 
Clonazepam Sonolência, perda de memória e 

depressão 
Sinusite 

Fenitoína Sonolência e perda de memória Hiperplasia gengival e teratogênico 
Fenobarbital Sonolência e perda de memória Erupçãop cutânea 
Gabapentina Sonolência e ataxia Dores musculares, náuseas e diarreia 
Lamotrigina Sonolência e perda de memória, 

ataxia, tontura e dor de cabeça 
Rinite, náuseas e teratogênico 

Levetiracetam Sonolência, tontura e depressão Erupçãop cutânea 
Oxcarbazepina Sonolência, fadiga e perda de 

memória 
Náuseas, vômitos 

Pregabalina  Dificuldade de concentração, 
ataxia e fadiga 

Boca seca, edema e ganho de peso 

Topiramato Sonolência, tontura, fadiga e 
dificuldades de aprendizagem 

Anorexia, perda de peso e nefrolitíase 

Fonte: Fricke-Galindo et al. (2018); Perucca; Gilliam (2012) 

3.5. Terpenos  

Sendo principalmente hidrocarbonetos, os terpenos (C5H8)n são amplamente 

encontrados como constituintes de óleos essenciais e são classificados de acordo com o número 

de unidades de isopreno em monoterpenos (2 unidades), sesquiterpenos (3 unidades), 

diterpenos (4 unidades), triterpenos (6 unidades) e tetraterpenes (8 unidades de isopreno). 

Especificamente, os sesquiterpenos são divididos em grupos quando considerado a sua estrutura 

química como acíclicas ou cíclicas (LIAO et al., 2016). 
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A biossíntese dos sesquiterpenos pode acontecer tanto pela via do ácido mevalônico 

quanto pela via do desoxixilulose fosfato (1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato) conforme destacado 

na Figura 11 (CHAPPELL; COATES, 2010; ROHDICH et al., 2003). Os compostos 

bioquimicamente ativos isopentenil difosfato ou difosfato de isopentenila e seu isômero 

difosfato de dimetilalila nas das duas vias sofrem combinações químicas com o precursor 

sesquiterpênico farnesil pirofosfato. A ionização no carbono 2 do farnesil pirofosfato e a 

alterações estereoquímicas (configuração E ou Z) da ligação dupla mais próximo do difosfato 

resulta na formação de cátions farnesílicos (E e Z) e do cátion nerolidila. Modificações químicas 

devido à redução, oxidação e ciclização a partir dos cátions farnesílicos e nerolidila irão formar 

diversos sesquiterpenos acíclicos e cíclicos. 

 

Figura 11: Via geral para biossíntese dos sesquiterpenos com formação do -cariofileno. 

 

Fonte: Autoria própria  

 

Entre os sesquiterpenos que são formados conforme a Figura 11 por ciclização do 

farnesil pirofosfato, pode ser destacado o -cariofileno [(1R,4E,9S)-4,11,11-trimetil-8-

metilidenebiciclo[7.2.0]undec-4-eno] que está entre os principais constituintes encontrados 

em alimentos vegetais como orégano (Origanum vulgare Linn.), canela (Cinnamomum spp.), 
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pimenta (Piper nigrum Linn.) e cravo (Eugenia caryophyllata Thumb.) (GERTSCH et al., 

2008; BUCHBAUER; ILIC, 2013). Alem disso, o -cariofileno compreende um dos principais 

princípios ativos de óleos essenciais da Cannabis sativa Linn, Ocimum gratissimum Linn, 

Lantana camara Linn, Cordia verbenaceae DC (sinônimo Varronia curassavica Jacq), 

Spiranthera odoratissima A. St. Hil, Croton campestres A. St. Hil, Vernonia cinerea Less, 

Pellia endiviifolia (Dicks.) Dumort, Murraya paniculata Linn. e de várias espécies da 

Copaifera (ALMEIDA et al., 2013; DIAS et al., 2012; FRICKE et al., 1995; GALDINO et al., 

2012; JOSHI, 2014; KHAN et al., 2016; OLIVEIRA-TINTINO et al., 2018; SELESTINO et 

al., 2017). 

Esse sesquiterpeno bicíclico está na lista dos aditivos alimentares e agentes 

aromatizantes aprovados pela United States Food and Drug Administration (FDA, Code of 

Federal Regulations/n°. 21CFR172.515) e estudos em modelos animais demostraram 

atividades farmacológicas que incluem o tratamento do alcoolismo (AL MANSOURI et al., 

2014), anti-hiperglicêmico (BASHA; SANKARANARAYANAN, 2016), efeito 

hipolipidêmico (BALDISSERA et al., 2016), previne a doença hepática gordurosa não 

alcoólica (KAMIKUBO et al., 2016), neuroprotetor (ASSIS et al., 2014; SANTOS et al., 2017), 

antidepressivo, ansiolítico (BAHI et al., 2014), anticonvulsivante (LIU et al., 2015), anticâncer 

(JUNG et al.,2015; FIDYT et al., 2016), analgésico (QUINTANS-JÚNIOR  et al., 2016), 

antinociceptivo (PAULA-FREIRE et al., 2014), efeito anti-melanogênico  (YANG et al., 2015), 

anti-inflamatório (CHO et al., 2015), antioxidannte (AMES-SIBIN et al., 2018; DAHHAM et 

al., 2015) e atua como agonista seletivo do receptor canabinóide do tipo 2 (CB2)  (ASKARI; 

SHAFIEE-NICK, 2019; BENTO et al., 2011; SHARMA et al., 2016). Devido as suas 

características aromáticas, o -cariofileno pode ser utilizado em cosméticos (SKÖLD et al., 

2006). 

Adicionalmente, estudos além do farmacológico destacaram ausência de toxicidade sub-

crônica, nenhuma evidência de mutagenicidade no teste de Ames e no teste de micronúcleo em 

limfócitos humanos, o que reforça que a utilização do -cariofileno encontrados em vegetais 

pode conferir potenciais benefícios para a saúde sem apresentar indícios de toxicidade (DI 

SOTTO et al., 2010; FGE, 2015; SCHMITT et al., 2016). Apesar das mais diversas atividades 

farmacológicas destacadas no parágrafo anterior, o -cariofileno como hidrocarboneto 

insaturado apresenta limitações relacionadas a sua baixa solubilidade em água, é volátil e sofre 

fácil oxidação quando exposto à luz e oxigênio. Essas características físico-químicas resultam 

em baixa biodisponibilidade do -cariofileno e consequentemente pode limitar a sua aplicação 

farmacêutica (SKÖLD et al., 2006; PANDIT; AQIL; SULTANA, 2014).  
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Entre as abordagens biotecnológicas para reverter algumas dessas limitações estão o uso 

de lipossomas e as complexações com ciclodextrinas que demonstram uma ampla aplicação por 

melhorar a solubilidade aquosa, dissolução, estabilidade e potencial farmacológico de 

compostos como os terpenos (DUCHÊNE; BOCHOT, 2016). Nessas circunstâncias, pode ser 

destacado os estudos de complexação com ciclodextrinas do farnesol (SILVA et al., 2017), -

bisabolol (OLIVEIRA et al., 2017), carvacrol (SOUZA et al., 2018), linalool (CAMARGO et 

al., 2018), borneol (CEBORSKA, 2017), limoneno (COSTA et al., 2019), mentol (YILDIZ et 

al., 2018), timol (CELEBIOGLU; YILDIZ, 2018), -terpineol (OLIVEIRA et al., 2016) e -

cariofileno (QUINTANS-JÚNIOR et al., 2016). Ciclodextrinas naturais como a -ciclodextrina 

ou modificadas como a hidroxipropil- -ciclodextrina (HP CD), hidroxipropil- -ciclodextrina 

(HP CD) e metil- -ciclodextrina  que estão destacadas na Tabela 3 podem promover 

o aumento da solubilidade aquosa e estabilidade química dos terpenos (LIU et al., 2015; 

SANTOS et al., 2017). 

3.6. Ciclodextrinas 

3.6.1. Potencial aplicação farmacológica das ciclodextrinas 

As ciclodextrinas, que são uma família de oligossacarídeos com estrutura cíclica 

composta de unidades mínimas de -D-glicopiranose, favorece uma gama de aplicações 

biofarmacêuticas e alimentícias. As unidades de -D-glicopiranose são ligadas covalentemente 

aos átomos de carbono 1 e 4 por ligações -1,4-glicosídicas para formar as estruturas cíclicas 

(  et al., 2019). Esses oligossacarídeos cíclicos podem ser obtidos por reações de 

transglicosilação intramolecular (ciclização) envolvendo a degradação do amido pela enzima 

ciclodextrina glucanotransferase (CGTase) e as principais ciclodextrinas são ,  e  que contêm 

6, 7 e 8 unidades de glicopiranosídeo, respectivamente, com grupos hidroxilas primários e 

secundários localizados nas bordas estreitas e mais largas de uma estrutura em forma de cone 

truncada (Figura 12). A solubilidade aquosa das ciclodextrinas é atribuída aos seus numerosos 

grupos hidroxilas e a sua forma de cone é devida as unidades de glicopiranose que existem na 

conformação da cadeia (SUVARNA; GUJAR; MURAHARI, 2017; VARAN et al., 2017). 
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Figura 12: Estruturas das ciclodextrinas ,  e  com 6, 7 e 8 unidades de glicopiranosídeo, 

respectivamente. 

 

Fonte: Autoria própria 

 

A cavidade interna hidrofóbica com uma superfície externa hidrofílica possibilita uma 

ampla interação com moléculas que inclui oligonucleotídeos, íons e proteínas para formar 

estruturas denominadas de complexo de inclusão, sendo que limitações de complexações 

envolve restrições estereoquímicas da cavidade interna das ciclodextrinas (SEBAALY et al., 

2018). Sendo capaz de formar estruturas de complexação hospedeiras, a solubilidade das 

ciclodextrinas na água permanece ainda como uma das propriedades mais fascinantes, uma vez 

que não segue uma tendência contínua com o número de unidades de glicose e conforme 

destacado na Tabela 2, a -ciclodextrina é menos solúvel que -ciclodextrina e -ciclodextrina. 

Mesmo assim, as ciclodextrinas possibilitam várias aplicações na farmacologia e 

adicionalmente é caracterizada na literatura científica por baixa toxicidade e imunogenicidade, 

bem como de fácil acesso e custo benefício (LI et al., 2016). Derivados de ciclodextrina foram 

sintetizados para melhorar suas propriedades e mais especificamente a sua atividade 

farmacológica. Propriedades como cavidade interna hidrofóbica e superfície externa hidrofílica 

ajudam no encapsulamento de substâncias lipofílicas ou de baixa solubilidade, o que é essencial 

para a liberação de fármacos através de interações não-covalentes. 
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Tabela 2: Algumas propriedades físicas e químicas das ciclodextrinas. 

Propriedades Tipos de ciclodextrinas 

   

Número de unidades de glicose 6 7 8 
Diâmetro da cavidade (A) 4,7 5,3 6,0 6,5 7,5 8,3 
Diâmetro da cavidade externa (A) 14,6 15,4 17,5 
Diâmetro da cavidade interna (A) 5,7 7,8 9,5 
Volume da cavidade (A) 174 262 427 
Altura (A) 7,9 7,9 7,9 
Peso Molecular (g/mol) 972 1135 1297 
Solubilidade em água em 25 ºC (mg/mL) 145 18,5 232 

Fonte: Varan et al. (2017) e Sengupta et al. (2018) 

 

Conforme já destacado, as ciclodextrinas apresentam uma forma similar a um cone 

truncado oco, sendo que na extremidade mais larga estão presentes grupos hidroxilas 

secundários que estão ligados a unidades de glicose no carbono 2 e 3. No extremo oposto, que 

é mais estreito, grupos hidroxilas primários estão situados. Eles estão ligados a átomos de 

glicose em átomos de carbono 2. Na extremidade mais estreita, a cavidade da ciclodextrina tem 

menos diâmetro conforme a Tabela 2, sendo que isso ocorre porque o grupo hidroxila primário 

tem rotação livre. Do lado de fora da molécula, grupos CH ligados ao primeiro, segundo e 

quarto átomos de hidrogênio são vistos enquanto os grupos hidroxilas são vistos na parte 

externa do cone truncado e formam a camada externa das ciclodextrinas. Grupos CH estão 

ligados ao terceiro e ao quinto átomo de hidrogênio na camada interna. A estrutura das 

ciclodextrinas é estabilizada por pontes de hidrogênio intramoleculares que as tornam rígidas 

(SUVARNA; GUJAR; MURAHARI, 2017; VARAN et al., 2017; YANG et al., 2017). 

Devido a capacidade de acomodação de vários tipos de moléculas em suas cavidades e 

atuarem como veículos de solubilização, as ciclodextrinas apresenta várias aplicações 

biofarmacêuticas. Entre as ciclodextrinas, a -ciclodextrina apresenta uma cavidade 

insuficiente para muitas substâncias farmacológicas e a -ciclodextrina, apesar de atrair muita 

atenção devido a sua grande cavidade hidrofóbica, alta solubilidade em água e 

biodisponibilidade, sua a produção continua ainda sendo de alto custo (QIU et al., 2018). Já a 

-ciclodextrina tem sido amplamente utilizada em estudos iniciais de aplicações farmacêuticas 

devido ao tamanho da sua cavidade ser facilmente acessível e adequado para uma ampla gama 

de substâncias químicas, bem como a facilidade da produção e no subsequente baixo custo. No 

entanto, a baixa solubilidade em água e a nefrotoxicidade pode limitar o uso da -ciclodextrina, 
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particularmente na liberação de substâncias com administração parenteral. A baixa solubilidade 

da -ciclodextrina pode ser atribuído a própria estrutura em que as suas dimensões moleculares 

são ideais para formação de um anel de ligações de hidrogênio intramoleculares que 

neutralizam a hidratação da -ciclodextrina, reduzindo assim sua solubilidade (WANG et al., 

2011; LOFTSSON et al., 2015). 

Devido a sua forma do cone truncada, uma variedade de substâncias orgânicas pode ser 

inserida na cavidade das ciclodextrinas formando complexos de inclusão a partir da associação 

entre a substância encapsulada e a ciclodextrina (CEBORSKA, 2018; KEDIA; DUBEY, 2018). 

Na cavidade da ciclodextrina, as moléculas de água estão em um ambiente energeticamente 

desfavorável e quando essas moléculas de água são removidas e substituídas por uma substância 

encapsulada com tamanho, forma e polaridade adequada à estrutura da ciclodextrina conforme 

a Tabela 2. Assim, o processo para formar complexo de inclusão abrange vários fatores que 

participam e desempenhando uma função significativa conforme descrita anteriormente, sendo 

que a associação entre a substância encapsulada e a ciclodextrina pode ser por forças de Van 

der Waals, interações dipolo-dipolo e por ligações de hidrogênio (MURA et al., 2015). O 

processo de encapsulamento é energicamente favorável e leva ao aumento da estabilidade do 

complexo porque induz uma modificação na entalpia e reduz a energia total do sistema. Os 

complexos são geralmente obtidos pelo método da coprecipitação, em que a molécula ativa é 

suspensa em conjunto com a ciclodextrina na água, misturados à temperatura ideal, evaporado 

e depois seco no dessecador (PATIL; WEATHERLY; ARMSTRONG, 2018). 

Dentre as vantagens mais importantes para o uso de ciclodextrinas estão a proteção de 

moléculas encapsuladas de reações de decomposição induzidas por oxidação ou hidrólise, luz, 

calor, reações químicas com outros compostos orgânicos e reduz a perda de compostos voláteis 

(FENYVESI et al., 2016). Por uma maior aplicabilidade, derivados das ciclodextrinas 

(hidrofílicos, hidrofóbicos, iônicos e poliméricos) criados por reações químicas ou enzimáticas 

são utilizadas para melhorar as propriedades físicas, químicas, biológicas, capacidade de 

complexação das ciclodextrinas naturais, diminuir odores e sabores desagradáveis de certos 

fármacos e redução da toxicidade por via parenteral. Considerando que também pode aumentar 

a solubilidade em água, dissolução e a taxa de liberação de substâncias hidrofóbicos como os 

óleos essenciais, consequentemente, o complexo de inclusão proporciona maior 

biodisponibilidade e a bioeficácia (FENELON et al., 2018; GUO et al., 2017; MALAQUIAS 

et al., 2018). 

De acordo com a modificação química, as ciclodextrinas podem ser alquilados, 

hidroxialquilados, esterificados e polimerizados. Atualmente e conforme a Tabela 3, os 
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derivados de ciclodextrinas com várias utilizações farmacêuticas incluem a hidroxipropil- -

ciclodextrina (HP- -CD), hidroxipropil- -ciclodextrina, -ciclodextrina aleatoriamente 

metilada, sulfobutil éter -ciclodextrina (SBE- -CD) e as ramificas como a maltosil- -

ciclodextrina ( , 2018; SINGH et al., 2019). Existem mais de cem tipos de 

ciclodextrinas que estão disponíveis como substâncias químicas naturais e aproximadamente 

1500 derivados de ciclodextrinas foram sintetizados e relatado, sendo que a hidroxipropil- -

ciclodextrina é uma das mais utilizadas por ter maior solubilidade e cavidade de diâmetro 

adequada (SIKDER et al., 2019). 

 

Tabela 3: Principais derivados das ciclodextrinas (CD). 

Ciclodextrinas/derivados Abreviatura Características Via de 
administração 

CD metiladas/derivados hidrófilos   
Metil- -CD M- -CD Solúveis em água e solventes 

orgânicos, tensoativos e 
hemolítica 

Oral, dérmica e 
subcutânea 2,6-di-O-metil- -CD DM- -CD 

2,3,6-tri-O-metil- -CD TM- -CD 
2,6-di-O-metil-3-O-acetil- -
CD 

DMA- -CD Solúvel em água e baixa 
atividade hemolítica 

 

CD hidroxialquilados/derivados hidrófilos   
2-hidroxietil- -CD 2-HE- -CD Mistura amorfa com 

diferentes graus de 
substituição, elevada 
solubilidade em água e baixa 
toxicidade 

Oral, dérmica, 
intravenosa, e 
em mucosas 

2-hidroxipropil- -CD 2-HP- -CD 
3-hidroxipropil- -CD 3-HP- -CD 
2,3-dihidroxipropil- -CD DHP- -CD 

CD ramificadas/derivados hidrófilos   
6-O-glicosil- -CD G1- -CD Elevada solubilidade em água 

e baixa toxicidade 
Oral, dérmica, 
intravenosa, e 
em mucosas 

6-O-maltosil- -CD G2- -CD 

CD aciladas/derivados hidrófobos   
2,3,6-tri-O-acetil-  TA- -CD Baixa solubilidade em água, 

solúvel em solventes 
orgânicos; formação de filmes 
e propriedades adesiva 

Oral e dérmica 
2,3,6-tri-O-propanoil-  TP- -CD 
2,3,6-tri-O-butanoil-  TB- -CD 
2,3,6-tri-O-valeril-  TV- -CD 
CD aniônicas/derivados ionizáveis  
6-O-carboximetil-O-etil-
CD  

CME- -CD pKa=3-4, solúvel a pH>4 Oral, dérmica, 
intravenosa e 
em mucosas  -CD sulfatadas  S- -CD pKa>1, solúvel em água 

Sulfobutil-éter- -CD  SBE- -CD Elevada solubilidade em água 

Fonte:  
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Toxicologia não clínica do -cariofileno, um canabinoide dietético: Ausência 

de efeitos adversos em camundongos Swiss fêmeas 

 

Resumo 

O -cariofileno é um aditivo alimentar que está presente em plantas alimentares e que apresenta 
um amplo potencial farmacológico. No entanto, informações toxicológicas ainda são 
necessárias e seu uso é baseado no fato de que esse sesquiterpeno bicíclico é diariamente 
consumido como alimento vegetal em quantidades muito maiores do que como um aditivo 
alimentar. Assim, o presente estudo avaliou a toxicidade de dose única (aguda/14 dias) e de 
doses repetidas (28 dias) do -cariofileno administrado por via oral em camundongos Swiss 
fêmeas analisando alterações no peso corporal, consumo de alimento, ingestão de água, 
parâmetros hematológicos e bioquímicos, peso de órgãos após necropsia, biomarcadores de 
estresse oxidativo e histopatologia de vários tecidos. O estudo de toxicidade aguda (300 e 2000 
mg/kg) e em doses repetidas (300 e 2000 mg/kg) foram realizados de acordo com a diretriz 423 
e 407 da Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD), 
respectivamente. Ausência de sintomas clínicos adversos e mortalidade em qualquer animal 
submetido ao estudo de toxicidade aguda e em doses repetidas foram verificados. Além disso, 
não foram observadas alterações significativas no peso corporal, consumo de alimento e água, 
biomarcadores de estresse oxidativo (catalase, superóxido dismutase, peroxidação lipídica, 
nitrito e glutationa reduzida), parâmetros hematológicos (eritrócitos, leucócitos, plaquetas, 
hemoglobina, hematócrito) e bioquímicos (glicose, ureia, creatinina, ácido úrico, aspartato 
aminotransferase, alanina aminotransferase, colesterol e triglicerídeos) quando comparado com 
o grupo controle do estudo de toxicidade em dose única e em doses repetidas. Portanto, os 
resultados do presente estudo fornecem uma compreensão do perfil de toxicidade do -
cariofileno que pode ser considerado um composto com toxicidade superior a 2000 mg/kg de 
peso corporal. 
 
Palavras-chave: -cariofileno, sesquiterpeno bicíclico, toxicidade aguda, toxicidade em doses 
repetidas. 
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1. INTRODUÇÃO 

O -cariofileno ( -humuleno) é um sesquiterpeno bicíclico com importante papel na 

química dos sesquiterpenóides e que está entre os principais sesquiterpenos encontrados em 

alimentos vegetais como orégano (Origanum vulgare Linn.), canela (Cinnamomum spp.), 

pimenta (Piper nigrum Linn.) e cravo (Eugenia caryophyllata Thumb) (GERTSCH et al., 2008; 

BUCHBAUER; ILIC, 2013). O -cariofileno compreende um dos principais princípios ativos 

dos óleos essenciais da Cannabis sativa Linn, Ocimum gratissimum Linn, Lantana camara 

Linn, Cordia verbenaceae DC (sinônimo Varronia curassavica Jacq), Spiranthera 

odoratissima A. St. Hil, Croton campestres A. St. Hil, Vernonia cinerea Less, Pellia 

endiviifolia (Dicks.) Dumort, Murraya paniculata Linn. e de várias espécies da Copaifera 

(DIAS et al., 2012; ALMEIDA et al., 2013; SELESTINO et al., 2017). 

 Além disso, o -cariofileno está na lista dos aditivos alimentares e agentes 

aromatizantes aprovados pela Food and Drug Administration (FDA, nº. 21CFR172.515) e 

estudos em modelos animais demostraram atividades farmacológicas que incluem o tratamento 

do alcoolismo (AL MANSOURI et al., 2014), anti-hiperglicêmico (BASHA; 

SANKARANARAYANAN, 2016), efeito hipolipidêmico (BALDISSERA et al., 2016), 

previne a doença hepática gordurosa não alcoólica (KAMIKUBO et al., 2016), neuroprotetor 

(ASSIS et al., 2014; SANTOS et al., 2017), antidepressivo, ansiolítico (BAHI et al., 2014), 

anticonvulsivante (LIU et al., 2015), anticâncer (JUNG et al.,2015; FIDYT et al., 2016), 

analgésico (QUINTANS-JÚNIOR  et al., 2016), antinociceptivo (PAULA-FREIRE et al., 

2014), efeito anti-melanogênico  (YANG et al., 2015), anti-inflamatório (CHO et al., 2015) e 

atua como agonista seletivo do receptor canabinoide do tipo 2 (CB2)  (SHARMA et al., 2016). 

Devido as suas características aromáticas, o -cariofileno pode ser utilizado em cosméticos 

(SKÖLD et al., 2006). 

Além do potencial farmacológico descrito, o -cariofileno continua sendo alvo de novas 

pesquisas farmacológicas em que poucas informações toxicológicas têm sido relatadas e, 

portanto, seu uso é baseado principalmente no fato de que esse sesquiterpeno bicíclico é 

diariamente consumido como alimento vegetal em quantidades muito maiores do que como um 

aditivo alimentar. A realização de experimentos contínuos que visam avaliar possíveis efeitos 

adversos é de suma importância e, nesse contexto, Schmitt et al. (2016) relatou recentemente 

um estudo que demonstra ausência de toxicidade subcrônica (90 dias) do -cariofileno em ratos 

Wistar.  
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Com o objetivo de ampliar o conhecimento e aprimorar o perfil toxicológico do -

cariofileno, o presente estudo avaliou a toxicidade aguda e em doses repetidas em camundongos 

Swiss analisando parâmetros relacionados às alterações do peso corporal, consumo de alimento, 

ingestão de água, parâmetros hematológicos e bioquímicos, peso de órgãos após necropsia, 

biomarcadores de estresse oxidativo e histopatologia de vários tecidos. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

-cariofileno e compostos químicos 

O -cariofileno [Formula molecular: C15H24, peso molecular: 204,36 g/mol, CAS: 87-

44- Figura 1)], Tween 80, pirogalol, sulfanilamida, ácido fosfórico, 

dicloridrato de N-1-naftiletilenodiamina, nitrato de sódio, DTNB (ácido 5,5'-ditiobis-2-

nitrobenzóico), ácido tiobarbitúrico e peroxido de hidrogenio foram obtidos da Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA). Todos os outros reagentes químicos utilizados foram de grau analítico. 

As soluções dos compostos químicos utilizados no presente estudo foram preparadas e usados 

no dia dos experimentos. 

Figura 1: Estrutura química do -cariofileno [(1R,4E,9S)-4,11,11-trimetil-8-

metilidenebiciclo[7.2.0]undec-4-eno]. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Animais e condições experimentais 

Os camundongos Swiss fêmeas (25-30 gramas) utilizados foram obtidos a partir do 

Biotério Central do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Piauí (UFPI). Os 

animais foram mantidos em temperatura controlada (24 ± 1 °C) em ciclo de 12 horas 
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claro/escuro (ligado as 9:00 e desligado 21:00 horas) e com livre acesso à água filtrada 

disponível em garrafas graduadas e comida (pellets de ração Purina). Todos os animais 

utilizados foram mantidos em gaiolas de polipropileno (30 x 20 x 13 cm) com o máximo de 

cinco animais por gaiola e inicialmente aclimatados no Laboratório de pesquisa em produtos 

naturais e neuroquímica experimental (LAPNNEX) por dez dias antes da realização dos 

experimentos. 

O máximo de esforços foi feito para minimizar tanto o sofrimento quanto o número de 

animais utilizados, sendo que cada experimento realizado foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Experimentação Animal da Universidade Federal do Piauí (CEEA/UFPI#012/15) e 

realizados de acordo com os princípios éticos estabelecidos pela Diretriz Brasileira para o 

Cuidado e a Utilização de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Científica 

(BRASIL, 2016). 

Estudo da toxicidade aguda (14 dias) 

O estudo da toxicidade aguda foi realizado de acordo com a diretriz 423 da Organização 

para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD) (OECD, 2001). O -cariofileno foi 

emulsificado em Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9% (veículo) e administrado 

por via oral apenas uma única vez nas doses de 300 (n=6) e 2000 mg/kg (n=6) para avaliação 

detalhada dos sinais clínicos de toxicidade (Exemplos: aparência geral, ataxia, frêmito vocal, 

irritabilidade, tônus do corpo, tremores, salivação, lacrimejamento, ptose palpebral, convulsões 

e movimentos anormais) e mortalidade dos animais (SILVA et al., 2016). O grupo controle 

(n=6) recebeu apenas veículo com o mesmo volume (10 mL/kg) e pela mesma via que os outros 

grupos experimentais. Todos os grupos de animais foram rigorosamente monitorados 

diariamente para um total de 14 dias. 

Estudo da toxicidade em doses repetidas (28 dias) 

O estudo de toxicidade em doses repetidas foi realizado de acordo com a diretriz 407 da 

Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD) (OECD, 2008). O -

cariofileno foi emulsificado em Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9% (veículo) 

e administrado diariamente uma vez ao dia durante 28 dias por via oral nas doses de 300 (n=7) 

e 2000 (n=7) mg/kg para avaliação dos sinais clínicos de toxicidade descrito na toxicidade 

aguda e mortalidade dos animais. As doses de 300 e 2000 mg/kg foram estabelecidas a partir 

da diretriz 407 da OECD. O grupo controle recebeu apenas veículo com o mesmo volume (10 
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mL/kg) e pela mesma via que os outros grupos experimentais. Todos os grupos de animais 

foram rigorosamente monitorados continuamente por 1 hora após as dosagens e periodicamente 

durante as primeiras 24 horas para um total de 28 dias (Figura 2). 

Figura 2: Protocolo experimental para avaliação da toxicidade aguda em camundongos e em 

doses repetidas. 

Fonte: Autoria própria. 

Testes da toxicidade motora 

Atividade locomotora e coordenação motora 

Na avaliação da atividade exploratória espontânea, os animais submetidos ao tratamento 

por via oral com -cariofileno (300 e 2000 mg/kg) foram colocados um por vez no campo aberto 

feito de acrílico (paredes transparentes e piso preto, 30 × 30 × 15 cm) e dividido em nove 

quadrados de áreas iguais. Os parâmetros observados durante 5 minutos foram o número de 

quadrados cruzados com as quatro patas, número de comportamento de autolimpeza 

(groomings) e o número de levantamentos (rearings) (MACHADO et al., 2015). A coordenação 

motora e relaxamento muscular dos animais foram avaliados pelo número de quedas e o tempo 

de permanência durante 180 segundos em uma barra giratória de 25 mm de diâmetro com 

rotação de 17 rpm (SILVA et al., 2016). 

Dados fisiológicos  

O peso corporal, consumo ração, ingestão de água, formação de urina e fezes de cada 

animal foram registrados diariamente do início ao décimo quarto dia durante o período de 



88

tratamento com -cariofileno para a toxicidade aguda. No estudo de doses repetidas, os dados 

fisiológicos foram registrados diariamente do início do tratamento ao vigésimo oitavo dia. 

Urinálise 

Amostras de urina de 4 horas de animais tratados com -cariofileno no estudo de 

toxicidade aguda foram colhidas para análise semi-qualitativa de bilirrubina, urobilinogênio, 

cetonas, glicose, proteína, sangue, nitrito, leucócitos, pH e densidade utilizando tiras de urina 

(Uriquest Plus/Labtest). No estudo de toxicidade em doses repetidas, amostras de urina da 

última semana foram colhidas e analisadas usando o mesmo princípio das reações químicas da 

tira reagente Uriquest. Análise da cor de urina foi realizada com amostras de urina fresca. O 

volume da urina foi colhido diariamente. 

Necropsia, análise macroscópica e peso dos órgãos 

Após o período final de tratamento com -cariofileno no estudo de toxicidade aguda e 

em doses repetidas, os animais foram anestesiados com solução de xilazina-cetamina 0,2 

mL/100 g [8,75mL de cetamina (100 mg/mL) e 1,25 mL de xilazina (10 mg/mL)] conforme 

protocolo da Cornell University/Cornell Center for Animal Resources and Education descrito 

por Flecknell (1996) e Kohn (1997). Sucedida a eutanásia, foi feita avaliação macroscópica da 

superfície externa do corpo, cavidades (torácica, abdominal e craniana) e dos órgãos (alterações 

de posição, forma, tamanho, cor e consistência). Após a necropsia, o peso absoluto e relativo 

do cérebro, pulmões, fígado, coração, baço e rins foram determinados. O peso relativo foi 

calculado utilizando a formula: Peso relativo do órgão (%) = (peso do órgão/peso do 

camundongo) x 100. 

Parâmetros hematológicos e bioquímicos 

Amostras de sangue foram coletadas por punção cardíaca do ventrículo direito dos 

animais anestesiados e acondicionados em tubos com anticoagulante para determinação dos 

parâmetros hematológicos e em tubos sem anticoagulante para obtenção do soro e determinação 

dos parâmetros bioquímicos. Os parâmetros de eritrócitos, leucócitos, plaquetas, hemoglobina, 

hematócrito e os índices hematimétricos [volume corpuscular médio (VCM) e concentração de 

hemoglobina corpuscular média (CHCM)] foram determinados por meio do analisador 

automático de células hematológicas Advia 120/hematologia (Siemens). A contagem 

diferencial de leucócitos foi realizada em extensões coradas com May-Grünwald-Giemsa. Em 
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cada ensaio, 100 células foram analisadas e contadas (SANTANA et al., 2013). Os parâmetros 

bioquímicos foram realizados em aparelho automático Labmax 240 com sistemas comerciais 

da LABTEST® para a determinação da glicose, ureia, creatinina, ácido úrico, aspartato 

aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), colesterol e triglicerídeos. 

Avaliação histopatológica  

Órgãos como o cérebro, rim, fígado, pulmão e coração foram preservados em formol 10 

% para avaliação histopatológica. As secções foram preparadas a partir dos tecidos embebidos 

em parafina e coradas com hematoxilina e eosina. As lâminas foram observadas utilizando 

microscópio óptico. 

Biomarcadores de estresse oxidativo no fígado e rim 

Uma parte do fígado e rim dos animais submetidos ao estudo de toxicidade em doses 

repetidas foram colhidos após eutanásia e homogeneizado (10%, p/v) em solução gelada de 

tampão fosfato de sódio 50 Mm (pH 7,4). Os homogenatos de cada órgão foram centrifugados 

em 8000 rpm durante 10 minutos e os sobrenadantes separados para determinação dos 

biomarcadores de estresse oxidativo. 

Atividade da Catalase e Superóxido dismutase 

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pela taxa de decomposição do H2O2 

utilizando espectrofotometria (240 nm) e os resultados foram expressos em unidades de 

atividade da catalase por miligrama de proteína (U/mg proteína) (AEBI, 1984). A atividade da 

superóxido dismutase (SOD) foi avaliada pela sua capacidade de inibir a auto-oxidação do 

pirogalol e os resultados determinados por espectrofotometria (420 nm) foram expressos em 

unidades de atividade da SOD por miligrama de proteína (U/mg proteína) (MARKLUND; 

MARKLUND, 1974). Os níveis de proteína foram determinados pelo método de Lowry et al. 

(1951). 

Níveis de peroxidação lipídica, nitrito e glutationa reduzida 

A peroxidação lipídica foi avaliada indiretamente pela formação de substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) conforme o procedimento experimental descrito por Freitas 

et al. (2009) e os resultados determinado utilizando espectrofotometria (532 nm) foram 

expressos em nmol de TBARS por grama de tecido (nmol/g de tecido). Os níveis de nitrito 
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foram determinados usando reagente de Griess (1% de sulfanilamida em ácido fosfórico e 0,1% 

de dicloridrato de N-1-naftiletilenodiamina) conforme o procedimento experimental descrito 

por Almeida et al. (2012) e os resultados determinado por espectrofotometria (540 nm) foram 

 a partir de uma curva padrão de nitrito usando nitrato de sódio (NaNO2). A 

glutationa reduzida (GSH) foi avaliada usando DTNB (ácido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzóico) 

conforme o procedimento experimental descrito por Freitas et al. (2009) e os resultados obtidos 

por espectrofotometria (412 nm) foram expressos em nmol de GSH por grama de tecido (nmol/g 

de tecido). 

Análise estatística 

Os resultados numéricos foram expressos como média ± E.P.M (erro padrão da média). 

Os resultados do peso corporal foram analisados utilizando two-way ANOVA seguida pelo teste 

Newman-Keuls como post hoc. A estatística dos outros resultados foi realizada utilizando one 

way ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls como post hoc. Diferenças significativas entre 

os grupos avaliados foram considerados quando p<0,05 (GraphPad Prism 6.01). 

RESULTADOS 

Observações clínicas e toxicidade motora 

Ausência de sintomas clínicos adversos e mortalidade foram verificadas em todos os 

animais submetidos ao estudo de toxicidade aguda e em doses repetidas (Tabela 1). Além disso, 

os resultados descritos na Tabela 2 demonstrou que o -cariofileno não comprometeu a 

atividade locomotora e coordenação motora quando comparado com o grupo controle (p>0,05). 

Tabela 1: Efeitos do -cariofileno em animais durante o estudo de toxicidade aguda (14 dias) 

e em doses repetidas (28 dias). 

Toxicidade Doses 
(mg/kg) 

M/T Mortalidade 
(%) 

Latência para 
Mortalidade (min) 

Sintomas de 
Toxicidade 

14 dias      
 CN 0/6 0  Nenhum 
 300 0/6 0  Nenhum 
 2000 0/6 0  Nenhum 

28 dias      
 CN 0/7 0  Nenhum 
 300 0/7 0  Nenhum 
 2000 0/7 0  Nenhum 

Legenda: (CN) Controle, (M) Animais Mortos, (T) Animais totais.
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Peso corporal 

Alterações no peso corporal absoluto dos grupos de animais tratados por via oral 

com -cariofileno e o grupo controle estão apresentados na Figura 3. Na dose de 300 e 

2000 mg/kg do -cariofileno, os animais não apresentaram variações significativas no 

peso quando comparado com o grupo controle até o 14ª dia da toxicidade aguda (Figura 

3A) e até o 28ª dia da toxicidade em doses repetidas (p>0,05) (Figura 3B). 

Figura 3: Resultados do peso corporal de animais tratados com -cariofileno ( -CFN) no 

estudo de toxicidade aguda (Figura 3A) e em doses repetidas (Figura 3B).  

 

Legenda: Toxicidade aguda: (CN) Controle (n=6), ( -CFN 300) dose de 300 mg/kg (n=6), 

( -CFN2000) dose de 2000 mg/kg (n=6). Toxicidade em doses repetidas: (CN) Controle 

(n=7), ( -CFN 300) dose de 300 mg/kg (n=7), ( -CFN2000) dose de 2000 mg/kg (n=7). Os 

valores representam a média ± E.P.M. 

Consumo de ração, água e formação de urina e fezes 

De acordo com os resultados descritos na Tabela 3 para a toxicidade aguda e em 

doses repetidas, os animais tratados por via oral com -cariofileno nas doses de 300 e 

2000 mg/kg não apresentaram alterações significativas no consumo de ração, água, 

formação de fezes e urina quando comparado com os grupos controles (p>0,05).
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Peso absoluto e relativo dos órgãos 

O peso médio absoluto e relativo dos órgãos de animais tratados com -cariofileno e do 

grupo controle estão demostrados na Tabela 4. Em ambos os estudos de toxicidade, nenhuma 

alteração significativa foi observada em qualquer órgão dos animais tratados com -cariofileno 

quando comparado com os grupos controles (p>0,05). Além disso, uma análise macroscópica 

dos órgãos internos (baço, fígado, rins, coração, cérebro e pulmões) não mostrou hemorragias, 

hematomas, edemas, necrose, alterações de posição, forma, tamanho, cor e consistência quando 

comparado com os grupos controles, sugerindo que o -cariofileno não induz desordem 

morfológica nos estudos de toxicidade aguda e em doses repetidas. 

Parâmetros hematológicos e bioquímicos 

Conforme os resultados descritos na Tabela 5, os grupos de animais que foram tratados 

com -cariofileno nas doses de 300 e 2000 mg/kg não apresentaram alterações significativas 

nos valores dos parâmetros hematológicos quando comparado com os grupos controles 

(p>0,05). Semelhança na obtenção dos resultados foi demonstrada para os parâmetros 

bioquímicos, uma vez que não foi observado diferenças significativas relacionados à atividade 

hepática (ALT e AST), atividade renal (ureia e creatinina) e biomarcadores metabólicos 

(glicose, triglicerídeos e colesterol) nos grupos de animais tratados com -cariofileno quando 

comparado com os grupos controles (p>0,05) (Tabela 5). 

Urinálise 

Na avaliação da urina dos animais submetidos aos estudos de toxicidade aguda e em 

doses repetidas, não foram detectadas alterações relacionadas com a administração das doses 

do -cariofileno ( -CFN) indicativo de toxicidade quando comparado com os animais dos 

grupos controle (Tabela 6, p>0,05). 

Histopatologia 

Os resultados histopatológicos de órgãos dos animais tratados com -cariofileno (300 e 

2000 mg/kg) após o estudo de toxicidade em doses repetidas estão apresentados na Tabela 7. 

Alterações patológicas não foram detectadas no fígado, rim, coração e pulmão quando 

comparado com os grupos controles. 
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Biomarcadores de estresse oxidativo no fígado e rim 

As análises do estresse oxidativo nos fígados e rins dos animais submetidos ao estudo 

de toxicidade em doses repetidas demonstram ausência de alterações significativas relacionadas 

com a administração das doses do -cariofileno quando comparado com os resultados dos 

grupos controles (Figura 4A-B, p>0,05). 

 

Figura 4: Resultados dos biomarcadores de estresse oxidativo no fígado e rim dos animais 

tratados com -cariofileno ( -CFN) após o estudo de toxicidade em doses repetidas (28 dias). 

 

Legenda: (CN) Controle (n=7), ( -CFN 300) dose de 300 mg/kg (n=7), ( -CFN2000) dose de 

2000 mg/kg (n=7). Os valores representam a média ± E.P.M. 
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DISCUSSÃO 

Conforme já destacado na introdução, o -cariofileno é um sesquiterpeno bicíclico que 

está presente em várias plantas alimentares e que há uma expansão dos estudos farmacológicos 

por vários grupos de pesquisas e poucos têm abordado parâmetros toxicológicos em modelos 

animais. Sendo um composto com potencial terapêutico variado, o tratamento em modelos 

animais com o -cariofileno abrange uma gama de doses e de tempo em que não são discutidos 

efeitos clínicos de toxicidade. Assim, o desenvolvimento de pesquisas para clarificar o seu 

perfil toxicológico é de grande importância e o presente estudo apresenta os resultados da 

toxicidade em dose única e em doses repetidas do -cariofileno em camundongos Swiss fêmeas. 

O estudo de Schmitt et al. (2016) relatou que o tratamento de ratos Wistar com -

cariofileno por via oral não induziu susceptibilidade toxicológica em relação a diferença sexual. 

Além disso, conforme demonstrado por Dewi et (2014) e indicado na diretriz 423 da OECD 

(OECD, 2001), a toxicidade em um sexo (fêmea) é geralmente considerado suficiente. Assim, 

o presente estudo foi realizado somente em camundongos Swiss fêmeas. Os resultados obtidos 

demonstraram que a administração das doses de 300 e 2000 mg/kg do -cariofileno por via oral 

não induziu qualquer efeito adverso como ptose, contorções abdominais, reflexo de 

endireitamento, irritabilidade, piloereção, tremores e convulsões. Além disso, não foi registado 

qualquer morte no estudo de toxicidade em dose única e em doses repetidas durante o período 

de exposição com do -cariofileno. Assim, a toxicidade do -cariofileno pode ser classificado 

na categoria 5 (toxicidade superior a 2000 mg/kg de peso corporal) do Sistema globalmente 

harmonizado de classificação (GHS) da diretriz 423 da OECD (OECD, 2001). Segundo Hart e 

Wong (1971), a toxicidade aguda oral do -cariofileno em ratos resultou na dose letal média 

(DL50) maior que 5000 mg/kg. Os resultados da toxicidade em doses repetidas no presente 

estudo estão de acordo com a avaliação toxicológica subcrônica (90 dias) realizada por Schmitt 

et al. (2016) que relatou a falta de sintomas indicativo de toxicidade e morte em ratos Wistar 

tratados por via oral com -cariofileno nas doses de 150, 450 e 700 mg/kg/dia. 

Considerando a característica lipofílica e a capacidade de atravessar a hematoencefálica, 

o presente estudo realizou uma avaliação da atividade neurocomportamental como parte do 

estudo de toxicidade. Os resultados obtidos demonstraram que a administração do -cariofileno 

(300 e 2000 mg/kg) em camundongos Swiss fêmeas não interferiu na atividade exploratória 

espontânea e não provocou relaxamento muscular quando comparado com o grupo controle da 

toxicidade aguda e em doses repetidas. Sendo assim, os resultados obtidos demonstraram que 

uma alta dose do -cariofileno não causa efeitos neurocomportamentais adversos. A ausência 
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de neurotoxicidade em doses inferiores foi verificado em estudos em que o -cariofileno foi 

anticonvulsivante [100 mg/kg, (LIU et al., 2015)], antinociceptivo [20, 40 e 80 mg/kg (PAULA-

FREIRE et al., 2014)], antidepressivo e ansiolítico [50 mg/kg, (BAHI et al., 2014)] em roedores. 

Segundo Silva et al. (2016), o surgimento de alterações no peso de animais em estudos 

para avaliação da toxicidade aguda e subcrônica são considerados importantes indicadores de 

efeitos adversos metabólicos de uma determinada substância. No presente estudo, uma variação 

não significativa de até 5% no aumento de peso corporal dos animais em tratamento durante o 

estudo de toxicidade em doses repetidas foi observada na Figura 3 quando comparado com o 

grupo controle, sugerindo que o -cariofileno não compromete a absorção adequada dos 

nutrientes. Como demonstrado por Tambe et al. (1996), o -cariofileno administrado por via 

oral (1-150 mg/kg) em ratos não induziu lesões na mucosa gástrica e ainda inibiu danos 

induzidos por líquidos alcoólicos. Além do resultado demonstrado na Figura 3, os grupos de 

camundongos Swiss fêmeas tratados com -cariofileno não apresentaram alterações 

significativas no consumo de ração, ingestão de água, formação de urina e fezes quando 

comparado com o grupo controle do estudo de toxicidade em dose única e em doses repetidas. 

As variações nos dados fisiológicos (peso corporal e consumo ração) obtidos por Schmitt et al. 

(2016) em ratos Wistar de ambos os sexos também demonstraram não ser significativas quando 

comparado com o grupo controle. 

Alterações significativas do peso absoluto e relativo dos órgãos de animais podem ser 

consideradas uma importante evidência de toxicidade segundo Silva et al. (2016) e é importante 

ressaltar que as atividades farmacológicas do -cariofileno estão relacionadas principalmente 

aos órgãos como cérebro (BAHI et al., 2014; LOU et al., 2016; TIAN et al., 2016) e fígado 

(CALLEJA et al., 2013; BALDISSERA et al., 2016; KAMIKUBO et al., 2016). Assim, é 

importante que o -cariofileno não prejudique o funcionamento desses órgãos. Em relação aos 

resultados da Tabela 4 que mostram os pesos absolutos e relativos dos camundongos Swiss 

fêmeas, não houve diferença estatística quando comparado com os animais do grupo controle 

no estudo de toxicidade em dose única e em doses repetidas, confirmando os outros resultados 

já discutidos que demonstraram ausência de comprometimento toxicológico. Além disso, uma 

análise macroscópica dos órgãos internos (baço, fígado, rins, coração, cérebro e pulmões) não 

mostrou alterações de posição, tamanho, cor, forma e consistência quando comparado com os 

grupos controles. Assim como demonstrado no presente estudo, o resultado de Schmitt et al. 

(2016) confirmou que o -cariofileno (150-700 mg/kg/dia) não induziu toxicidade pela 

avaliação do peso absoluto e relativo de órgãos como fígado, cérebro, rins e coração de ratos 

de ambos os sexos. 
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O sistema hematopoiético é bastante susceptível aos compostos com propriedades 

tóxicas e por isso serve como um importante indicador do estado fisiológico e patológico de 

animais em estudos toxicológicos (RAMAIAH; BOUNOUS; ELMORE, 2013). No presente 

estudo, após o tratamento com -cariofileno em várias doses, não foram demonstradas 

alterações significativas (p>0,05) nos parâmetros hematológicos descritos na Tabela 5 quando 

comparado com os grupos controles dos estudos de toxicidade em dose única e em doses 

repetidas. Assim, é sugerido que o sesquiterpeno bicíclico em estudo não apresenta 

hematoxicidade conforme já demonstrado no estudo de toxicidade subcrônica realizado por 

Schmitt et al. (2016) em ratos Wistar. Além da avaliação hematológica, os indicadores 

bioquímicos séricos da função hepática (ALT e AST), função renal (ureia e creatinina) e dos 

indicadores metabólicos (glicose, triglicerídeos e colesterol) demonstram que as variações nos 

resultados não foram significativas quando comparado com os valores dos grupos controles. O 

resultado da toxicidade subcrônica em ratos Wistar de ambos os sexos obtido por Schmitt et al. 

(2016) demonstrou redução significativa de parâmetros bioquímicos como ALT, AST e ureia, 

mas que não foi considerado um indicativo de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade associada ao 

tratamento de 90 dias. 

Além dos resultados da Tabela 5, a ausência indicativa de hepatotoxicidade e 

nefrotoxicidade durante o metabolismo do -cariofileno pode justificar a manutenção do 

equilíbrio redox do fígado e rim (Figura 4). A compreensão dos resultados descritos na Figura 

4 é importante do ponto de vista terapêutico, uma vez que o metabolismo do -cariofileno é 

pouco explorado e porque possui efeitos protetores em modelo animal de lesão hepática e renal 

associado com o estresse oxidativo (HORVÁTH et al., 2012; CALLEJA et al., 2013). 

Os resultados discutidos da toxicidade em dose única e em doses repetidas aprimoram 

a compreensão do perfil toxicológico do -cariofileno. Em conjunto com os experimentos que 

demostraram um amplo potencial terapêutico (SHARMA et al., 2016), ausência de toxicidade 

subcrônica (SCHMITT et al., 2016), bem como nenhuma evidência de mutagenicidade no teste 

de Ames (FGE, 2015) e no teste de micronúcleo em limfócitos humanos (DI SOTTO et al., 

2010), o presente estudo reforça que a utilização do -cariofileno encontrados em vegetais pode 

conferir potenciais benefícios para a alimentação e a saúde sem apresentar indícios de 

toxicidade. 

CONCLUSÃO 

Portanto, os resultados do presente estudo fornecem uma compreensão do perfil de 

toxicidade do -cariofileno. De acordo com os resultados da toxicidade aguda realizado 
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segundo a diretriz 423 da OECD, o -cariofileno pode ser classificado como um composto com 

toxicidade superior a 2000 mg/kg de peso corporal. Além do estudo em dose única com 

camundongos Swiss fêmeas, os resultados em doses repetidas mostraram que não houve 

alterações que indicassem toxicidade, modificações no peso corporal e dos órgãos internos, 

consumo de alimento e água, bem como, nos parâmetros hematológicos e bioquímicos. 
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Diferentes modulações neuromoleculares do -cariofileno nas propriedades 

ansiolíticas, antidepressivas e anticonvulsivantes 

 

O -cariofileno [( -humuleno ou (-)-trans-cariofileno)] é um hidrocarboneto volátil de estrutura 
incomum com várias atividades neurocomportamentais, em que existe a necessidade de 
avaliações experimentais contínuas para determinar os mecanismos moleculares subjacentes 
aos efeitos farmacológicos do -cariofileno ( -CNF) em relação a doenças neurológicas como 
ansiedade, depressão e epilepsia. Assim, o presente estudo avaliou os efeitos 
neurocomportamentais do -CNF usando modelo animal no teste do campo aberto, rota rod, 
labirinto em cruz elevado, alimentação suprimida pela novidade, suspensão pela cauda e nado 
forçado, bem como os modelos de crises epiléticas induzido por pilocarpina, pentilenotetrazol 
e isoniazida. Os resultados obtidos fornecem um suporte adicional na compreensão dos 
mecanismos neuromoleculares subjacentes às propriedades ansiolíticas, antidepressivas e 
anticonvulsivantes em camundongos Swiss fêmeas do -CNF administrado por via oral (100, 
200 e 400 mg/kg). Os resultados demonstraram que as atividades neurofarmacológicos do -
CNF podem envolver os receptores benzodiazepínicos/GABAérgicos, uma vez que o pré-
tratamento do -CNF (200 mg/kg) com flumazenil (reconhecido antagonista do receptor 
benzodiazepínico) ou bicuculina (antagonista do receptor GABAA) reestabeleceu os parâmetros 
de ansiedade no labirinto em cruz elevado, bem como os resultados de redução da latência para 
consumir o alimento no teste da alimentação suprimida pela novidade. No mesmo teste usando 
outro grupo de animais, as propriedades farmacológicas do -CNF podem estar relacionadas a 
inibição da síntese de óxido nítrico, uma vez que o pré-tratamento com L-arginina reverteu 
significativamente os resultados ansiolíticos, antidepressivos e anticonvulsivantes do -CNF 
(200 mg/kg). Adicionalmente, os resultados obtidos sugerem que os receptores 
serotoninérgicos dos tipos 5-HT2A e 5-HT3 não estão envolvidos nas propriedades ansiolíticas, 
antidepressivas e anticonvulsivantes do -CNF. Assim, os resultados descritos no presente 
estudo fornecem um suporte adicional na compreensão dos mecanismos neuromoleculares 
subjacentes às propriedades ansiolíticas, antidepressivas e anticonvulsivantes do -CNF. 
 
Palavras-chave: -cariofileno, efeitos neurocomportamentais, receptores 
benzodiazepínicos/GABAérgicos, via L-arginina-óxido nítrico. 
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INTRODUÇÃO 

O -cariofileno [( -humuleno ou (-)-trans-cariofileno)] é um hidrocarboneto volátil de 

estrutura incomum, que apresenta um anel ciclobuteno fundido em trans com um anel de nove 

membros, com importante papel na química dos sesquiterpenóides e que está entre os 

majoritários sesquiterpenos encontrados em quantidades variáveis nos alimentos vegetais como 

pimenta (Piper nigrum Linn.), cravo (Eugenia caryophyllata Thumb.), canela (Cinnamomum 

spp.) e orégano (Origanum vulgare Linn.) (GERTSCH et al., 2008; YANG et al., 2012; 

BUCHBAUER; ILIC, 2013). Estudos com isômeros de cariofileno descreveram o -cariofileno 

como um dos principais constituintes químicos encontrados em óleos essenciais da Croton 

campestres A. St. Hil, Cannabis sativa Linn, Ocimum gratissimum Linn, Lantana camara Linn, 

Cordia verbenaceae DC (sinônimo de Varronia curassavica Jacq), Spiranthera odoratissima 

A. St. Hil, Vernonia cinerea Less, Pellia endiviifolia (Dicks.) Dumort, Murraya paniculata 

Linn. e de várias espécies da Copaifera (DIAS et al., 2012; ALMEIDA et al., 2013; 

SELESTINO et al., 2017). 

Esse sesquiterpeno bicíclico é um agente aromatizante e um aditivo alimentar aprovado 

pela United States Food and Drug Administration (FDA, Code of Federal Regulations/n°. 

21CFR172.515). Experimentos farmacológicos em vários modelos animais destacaram 

atividades no tratamento da neuropatia periférica (SEGAT et al.,2017), alcoolismo (AL 

MANSOURI et al., 2014), doença hepática gordurosa não alcoólica (KAMIKUBO et al., 2016), 

aterosclerose hipercolesterolêmica (BALDISSERA et al., 2016), encefalomielite autoimune 

experimental (FONTES et al., 2017), hiperglicemia mediada pelo estresse oxidativo e 

inflamação (BASHA; SANKARANARAYANAN, 2016), doença de Alzheimer (HU et al., 

2017) e para o tratamento da ansiedade e depressão (BAHI et al., 2014). Estudos preliminares  

realizado pelo Laboratório de farmacologia da dor (LAFDOR-Núcleo de Pesquisas em Plantas 

Medicinais  NPPM/UFPI) demonstraram ausência de toxicidade em doses repetidas 

(OLIVEIRA et al., 2018). Além disso, o -cariofileno atua como agonista seletivo do receptor 

canabinoide do tipo 2 (CB2) (SHARMA et al., 2016). 

Adicionalmente, estudos neurológicos não clínicos com o -cariofileno demostraram 

potencial efeito na diminuição da excitoxicidade mediada pelo glutamato (ASSIS et al., 2014), 

atividade anticonvulsivante contra convulsões induzidas por pentilenotetrazol (OLIVEIRA et 

al., 2016), neuroproteção contra os efeitos tóxicos do peptídeo -amiloide (CHENG et al., 2014) 

e pela inibição da neurodegeneração dopaminérgica e resposta neuroinflamatória (OJHA et 

al.,2016). Além disso, os resultados descritos por Bahi et al. (2014) sugerem que a regulação 
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do receptor canabinoide do tipo 2 pelo -cariofileno pode ser um alvo terapêutico para o 

tratamento de ansiedade e depressão. Esses estudos em conjunto destacam a necessidade de 

avaliações experimentais contínuas para determinar os mecanismos moleculares subjacentes 

aos efeitos farmacológicos do -cariofileno em relação a doenças neurológicas como ansiedade, 

depressão e epilepsia. 

Doenças do sistema nervoso central como ansiedade, depressão e epilepsia são 

caracterizados por compartilharem vários mecanismos moleculares em comuns e o 

envolvimento da via L-arginina/NO nos estudos neurocomportamentais com o -cariofileno 

ainda continua sendo pouco discutido. Na via L-arginina/NO, a óxido nítrico sintase atua na 

sinalização a jusante da ativação dos receptores NMDA (N-metil-D- aspartato) e pode ser 

encontrado amplamente distribuído no cérebro (córtex pré-frontal, locus coeruleus, amigdala, 

núcleos da rafe e hipocampo) modulando a liberação de vários neurotransmissores como o 

glutamato, ácido -aminobutírico (GABA) e 5-HT (5-hidroxitriptamina) (BRUENIG et al., 

2017; SARGINSON et al., 2014). Adicionalmente, vários experimentos não clínicos destacam 

que o sistema GABAérgico e sistema serotoninérgico que podem ser modulados pelo via L-

arginina/NO estão envolvidos na fisiopatologia da ansiedade, depressão e epilepsia (MÖHLER, 

 

Com o objetivo de ampliar e aprimorar o conhecimento da ação farmacológica do -

cariofileno, o presente estudo avaliou os efeitos neurocomportamentais usando o modelo 

animal do teste do campo aberto, rota rod, labirinto em cruz elevado, suspensão pela cauda, 

nado forçado e borrifagem de sacarose (splash test), bem como os modelos de crises epiléticas 

induzido por pilocarpina e pentilenotetrazol. Os possíveis mecanismos neurofarmacológicos do 

-cariofileno mediado por receptores benzodiazepínicos/GABAérgicos, serotoninérgicos (5-

HT2A e 5-HT3) e a via da L-arginina-óxido nítrico (NO) foram avaliados. 

MATERIAL E MÉTODOS 

-cariofileno e compostos químicos 

O -cariofileno [Formula molecular: C15H24, peso molecular: 204,36 g/mol, CAS: 87-

44-5; pureza  98,5% (Figura 1)], Tween 80, pilocarpina, pentilenotetrazol, isoniazida, 

diazepam, imipramina, flumazenil, bicuculina, ketanserina, ondansetrona, L-arginina, éster 

metílico de N-nitro-L-arginina (L-NAME), NG-nitro-L-arginina (L-NOARG) e azul de 

metileno foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Todos os outros reagentes 
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químicos utilizados foram de grau analítico. As soluções dos compostos químicos utilizados no 

presente estudo foram preparadas e usados no dia dos experimentos. 

Figura 1: Estrutura química do -cariofileno [(1R,4E,9S)-4,11,11-trimetil-8-

metilidenebiciclo[7.2.0]undec-4-eno]. 

 

Fonte: Autoria própria 

Animais e condições experimentais 

Os camundongos Swiss fêmeas (25-30 g) utilizados foram obtidos do Biotério Central 

do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Piauí (UFPI). Os animais foram 

mantidos em temperatura controlada (24 ± 1 °C) em ciclo de 12 horas claro/escuro (ligado as 

9:00 e desligado 21:00 horas) e com livre acesso à água filtrada disponível em garrafas 

graduadas e comida (pellets de ração Purina). Todos os animais utilizados foram mantidos em 

gaiolas de polipropileno (30 x 20 x 13 cm) com o máximo de cinco animais por gaiola e 

inicialmente aclimatados no Laboratório de farmacologia da dor (LAFDOR-Núcleo de 

Pesquisas em Plantas Medicinais  NPPM) por dez dias antes da realização dos experimentos. 

Camundongos Swiss fêmeas foram utilizados a partir de um estudo prévio realizado por 

Oliveira et al. (2018) e todos os testes comportamentais foram realizados entre as 10:00 e 16:00 

horas. 

O máximo de esforço foi feito para minimizar tanto o sofrimento quanto o número de 

animais utilizados, sendo que cada experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal do Piauí (CEEA/UFPI#012/15) e realizado 

de acordo com os princípios éticos estabelecidos pela Diretriz Brasileira para o Cuidado e a 

Utilização de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Científica (BRASIL, 2016) e 
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U.S. Public Health Service's Policy on Humane Care and Use of Laboratory Animals  PHS 

Policy. 

Tratamentos farmacológicos 

O -cariofileno foi emulsificado em Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9% 

(veículo) e administrado por via oral (v.o.) apenas uma única vez nas doses de 100, 200 e 400 

mg/kg para avaliação detalhada dos testes comportamentais (campo aberto, Rota rod, labirinto 

em cruz elevado, alimentação suprimida pela novidade, suspensão pela cauda, nado forçado e 

borrifagem de sacarose) e dos modelos de epilepsia induzido por pilocarpina, pentilenotetrazol 

e isoniazida após uma hora de tratamento. Pilocarpina, pentilenotetrazol e isoniazida foram 

solubilizados em veículo e administrado por via intraperitoneal (i.p.) nos modelos de epilepsia. 

O diazepam foi solubilizado em veículo e serviu como controle positivo no teste do campo 

aberto (5 mg/kg, v.o.), rota rod (5 mg/kg, v.o.), teste da alimentação suprimida pela novidade 

(2 mg/kg, v.o.), labirinto em cruz elevado (2 mg/kg, v.o.) e modelos de epilepsia (5 mg/kg, v.o.) 

após uma hora de tratamento. A imipramina (50 mg/kg, v.o.) foi solubilizada em veículo e 

serviu como controle positivo no teste nado forçado, suspensão pela cauda e borrifagem de 

sacarose após uma hora de tratamento. O grupo controle recebeu apenas veículo com o mesmo 

volume (10 mL/kg, v.o.) que os outros grupos experimentais. 

Para avaliar o possível mecanismo molecular mediado por receptores 

benzodiazepínicos/GABAérgicos nos testes comportamentais e modelos de epilepsia, o 

flumazenil (5 mg/kg, antagonista do receptor benzodiazepínico) ou bicuculina (1 mg/kg, 

antagonista seletivo do receptor GABAA) foi administrado por via intraperitoneal 30 minutos 

antes do tratamento com -cariofileno (200 mg/kg) por uma hora. Em relação aos receptores 

serotoninérgicos, a ketanserina (2 mg/kg, antagonista de receptor 5-HT2A) ou ondansetrona (1 

mg/kg, antagonista de receptor 5-HT3) foi administrado por via intraperitoneal 30 minutos 

antes do tratamento com -cariofileno (200 mg/kg) por uma hora. Além disso, o possível 

mecanismo molecular envolvendo a via L-arginina-óxido nítrico também foi avaliado pela 

administração intraperitoneal de L-arginina (500-750 mg/kg, precursor do NO), L-NAME (10-

20 mg/kg, inibidor inespecífico de NOS), L-NOARG (0,5-2 mg/kg, inibidor da NOS) e azul de 

metileno (7 mg/kg, inibidor de NOS e da guanilato ciclase solúvel) 30 minutos antes do 

tratamento com -cariofileno (200 mg/kg) por uma hora. 

Cada grupo experimental avaliado no presente estudo foi realizado independentemente 

com oito animais cada (n=8) em que as doses do -cariofileno e das outras substâncias utilizadas 
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foram estabelecidas a partir de estudos anteriores (OLIVEIRA et., 2018, MACHADO et al., 

2015, DONATO et al., 2014). 

Teste do campo aberto 

Os animais submetidos ao tratamento por via oral com -cariofileno foram colocados 

um por vez no campo aberto feito de acrílico (paredes transparentes e piso preto, 30 × 30 × 15 

cm) e dividido em nove quadrados de áreas iguais para avaliação da atividade exploratória 

espontânea. Os parâmetros observados durante 5 minutos foram o número total de quadrados 

cruzados com as quatro patas, número de comportamento de autolimpeza (groomings), número 

de levantamentos (rearings) e de cruzamentos no centro, bem como a quantidade de bolo fecal 

(CHRISTMAS; MAXWELL, 1970; HALL; BALLACHEY, 1932; MACHADO et al., 2015). 

Teste de escavação (digging) 

O teste de escavação ou alteração da camada de maravalha foi realizado conforme 

descrito previamente por Deacon (2006). Cada animal foi colocado em uma gaiola de 

polipropileno (30 x 20 x 13 cm) coberto com maravalha (1 cm de camada) para avaliar a latência 

para iniciar a escavação, quantidade de escavação e tempo total gasto nas escavações. Uma 

escavação/alteração foi definida como um deslocamento significativo da maravalha pelo animal 

usando as duas patas dianteiras ou traseiras, sendo que um aumento no comportamento de 

escavação indica maior atividade exploratória do animal. 

Teste do Rota rod 

A coordenação motora dos grupos de animais foi avaliada pelo número de quedas e o 

tempo de permanência durante 180 segundos em uma barra giratória de 25 mm de diâmetro 

com rotação de 17 rpm (BOHLEN et al., 2009; DUNHAM; MIYA, 1957; SILVA et al., 2016). 

Teste de labirinto em cruz elevado 

O teste de labirinto em cruz elevado foi realizado conforme descrito por Walf e Frye 

(2007). Cada animal foi colocado no centro do labirinto em cruz elevado que consiste em dois 

braços abertos (35×6 cm) e dois braços fechados (35×6×10 cm) que se estendem de uma área 

central em comum (6×6 cm). O experimento foi realizado durante 5 minutos para determinar o 

tempo de permanência e o número de entradas nos braços e fechados. A entrada em um braço 

foi considerada quando o animal cruzou a delimitação de um braço com as quatro patas. O 
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parâmetro de ansiedade foi estabelecido como porcentagem de entradas nos braços abertos 

(entradas nos braços abertos/total de entradas em todos os braços) e porcentagem do tempo de 

permanência nos braços abertos (tempo de permanência nos braços abertos/ tempo total de 

permanência em todos os braços). Para cada animal em tratamento, o labirinto em cruz foi 

inicialmente limpo com etanol 70%. 

Teste da alimentação suprimida pela novidade 

O teste da alimentação suprimida pela novidade foi realizado conforme descrito 

previamente por Santarelli et al. (2003) com modificações, em que cada animal foi privado de 

alimentação por 24 horas em gaiolas de polipropileno antes dos experimentos. Posteriormente, 

cada animal em tratamento foi colocado um por vez no canto de uma gaiola de polipropileno 

(40 cm × 40 cm × 35 cm) coberto por maravalha com um pellet de ração disposta no centro. 

Uma camada de maravalha nova foi usada para cada animal. A latência para se aproximar e 

começar a comer o pellet foi registrado durante a avaliação de 300 segundos e caso o animal 

em tratamento não se alimentar, a latência foi estabelecida em 300 segundos. Para excluir 

imediatamente a possibilidade de que o estresse resultante da privação de alimento afetou o 

apetite normal, cada animal foi devolvido para a sua gaiola de origem por mais 5 minutos para 

determinar a quantidade de pellet consumida (diferença). Um animal mais ansioso pode 

apresentar uma latência maior para começar a comer o pellet em um novo ambiente. 

Teste da suspensão pela cauda 

A suspensão pela cauda dos animais foi realizada conforme descrito previamente por 

Steru et al., (1987). Um pedaço de fita adesiva foi usado para suspender cada animal em 

tratamento pela cauda com uma altura de 30 cm acima de uma superfície plana. O experimento 

foi realizado durante 6 minutos para determinar o tempo de imobilidade que foi definido pela 

ausência de movimentos bruscos (o animal pode movimentar levemente a cabeça ou as patas 

dianteiras, sem mexer o corpo) ou ausência total de movimento. 

Teste do nado forçado 

O teste do nado forçado foi realizado conforme descrito previamente (PORSOLT et al., 

1978). Cada animal em tratamento foi colocado em um cilindro (10 x 25 cm) com 10 cm3 de 

água durante 6 minutos para determinar o tempo de imobilidade, em que o animal permanece 

flutuando passivamente na água fazendo pequenos movimentos para manter a sua cabeça acima 
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da água. A água para cada animal em tratamento era trocada para evitar uma interferência 

comportamental. 

Teste de Borrifagem de sacarose (splash test) 

O teste de borrifagem de sacarose foi realizado conforme descrito previamente 

(SANTARELLI et al., 2003; WANG et al., 2018). Resumidamente, cada animal em tratamento 

foi colocado um por vez em uma gaiola de polipropileno (30 x 20 x 13 cm) para posteriormente 

receber uma borrifação de uma solução de sacarose (10%, peso/volume) no dorso para induzir 

um comportamento de autolimpeza (groomings). O tempo total de autolimpeza e a frequência 

foram registrados durante 5 minutos. 

Modelos de crises epiléticas induzido: pilocarpina, pentilenotetrazol e isoniazida 

Os modelos convulsivos foram realizados conforme descrito por Machado et al., (2015). 

Resumidamente, após o período de uma hora de tratamento com o -cariofileno (100, 200 e 400 

mg/kg, v.o.), diazepam (5 mg/kg, v.o.) ou controle negativo (Tween 80 0,05% dissolvido em 

solução salina 0,9%, 10 mL/kg), cada animal recebeu pilocarpina (400 mg/kg, i.p.), 

pentilenotetrazol (100 mg/kg, i.p.) ou isoniazida (400 mg/kg, i.p.) para determinar a latência da 

primeira convulsão (convulsão tônico/clônica) e a latência de morte. O período de avaliação 

após a administração dos quimioconvulsivantes foi de 4 horas e a latência de convulsões tônico-

clônicas generalizadas foi determinada a partir do momento que o animal recebeu pilocarpina 

ou pentilenotetrazol até as primeiras convulsões tônico-clônicas. A latência para morte foi 

determinada a partir do momento da administração intraperitoneal dos quimioconvulsivantes 

até a morte dos animais. 

Determinação do C log P 

O resultado do coeficiente de partição n-octanol/água (C log P) foi calculado usando o 

ChemBioDraw Ultra 14. 

Análise estatística  

Os resultados numéricos foram expressos como média ± E.P.M (erro padrão da média). 

Os resultados da interação do -cariofileno com antagonistas foram analisados utilizando two-

way ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls como post hoc. A estatística dos outros 

resultados foi realizada utilizando one way ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls como 
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post hoc. Diferenças significativas entre os grupos avaliados foram considerados quando 

p<0,05 (GraphPad Prism 6.01). 

RESULTADOS 

Teste do campo aberto e rota rod 

Os animais tratados com o -CNF apresentaram um comportamento nos parâmetros 

avaliados sem diferenças significativas quando comparado com o grupo controle no teste do 

campo aberto, exceto no rearings (Figura 2B, p<0,05) e no número de cruzamentos na área 

central (Figura 2D, p<0,05). Diferentemente do diazepam, o -CNF não alterou 

significativamente a coordenação motora quando comparado com o grupo controle no teste do 

Rota rod (Figura 3A e B, p>0,05). Em relação ao teste de escavação ou alteração da camada 

de maravalha, foi observado alteração significativa somente na quantidade de escavação (200 

e 400 mg/kg) quando comparado com o grupo controle negativo (Figura 3E, p<0,05). 

 

Figura 2: Resultados da atividade exploratória espontânea do -cariofileno ( -CNF) e 

diazepam (DZP, 5 mg/kg) no teste do campo aberto (A, B, C, D e E). 

 
Os resultados representam a média ± E.P.M. *p<0,05 em relação ao controle negativo - CN 

(Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%) (one way ANOVA e Neuman-Keuls 

como post hoc teste). 
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Figura 3: Resultados da coordenação motora e da atividade exploratória do -cariofileno ( -

CNF) e diazepam (DZP, 5 mg/kg) no teste rota rod (A e B) e de alteração da camada de 

maravalha (A, B e C), respectivamente. 

 
Os resultados representam a média ± E.P.M. *p<0,05 em relação ao controle negativo - CN 

(Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%) (one way ANOVA e Neuman-Keuls 

como post hoc teste). 

 

Teste de labirinto em cruz elevado 

Quando comparado com o grupo controle, o diazepam e -CNF (200 e 400 mg/kg) 

aumentaram significativamente o número de entradas e o tempo de permanência nos braços 

abertos (Figura 4A e B, p<0,05). Em contraste, o diazepam e -CNF (200 e 400 mg/kg) 

reduziram significativamente o número de entradas e o tempo de permanência nos braços 

fechados (Figura 4C e D, p<0,05). 
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Figura 4: Resultados do efeito tipo ansiolítico do -cariofileno ( -CNF) e diazepam (DZP, 2 

mg/kg) no teste de labirinto em cruz elevado (A, B, C e D). 

 
Os resultados representam a média ± E.P.M. *p<0,05 em relação ao controle negativo - CN 

(Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%) (one way ANOVA e Neuman-Keuls 

como post hoc teste). Número de entradas nos braços abertos (NEBA), Tempo de permanência 

nos braços abertos (TEBA); Número de entradas nos braços fechados (NEBF); Tempo de 

permanência nos braços fechados (TPBF). 

 

Conforme a análise two-way ANOVA na Tabela 1, o pré-tratamento com o flumazenil 

ou bicuculina antagonizou os resultados de entrada e do tempo de permanência demonstrado 

pelo -CNF (200 mg/kg) em ambos os braços (p<0,05). Diferentemente, o pré-tratamento do 

-CNF (200 mg/kg) com a ketanserina ou ondansetrona não alterou significativamente o 

número de entrada e o tempo de permanência em ambos os braços quando comparado somente 

com o grupo -CNF (200 mg/kg). Para destacar a via molecular da L-arginina/NO, a análise 

two-way ANOVA do pré-tratamento com uma dose subefetiva de L-arginina demonstrou uma 

reversão significativa do efeito ansiolítico do -CNF (200 mg/kg) no teste de labirinto em cruz 

elevado (p<0,05). No entanto, os resultados na Tabela 1 demonstraram que o pré-tratamento 

do -CNF (200 mg/kg) com L-NAME, L-NOARG ou azul de metileno induziu efeito sinérgico 

significativo nos resultados de entradas e do tempo de permanência em ambos os braços quando 

comparado ao grupo de animais tratado somente com -CNF (200 mg/kg) (p<0,05).
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Teste da alimentação suprimida pela novidade 

Conforme observado no efeito comportamental, os grupos de animais tratados com -

CNF (200 e 400 mg/kg) e diazepam apresentaram uma redução significativa na latência para 

consumir o alimento quando comparado com o grupo controle (Figura 5A, p<0,05). Em relação 

à quantidade de alimento consumido, os resultados obtidos demonstraram que não houve 

diferenças significativas nos grupos de animais tratados com -CNF (100, 200 e 400 mg/kg) e 

diazepam quando comparado com o grupo controle (Figura 5B, p>0,05). 

 

Figura 5: Resultados do efeito tipo ansiolítico do -cariofileno ( -CNF) e diazepam (DZP, 2 

mg/kg) no teste da alimentação suprimida pela novidade (A e B).  

 

Os resultados representam a média ± E.P.M. *p<0,05 em relação ao controle negativo - CN 

(Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%) (one way ANOVA e Neuman-Keuls 

como post hoc teste). 

Em relação à análise two-way ANOVA na Tabela 2, o pré-tratamento com o flumazenil 

ou bicuculina reverteu os resultados de redução da latência para consumir o alimento 

demonstrado pelo -CNF (200 mg/kg) (p<0,05). Diferentemente do observado para o 

mecanismo molecular mediado por receptores benzodiazepínicos/GABAérgicos, o pré-

tratamento do -CNF (200 mg/kg) com a ketanserina ou ondansetrona não induziu alterações 

significativas na latência para consumir o alimento quando comparado somente com o grupo 

de animais tratados com -CNF (200 mg/kg) (p>0,05). Na avaliação da modulação 

neuromolecular pela via L-arginina/NO, o resultado da análise two-way ANOVA do pré-

tratamento com uma dose subefetiva de L-arginina demonstrou uma reversão significativa do 

efeito ansiolítico do -CNF (200 mg/kg) no teste da alimentação suprimida pela novidade 
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(p<0,05). No entanto, os resultados na Tabela 2 demonstraram que o pré-tratamento do -CNF 

(200 mg/kg) com L-NAME, L-NOARG ou azul de metileno induziu efeito sinérgico 

significativo na latência para consumir o alimento quando comparado com o grupo de animais 

tratados somente com -CNF (200 mg/kg) (p<0,05). Adicionalmente, todos os resultados de 

consumo alimentos não apresentaram alterações significativas quando comparado com o grupo 

controle (p>0,05). 

 

Tabela 2: Resultados das modulações neuromoleculares do -cariofileno ( -CNF) no teste da 

alimentação suprimida pela novidade. 

Tratamentos 
Teste da alimentação suprimida pela novidade 

Latência (s) Alimentação (mg) 
CN 205,7  7,66 127,8  8,41 
-CNF200 92,78  7,40* 123,4  7,85 

FLU 207,0  5,60 132,8  7,66 
FLU+ -CNF200 174,2  13,20# 125,3  7,85 

BIC 206,4  6,32 114,6  9,15 
BIC+ -CNF200 183,8  11,60# 113,4  6,78 

KTS 212,9  8,27 127,1  8,49 
KTS+ -CNF200 99,9  7,61 116,4  7,02 

ODN 217,1  11,29 121,0  8,10 
ODN+ -CNF200 91,8  9,77 119,1  9,88 

L-ARG 229,0  12,78 113,3  6,61 
L-ARG+ -CNF200 200,9  12,67# 114,0  9,28 

L-NAME 198,4  10,50 112,9  6,03 
L-NAME+ -CNF200 48,8  5,32# 119,8  7,21 

L-NOARG 193,4  11,63 112,6  5,38 
L-NOARG+ -CNF200 47,97  5,42# 121,6  7,53 

AZM 180,4  10,30 137,8  5,25 
AZM+ -CNF200 37,13  4,28# 133,4  7,05 

Os resultados representam a média ± E.P.M. *p<0,05 em relação ao controle negativo - CN 

(Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%) (one way ANOVA e Neuman-Keuls 

como post hoc teste). #p<0,05 em relação -CNF (200 mg/kg) (Two-way ANOVA e Neuman-

Keuls como post hoc teste). Flumazenil 5 mg/kg (FLU), Bicuculina 2 mg/kg (BIC), Ketanserina 

2 mg/kg (KTS), Ondansetrona 1 mg/kg (ODN), L-arginina 750 mg/kg (L-ARG), Éster metílico 

de N-nitro-L-arginina 10 mg/kg (L-NAME), NG-nitro-L-arginina 0,5 mg/kg (L-NOARG), Azul 

de metileno 7 mg/kg (AZM). 

Teste da suspensão pela cauda, nado forçado e Teste de Borrifagem de sacarose (splash 

test) 
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Quando comparado com o controle no teste da suspensão pela cauda, o -CNF nas doses 

de 100, 200 e 400 mg/kg reduziu o tempo de imobilidade em 8,15 ± 3,46%, 48,15 ± 2,51 e 

54,74 ± 3,19%, respectivamente (Figura 6A, p<0,05). No teste do nado forçado, o -CNF nas 

doses de 100, 200 e 400 mg/kg reduziu o tempo de imobilidade em 7,57 ± 2,22%, 50,52 ± 3,41 

e 59,94 ± 3,17%, respectivamente (Figura 6B, p<0,05). Similarmente, a Imipramina no teste 

da suspensão pela cauda e nado forçado reduziu significativamente o tempo de imobilidade em 

65,27 ± 2,33 e 71,1 ± 3,39%, respectivamente (p<0,05). Adicionalmente e conforme observado 

no efeito comportamental após a borrifagem de sacarose 10%, os grupos de animais tratados 

com -CNF (200 e 400 mg/kg) e imipramina apresentaram um aumento significativo no tempo 

total e na frequência de groomings quando comparado com o grupo controle (p<0,05) (Figura 

6C e D, p<0,05). 

Figura 6: Resultados do efeito tipo antidepressivo do -cariofileno ( -CNF) e imipramina 

(IMP) no teste da suspensão pela cauda (A), nado forçado (B) e borrifagem de sacarose (splash 

test) (C e D). 

 
Os resultados representam a média ± E.P.M. *p<0,05 em relação ao controle negativo - CN 

(Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%) (one way ANOVA e Neuman-Keuls 

como post hoc teste). 
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Nos resultados descritos na Tabela 3, a análise two-way ANOVA demonstrou que o 

pré-tratamento com a bicuculina, ketanserina ou ondansetrona não antagonizou os resultados 

de redução da imobilidade evidenciado pelo -CNF (200 mg/kg) no teste da suspensão pela 

cauda e nado forçado (p>0,05). Similarmente, os resultados do -CNF (200 mg/kg) evidenciado 

pelo tempo total de groomings não foram alterados pelos antagonistas dos receptores 

benzodiazepínicos/GABAérgicos e serotoninérgicos. Na análise da via da L-arginina/NO, o 

pré-tratamento com uma dose subefetiva de L-arginina reverteu significativamente o tempo de 

duração de groomings no teste de Borrifagem de sacarose e o efeito anti-imobilidade do -CNF 

(200 mg/kg) no teste da suspensão pela cauda e nado forçado (p<0,05). No entanto, a análise 

two-way ANOVA demonstrou que o pré-tratamento do -CNF (200 mg/kg) com L-NAME, L-

NOARG ou azul de metileno induziu efeito sinérgico significativo nos resultados do tempo de 

imobilidade e no tempo de duração de groomings em relação aos grupo de animais tratados 

somente com -CNF (200 mg/kg) (p<0,05). Adicionalmente, os grupos de animais tratados com 

bicuculina, ketanserina, ondansetrona, L-arginina, L-NAME, L-NOARG e azul de metileno 

não apresentaram alterações significativas nos resultados de imobilidade no teste da suspensão 

pela cauda e nado forçado quando comparado com o grupo controle (p>0,05), bem como no 

teste de borrifagem de sacarose. 

 

Modelos de crises epiléticas induzido por pilocarpina, pentilenotetrazol e isoniazida 

Nos modelos de estudos descritos na Figura 7, os animais tratados com -CNF e 

diazepam apresentaram um aumento na latência para a primeira convulsão e na latência para a 

morte. No modelo de convulsão induzido por pilocarpina, as doses de 200 e 400 mg/kg 

aumentaran significativamente a latência para a primeira convulsão em 38,19  5,78 e 32,04  

3,85%, respectivamente (Figura 7A e B, p<0,05). Os animais tratados com as doses de 200 e 

400 mg/kg no modelo de convulsão induzido por pentilenotetrazol apresentaram um aumento 

significativo na latência para a primeira convulsão em 57,48  4,71 e 56,09  6,65, 

respectivamente (Figura 7D e E, p<0,05). Similarmente aos resultados anticonvulsivos obtidos 

contra os quimioconvulsivantes pilocarpina e pentilenotetrazol, os grupos de animais tratados 

com -CNF e que receberam isoniazida apresentaram um aumento significativo na latência para 

a primeira convulsão em 31,47  2,20 e 31,38  3,55 nas doses de 200 e 400 mg/kg, 

respectivamente (Figura 7G e H, p<0,05). 
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Figura 7: Resultados da atividade anticonvulsivante do -cariofileno ( -CNF) e diazepam 

(DZP) nos modelos de crises epiléticas induzido por pilocarpina (A e B), pentilenotetrazol (D 

e E) e isoniazida (G e H).  

 

Os resultados representam a média ± E.P.M. *p<0,05 em relação ao controle negativo - CN 

(Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%) (one way ANOVA e Neuman-Keuls 

como post hoc teste). Latência para primeira convulsão (LPC) e latência para morte (LPM). 
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Nos resultados descritos na Tabela 4, a análise two-way ANOVA demonstrou que o 

pré-tratamento do -CNF (200 mg/kg) com o flumazenil ou bicuculina reverteu o aumento na 

latência para a primeira convulsão e na latência para a morte nos modelos de crises epiléticas 

induzido por pilocarpina, pentilenotetrazol e isoniazida (p<0,05). Por outro lado, o pré-

tratamento do -CNF (200 mg/kg) com a ketanserina ou ondansetrona não produziu qualquer 

alteração significativa na latência para a primeira convulsão e na latência para a morte em todos 

os modelos de estudo quando comparado com os grupos de animais tratados somente com -

CNF (200 mg/kg) (p>0,05). Adicionalmente, o resultado da Tabela 4 destaca que o pré-

tratamento com L-arginina anulou significativamente a atividade anticonvulsivante do -CNF 

nos modelos de crises epiléticas induzido por pilocarpina, pentilenotetrazol e isoniazida 

(p<0,05). Diferentemente do que foi observado no grupo de animais pré-tratados com L-

arginina, a análise two-way ANOVA na Tabela 4 evidenciou que o pré-tratamento do -CNF 

(200 mg/kg) com L-NAME, L-NOARG ou azul de metileno induziu efeito sinérgico 

significativo na latência para a primeira convulsão e na latência para a morte em todos os 

modelos de estudo quando comparado ao grupo de animais tratados somente com -CNF (200 

mg/kg) (p<0,05). Os grupos de animais tratados individualmente com flumazenil, bicuculina, 

ketanserina, ondansetrona, L-arginina, L-NAME, L-NOARG e azul de metileno não 

apresentaram alterações significativas nos resultados descritos na Tabela 4 (p>0,05). 
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DISCUSSÃO 

Um dos objetivos do presente estudo foi demonstrar o efeito comportamental ansiolítico 

do -CNF em camundongos Swiss fêmeas, bem como investigar os mecanismos moleculares 

subjacentes aos resultados obtidos. A administração aguda por via oral do -CNF (100-400 

mg/kg) apresentou efeito ansiolítico no teste de labirinto em cruz elevado conforme evidenciado 

pelo aumento da porcentagem de entradas e do tempo gasto nos braços abertos. Os resultados 

farmacológicos estão conforme os estudos de Bahi et al. (2014) e Galdino et al. (2012) em que 

o tratamento de camundongos Swiss machos com -CNF (50-100 mg/kg, i.p.) induz efeito 

ansiolítico no teste de labirinto em cruz elevado. Adicionalmente e semelhante aos resultados 

do diazepam, os grupos de animais tratados com -CNF (200-400 mg/kg) apresentaram uma 

redução significativa no comportamento semelhante ao da ansiedade conforme observado pela 

menor porcentagem de entrada e do tempo nos braços fechados. 

No teste da alimentação suprimida pela novidade, os grupos de animais que são 

desprovidos de alimento passam por um conflito inicial entre aproximar e consumir o alimento 

e a aversão de consumir o alimento em um novo ambiente sem proteção. Conforme Paré (1994), 

um efeito comportamental nessas condições de conflito pode ser modulado pelo nível de 

ansiedade dos grupos de animais e a latência para começar a alimentação pode ser usada como 

uma indicação do nível de ansiedade (SANTARELLI et al., 2003). A latência para iniciar a 

alimentação pode ser afetada inicialmente por pelo menos quatro tipos de decisão. Na primeira 

decisão, a escolha dos animais pode ser o deslocamento das paredes e entrar na área central do 

campo aberto. Caso não ocorra esse deslocamento em um novo ambiente, os animais tendem a 

permanecer em áreas de proteção como as paredes do campo aberto e apresentar o 

comportamento de tigmotaxia (SIMON et al., 1994; TREIT; FUNDYTUS, 1988). Em uma 

segunda decisão, os animais devem decidir ficar parado próximo ao alimento para o 

comportamento de exploração. Na terceira decisão, mesmo perto do alimento, os animais ainda 

precisam de um tempo para iniciar a explorar o alimento e seus arredores antes de começar a 

consumir. Nesse procedimento comportamental, os animais podem decidir se distanciar do 

alimento. Em contraste a terceira decisão, na quarta decisão, os animais podem decidir pelo 

início de comer o alimento. Os resultados da Figura 5 destacam uma redução significativa na 

latência para iniciar o consumo do alimento quando comparado com o grupo controle, 

indicando que o tratamento agudo com -CNF (200-400 mg/kg) pode proporcionar aos grupos 

de animais a tomar uma decisão final sobre a ingestão do alimento no centro do campo aberto. 

Adicionalmente, a quantidade de alimento consumida durante o período de avaliação foi 
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determinada para cada grupo de animal e os resultados obtidos destacam que a redução na 

latência no teste da alimentação suprimida pela novidade não estar relacionada com o aumento 

do apetite nos grupos de animais tratados com -CNF. O teste do campo aberto foi realizado 

para demonstrar a atividade locomotora espontânea, comportamentos exploratórios e respostas 

emocionais dos camundongos Swiss fêmeas em um novo ambiente, sendo que o comportamento 

semelhante ao da ansiedade denominado de tigmotaxia é observado pela diminuição de 

exploração da área central e com tendência de permanecerem perto de superfícies verticais 

(SIMON et al., 1994). Os animais tratados com -CNF não exibiram alterações significativas 

no número total de cruzamentos, sendo esses resultados consistente com estudo de Oliveira et 

al. (2018). No entanto, o -CNF (200-400 mg/kg) induziu um aumento no número de 

cruzamentos na área central exercendo efeito comportamental semelhantes aos ansiolíticos. 

Além de diminuir a tigmotaxia, o -CNF não comprometeu a coordenação motora conforme já 

demostrado por Oliveira et al. (2018) em camundongos Swiss fêmeas. 

No presente estudo, para demonstrar uma atividade comportamental semelhante aos 

antidepressivos, vários grupos de camundongos Swiss fêmeas foram tratados por via oral com 

-CNF e submetidos ao teste da suspensão pela cauda e nado forçado. Em ambos os testes 

comportamentais, a administração aguda do -CNF reduziu significativamente o tempo de 

imobilidade semelhante à imipramina e os resultados descritos na Figura 6 estão conforme 

demonstrado pelo estudo de Bahi et al. (2014) em camundongos Swiss machos, o que pode 

sugerir que o comportamento antidepressivo após o tratamento com -CNF ocorre 

independentemente da diferença de sexo. Adicionalmente, os efeitos anti-imobilidade do -

CNF no teste da suspensão pela cauda e nado forçado não estar relacionado com alterações na 

atividade locomotora conforme os resultados do teste do campo aberto. Para verificar outro 

parâmetro do efeito antidepressivo do -CNF, o comportamento de autolimpeza (groomings) 

foi avaliado no teste de borrifagem de sacarose. Nesse teste, o tempo dedicado ao grooming 

pode compreender aspectos de autocuidado e comportamento motivacional, sendo que a 

ausência do autocuidado pode ser verificada em seres humanos com transtornos depressivos 

(American Psychiatric Association - APA, 2013). No presente estudo, em conformidade com o 

comportamento antidepressivo no teste da suspensão pela cauda e nado forçado, a 

administração aguda do -CNF (200-400 mg/kg) fez com os grupos de animais apresentassem 

uma maior duração e frequência de grooming, evitando assim comportamento anedônico. 

Embora os testes da suspensão pela cauda e nado forçado possam predizer o potencial 

antidepressivo do -CNF, o uso de outros modelos animais como bulbectomia olfatória, 

estresse leve crônico (CMS), hipofagia induzida pela novidade e estresse causado pela derrota 
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social podem fornecer uma maior validade nos resultados antidepressivo do -CNF. Além 

disso, uma vez que os mecanismos que podem justificar os efeitos anti-imobilidade do -CNF 

ainda são poucos explorados, o presente estudo destaca uma importante contribuição para a 

compreensão das vias moleculares através dos quais o -CNF induz efeito comportamental 

antidepressivo. 

 Apesar dos poucos estudos prévios, o uso de modelos animais pode contribuir 

significativamente na compreensão da atividade anticonvulsivante do -CNF. Conforme o 

estudo de Oliveira et al. (2016), o -CNF (100 mg/kg, i.p.) aumentou a latência para crises 

generalizadas do tipo mioclônicas induzidas por pentilenotetrazol (60 mg/kg, i.p.). 

Similarmente, os resultados da Figura 7 confirmaram que a atividade anticonvulsivante do -

CNF (200-400 mg/kg, v.o.) resultou no aumento da latência para convulsões do tipo tônico-

clônicas induzidas por pentilenotetrazol (100 mg/kg, i.p.), bem como a latência para a morte. 

Diferentemente do pentilenotetrazol (PTZ) que induz convulsões pelo bloqueio do canal de Cl- 

do complexo do receptor GABAA, a pilocarpina desencadeia convulsões principalmente pela 

ativação de receptores muscarínicos do subtipo M1 no sistema nervoso central, sendo que as 

convulsões são mantidas pela ativação do receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) (VEZZANI, 

2009). 

O uso do modelo experimental pela administração de pilocarpina reproduz as principais 

características da epilepsia do lobo temporal em humanos (AUVIN et al., 2017). No presente 

estudo, em geral, o tratamento com -CNF (200-400 mg/kg, v.o.) prolongou a latência das 

convulsões do tipo tônico-clônicas e o tempo para a morte dos animais em tratamento. 

Similarmente, o -CNF aumentou a latência das convulsões e o tempo para a morte no modelo 

animal da isoniazida que induz estimulação excessiva do sistema nervoso central e convulsões 

pela depleção da reserva celular de piridoxal-5-fosfato, o que resulta na diminuição dos níveis 

de GABA ( . Apesar do -CNF interferir na 

patogênese das convulsões em ambos os modelos animais, apenas o diazepam protegeu contra 

a morte considerando a ocorrência das convulsões induzidas. Para destacar ainda mais a 

atividade anticonvulsivante do -CNF conforme estudos anteriores, Liu et al. (2015) também 

testou um outro modelo animal de convulsão pela administração de ácido caínico, que é um 

agonista dos receptores de glutamato usado para reproduzir as características neuropatológicos 

da epilepsia do lobo temporal em humanos. Nesse estudo não foi determinado a latência das 

convulsões e o tempo de morte, mas o tratamento de camundongos (não determinou o sexo) 

por dois dias com -CNF (30-60 mg/kg, i.p.) diminuiu significativamente a frequência das 

convulsões, bem como quantidade de animais mortos. 
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O ácido -aminobutírico (GABA) é um neurotransmissor inibitório que reduz a 

excitabilidade neural no sistema nervoso central de mamíferos pela atuação principalmente dos 

receptores ionotrópicos GABAA, cujas subunidades apresentam diferentes isoformas [ (1-6), 

(1-4), (1-3), , , ,  e (1-3)] com predomínio da isoforma composta por duas subunidades 

1, duas 2 e uma 2 ( 1 2 2 1 2) (WONGSAMITKUL et al., 2017). Ansiedade, epilepsia, dor 

e depressão podem estar associados com a baixa função do sistema GABAérgico no cérebro, 

sendo que os compostos que aumentam a neurotransmissão GABAérgica (ex: moduladores 

alostéricos positivos do receptor GABAA) podem apresentar propriedades ansiolíticas, 

anticonvulsivantes, analgésicas e antidepressivas (CRYAN et al., 2010; OLSEN, 2012). 

Conforme evidenciado no presente estudo, as propriedades ansiolíticas e anticonvulsivantes do 

-CNF, mas não antidepressivo, podem possivelmente envolver os receptores 

benzodiazepínicos/GABAérgicos, uma vez que o pré-tratamento do -CNF com flumazenil 

(reconhecido antagonista do receptor benzodiazepínico) ou bicuculina (antagonista do receptor 

GABAA) reestabeleceu os parâmetro de ansiedade no teste de labirinto em cruz elevado e no 

teste da alimentação suprimida pela novidade, bem como a latência para a primeira convulsão 

e morte nos modelos de crises epiléticas induzido por pilocarpina ou pentilenotetrazol. 

Adicionalmente, a neuroatividade do -CNF pela modulação sináptica dos receptores 

GABAA contendo as subunidades 1 2 1 2 2 expresso em linhagens celulares (HEK293) foi 

demonstrado por Kessler et al. (2014), sendo que nesse estudo pode destacar que a ação 

moduladora dos receptores GABAA é independente da presença da subunidade 2. Nos 

receptores GABAA, a subunidade 2 é um alvo molecular importante para a ligação dos 

benzodiazepínicos entre a subunidade 1 e 2 como o diazepam, que tem propriedades 

anticonvulsivantes conforme demonstrado na Figura 7. Similarmente aos resultados da Figura 

7, Oliveira et al. (2016) demonstrou que a administração intraperitoneal do -CNF aumentou a 

latência para o início das convulsões mioclônicas induzidas por pentilenotetrazol. 

Dados obtidos por Bahi et al. (2014) demonstraram que um tratamento prévio com o 

antagonista (AM-630) do receptor canabinoide do tipo (CB2) teve a capacidade reverter as 

propriedades ansiolíticas e antidepressivas do -CNF (i.p.). Especificamente, tem sido 

verificado que -CNF melhora a funcionalidade do receptor CB2 que é expresso principalmente 

nos tecidos periféricos, mas que pode ser encontrado no sistema nervoso central com função 

moduladora da excitabilidade neuronal e inflamação (GARCÍA et al., 2015; JAVED et al., 

2016; BENTO et al., 2011). Os efeitos moleculares dos receptores de canabinoide ocorrem em 

diferentes populações neuronais e apesar da falta de maiores detalhes, podem afetar a ação de 

neurotransmissores como GABA, dopamina, glutamato e serotonina (SIEGHART, 2015; 
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ZHANG et al., 2014). O fato das propriedades ansiolíticas do -CNF envolver o receptor 

canabinoide do tipo 2 conforme demonstrado por Bahi et al. (2014) e os receptores 

benzodiazepínicos/GABAérgicos conforme demonstrado no presente estudo, pode sugerir a 

existência de uma complexa interação ainda não compreendida, sendo uma investigação 

farmacológica para futuros estudos, entre o sistema endocanabinoide e GABAérgico na 

modulação da atividade neurocomportamental do -CNF. Adicionalmente, foi verificado que a 

administração em roedores de quimioconvulsivantes como a pilocarpina, pentilenotetrazol ou 

ácido caínico aumentaram os níveis dos transmissores do sistema endocanabinoide como forma 

proteção contra os danos excitotóxicos (WALLACE et al., 2002; WALLACE et al., 2003; 

MAZARATI, 2006). Nessas condições e embora não foi pesquisada ainda, é possível especular 

que o -CNF pode atuar reduzindo a vulnerabilidade excitatória induzido por 

quimioconvulsivantes pela sua ação como agonista do receptor CB2 e moduladora do receptor 

GABAA. 

A interação do 5-HT (5-hidroxitriptamina) com receptores serotoninérgicos em regiões 

do cérebro como o hipocampo exerce um papel essencial na regulação da atividade neuronal e 

possivelmente estão envolvidos no mecanismo de ação de substâncias que são usadas para tratar 

ansiedade e depressão. Dependendo do subtipo de receptor envolvido na neurofarmacologia, o 

5-HT pode aumentar ou reduzir o comportamento semelhante à ansiedade e depressão 

(RAMIREZ-MAHALUF; COMPTE, 2018).  O NAN-190 é um antagonista seletivo do receptor 

5-HT1A com ação farmacológica bem caracterizada na neurofarmacologia e que foi utilizado 

no estudo de Galdino et al. (2012) para demonstrar que o efeito ansiolítico do -CNF no teste 

de labirinto em cruz elevado pode não ser mediado pelo receptor 5-HT1A. Similarmente, o 

presente estudo demonstrou que as propriedades ansiolíticas (Tabela 1 e 2), antidepressivas 

(Tabela 3) e anticonvulsivantes (Tabela 4) do -CNF não foram bloqueadas pelo antagonista 

de receptor 5-HT2A (ketanserina) ou antagonista de receptor 5-HT3 (ondansetrona). Assim, 

esses resultados sugerem possivelmente que os receptores serotoninérgicos dos tipos 5-HT1A, 

5-HT2A e 5-HT3 não estão envolvidos na modulação farmacológica do -CNF, sendo que 

resultados semelhantes para o -CNF em camundongos Swiss machos foram verificados por 

Danillo et al. (2018) no teste da suspensão pela cauda e nado forçado usando o NAN-190 como 

antagonista. Entretanto, na comparação com outros trabalhos que avaliaram um sesquiterpeno 

bicíclico, Gonçalves et al. (2012) demonstrou que os efeitos anti-imobilidade de podoandina 

(10 mg/kg, intraperitoneal) foram bloqueados pelo pré-tratamento com NAN-190 ou 

ondansetrona no teste do nado forçado. No entanto, a ketanserina não reverteu os efeitos anti-

imobilidade. 
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O óxido nítrico (NO) desempenha atividade neuroquímica com a capacidade de 

influenciar e modular outros neurotransmissores que podem desempenhar uma ação importante 

na ansiedade, epilepsia e depressão (HU et al., 2014). No presente estudo, a elucidação do 

possível envolvimento molecular da via L-arginina-óxido nítrico na modulação das 

propriedades ansiolíticas, antidepressivas e anticonvulsivantes foi avaliada para possibilitar o 

desenvolvimento de uma nova estratégia terapêutica do -CNF. No presente estudo é possível 

supor que as propriedades farmacológicas do -CNF dependem da inibição da síntese de óxido 

nítrico uma vez que o pré-tratamento com L-arginina reverteu significativamente os resultados 

ansiolíticos, antidepressivos e anticonvulsivantes. Para confirmar essa suposição, uma dose 

subefetiva de L-NAME (inibidor inespecífico de NOS), L-NOARG (inibidor da NOS) ou azul 

de metileno (inibidor de NOS e da guanilato ciclase solúvel) foi administrado em combinação 

com o -CNF (200 mg/kg) e os resultados obtidos mostraram um efeito sinérgico nas 

propriedades ansiolíticas, antidepressivas e anticonvulsivantes. Em concordância com os 

resultados do presente estudo, a atividade neuroprotetora do -CNF contra oligômeros de A 1-

42 em micróglia demonstrado no estudo de Hu et al. (2017) reduziu a produção de óxido nítrico 

pela supressão do óxido nítrico sintase induzível (iNOS). Similarmente, Chang et al. (2013) 

sugeriu que as atividades neuroprotetoras do -CNF (10 mg/kg, i.p.) contra diminuição da 

atividade neurológica causado pelo MCAO (oclusão transitória da artéria cerebral média/Ratos 

machos Sprague Dawley) podem estar associadas com uma redução do nível de óxido nítrico 

pela supressão da iNOS. 

Na sinalização do óxido nítrico, a família de enzimas designadas por óxido nítrico 

sintase (NOS) oxida a L-arginina para produzir NO que modula via monofosfato de guanosina 

cíclico (GMP cíclico)/Proteína quinase dependente de GMPc (PKG) a liberação de 

neurotransmissores como GABA em várias partes do cérebro como o córtex pré-frontal, locus 

coeruleus e hipocampo (HU et al., 2014). Em estudos não clínicos, a neurotransmissão 

GABAérgica pode ser modulada pelo óxido nítrico como consequência da ativação do receptor 

de glutamato (glutamato-óxido nítrico - GMP cíclico) e diferentes mecanismos têm sido 

propostos na relação entre NO e GABA como a estimulação direta da exocitose do GABA pelo 

NO, bem como o GABA poderia ser liberado também pelo mecanismo de reversão do 

transportador de GABA (WANG et al., 2006; OHKUMA et al., 1996). É importante destacar 

que a modulação da transmissão GABAérgica não vesicular pelo NO pode influenciar no nível 

de inibição tônica e assim desempenhe uma atividade crucial no controle da excitabilidade 

cerebral (WU et al., 2007; TARASENKO et al., 2014). Além disso, a relação funcional entre 

NO e GABA tem sido proposto pela atividade do diazepam (agonista do receptor GABAA) de 
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regular a atividade da NOS que resulta em determinados níveis do óxido nítrico (PAUL et al., 

2001). Assim, é possível sugerir que o NO está envolvido nos mecanismos moleculares da 

transmissão GABAérgica em estudos de tratamentos farmacológicos para ansiedade e epilepsia. 

As tradicionais abordagens farmacológicas para o tratamento de doenças neurológicas 

como depressão, ansiedade e epilepsia podem apresentar vários efeitos colaterais, problemas 

de tolerabilidade e desvantagens farmacocinéticas que podem tornar a sua utilização 

problemática (CHEN et al., 2017; ELGER et al., 2017). No estudo de Oliveira et al. (2018) foi 

demonstrado que uma alta dose do -CNF (300-2000 mg/kg, v.o.) não causa qualquer efeito 

neurocomportamental adverso quando camundongos Swiss fêmeas foram submetidos ao estudo 

de toxicidade aguda e em doses repetidas, bem como alterações que indicassem toxicidade no 

peso corporal e dos órgãos internos, consumo de alimento e nos parâmetros hematológicos e 

bioquímicos. Em conjunto com os experimentos que demostraram um amplo potencial 

terapêutico (SHARMA et al., 2016) e ausência de toxicidade subcrônica (SCHMITT et al., 

2016), o presente estudo reforça que a utilização do -cariofileno encontrados em vegetais pode 

conferir potenciais benefícios a saúde sem apresentar indícios de neurotoxicidade. 

Adicionalmente, o -CNF apresenta várias características (baixo peso molecular e 

lipofilicidade) que proporcionam atravessar as membranas celulares e a barreira 

hematoencefálica conforme demonstrado em estudos anteriores (MURATA et al., 2015; TIAN 

et al., 2016). Essa propriedade de permeabilidade foi sugerida no presente estudo pelo valor do 

C log P que foi de 6.45, 2,96 e 4,69 para o -CNF, diazepam e imipramina. 

CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos fornecem um suporte adicional na compreensão dos mecanismos 

neuromoleculares subjacentes às propriedades ansiolíticas, antidepressivas e anticonvulsivantes 

em camundongos Swiss fêmeas do -CNF. Esses resultados são importantes por que ajudam a 

entender as ações neurofarmacológicas do -CNF que podem envolver os receptores 

benzodiazepínicos/GABAérgicos ou via L-arginina-óxido nítrico. Adicionalmente, os 

resultados obtidos sugerem que os receptores serotoninérgicos dos tipos 5-HT2A e 5-HT3 não 

estão envolvidos nas propriedades ansiolíticas, antidepressivas e anticonvulsivantes do -CNF. 
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Efeito do tipo antidepressivo do complexo de inclusão do -cariofileno 

( -cariofileno/metil- -ciclodextrina) em camundongos Swiss com depressão 

induzida por dor neuropática 

 

O -cariofileno [( -humuleno ou (-)-trans-cariofileno)] é um sesquiterpeno bicíclico com várias 
características (baixa solubilidade aquosa, volatilidade e fácil oxidação quando exposto à luz e 
ao oxigênio) e atividades farmacológicas. Entre as abordagens para reverter algumas dessas 
características estão as complexações com ciclodextrinas que demonstram uma ampla aplicação 
nas pesquisas farmacológicas por melhorar a solubilidade e a estabilidade química. Assim, as 
ciclodextrinas como a -ciclodextrina podem promover a liberação controlada do -CNF por 
diferentes mecanismos como o aumento da solubilidade e estabilidade química. Com relação 
ao -cariofileno, o presente estudo consistiu em determinar o efeito farmacológico do -
cariofileno livre e do seu complexo de inclusão ( -cariofileno/metil- -ciclodextrina) em 
camundongos Swiss fêmeas com depressão induzido por dor neuropática (constrição crônica do 
nervo ciático). Nesse estudo, foram utilizados os testes do campo aberto, suspensão pela cauda, 
nado forçado e borrifagem de sacarose. Após o procedimento da constrição crônica do nervo 
ciático com o desenvolvimento da neuropatia, os grupos de animais avaliados com dor 
neuropática apresentaram comportamento semelhante à depressão pelo aumento do tempo total 
de imobilidade no teste da suspensão pela cauda e nado forçado (superior a 300 segundos), bem 
como redução no tempo total e na frequência de groomings no teste de borrifagem de sacarose 
após 28 dias do procedimento cirúrgico quando comparado com os animais do grupo basal 
(p<0,05). No entanto, os animais com dor neuropática que receberam o -cariofileno livre (200 
mg/kg) ou seu complexo de inclusão ( -CNF/M CD 50 e 100 mg/kg) apresentaram uma 
diminuição significativa no tempo de imobilidade no teste da suspensão pela cauda e nado 
forçado, bem como uma redução significativa no tempo total e na frequência de groomings 
quando comparado somente com animais com dor neuropática sem tratamento farmacológico 
(p<0,05). Adicionalmente, foi observado que o -cariofileno complexado ( -CNF/M CD 100 
mg/kg) foi mais efetivo no efeito antidepressivo com uma dose inferior ao -CNF livre (200 
mg/kg). Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo destacam uma premissa 
interessante no uso do complexo de inclusão -cariofileno/metil- -ciclodextrina para o 
desenvolvimento de formulações farmacêuticas de dosagem oral com biodisponibilidade 
aumentada em propriedades antidepressivas. 
 
Palavras-chave: -cariofileno, complexo de inclusão, dor neuropática, sesquiterpeno bicíclico, 

metil- -ciclodextrina. 
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INTRODUÇÃO 

Diante de várias estimativas epidemiológicas da prevalência da dor neuropática, existem 

diferenças nos valores das estimativas que podem ser atribuídos as metodologias de avaliação 

e aos critérios usados para definir dor neuropática ou dor com características neuropáticas. 

Essas estimativas sugerem uma prevalência global que pode variar de aproximadamente 3% ou 

de 5% a 10 %, sendo que a qualidade de vida é amplamente prejudicada devido ao aumento da 

prescrição de medicamentos, redução da vida social, bem como a morbidade da dor em si 

(ATTAL; BOUHASSIRA; BARON, 2018; DOSENOVIC et al., 2018). Estudos 

epidemiológicos demonstraram que algumas doenças como ansiedade, depressão, 

esquizofrenia e até o suicídio são bem mais comuns entre as pessoas que sofrem de dor crônica 

do que na população em geral. Conforme a Associação Internacional para o Estudo da Dor 

(IASP), a dor neuropática pode ser estabelecida como uma dor causada por uma lesão ou 

disfunção que afeta o sistema somatossensorial. Adicionalmente, conforme a localização 

anatômica da lesão ou doença do nervo no sistema nervoso central ou periférico, a dor 

neuropática pode ser classificada como central e periférica, respectivamente (BOUHASSIRA, 

2018; KAMERMAN et al., 2015). 

Uma das comorbidades mais comuns para os pacientes que sofrem de dor crônica 

consiste na depressão em que a longo prazo pode ser observado déficit cognitivo devido às 

alterações na integridade anatômica e funções das regiões cerebrais envolvidas na dor e no 

controle emocional (OKIFUJI; TURK, 2016; SENO et al., 2018). Várias estudos sobre 

abordagens terapêuticas com diferentes substâncias químicas para dor neuropática têm sido 

proposto, sendo que uma revisão sistemática e meta-análise com todos os medicamentos 

descritos desde 1966 destaca que a pregabalina (análogo do GABA), gabapentina (inibidor do 

GABA), duloxetina (um inibidor de recaptação de serotonina-noradrenalina) e vários 

antidepressivos tricíclicos podem ser importantes opções de tratamento de primeira linha para 

dor neuropática periférica e central (OBATA, 2017; ATTAL, 2018; KREMER et al., 2016). 

Apesar disso, essas substâncias não têm sido o suficiente para o controle da dor neuropática e 

a eficácia dos medicamentos antineuropáticos disponíveis apresentam várias limitações que 

podem ser atribuídos à ocorrência de efeitos colaterais e inadequado ou demorado alívio da dor. 

Assim, constantes estudos farmacológicos com produtos naturais visando o tratamento da dor 

neuropática ainda são necessários e os sesquiterpenos são metabólitos secundários encontrados 

em várias espécies de plantas que têm atraído um interesse significativo devido as suas 
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importantes propriedades farmacológicas (AWOUAFACK et al., 2013; BUCKLE, 2015; 

NUUTINEN, 2018). 

O -cariofileno [( -humuleno ou (-)-trans-cariofileno)] é um sesquiterpeno bicíclico que 

demonstrou efeito analgésico em modelos de dor neuropática e atividade comportamental 

semelhante aos antidepressivos (KLAUKE et al., 2014; SEGAT et al., 2017; SINGH et al., 

2017). No entanto, o potencial farmacológico em modelo animal de depressão induzida por dor 

neuropática não tem sido investigado. O -cariofileno é um hidrocarboneto volátil de estrutura 

incomum que pode ser usado como agente aromatizante e aditivo alimentar conforme aprovado 

pela United States Food and Drug Administration (FDA, Code of Federal Regulations/n°. 

21CFR172.515). Esse composto que apresenta um anel ciclobuteno fundido em trans com um 

anel de nove membros está entre os majoritários sesquiterpenos encontrados em quantidades 

variáveis nos alimentos vegetais (GERTSCH et al., 2008; BUCHBAUER; ILIC, 2013; YANG 

et al., 2012). 

Estudos farmacológicos não clínicos destacaram ausência de toxicidade em doses 

repetidas (OLIVEIRA et al., 2018) e atividades no tratamento da neuropatia periférica (SEGAT 

et al., 2017), alcoolismo (AL MANSOURI et al., 2014), doença hepática gordurosa não 

alcoólica (KAMIKUBO et al., 2016), aterosclerose hipercolesterolêmica (BALDISSERA et al., 

2016), encefalomielite autoimune experimental (FONTES et al., 2017), hiperglicemia mediada 

pelo estresse oxidativo e inflamação (BASHA; SANKARANARAYANAN, 2016) e para o 

tratamento da ansiedade (BAHI et al., 2014). Adicionalmente, estudos neurofarmacológicos 

demostraram potencial efeito na diminuição da excitoxicidade mediada pelo glutamato (ASSIS 

et al., 2014), atividade anticonvulsivante contra convulsões induzidas por pentilenotetrazol 

(OLIVEIRA et al., 2016), neuroproteção contra os efeitos tóxicos do peptídeo -amiloide 

(CHENG et al., 2014) e pela inibição da neurodegeneração dopaminérgica e resposta 

neuroinflamatória (OJHA et al.,2016). 

Conforme destacado no parágrafo anterior, o -cariofileno apresenta um amplo 

potencial farmacológico mesmo considerando a sua baixa solubilidade em água, volatilidade e 

fácil oxidação quando exposto à luz e ao oxigênio. Essas características resultam em baixa 

biodisponibilidade do -CNF. Entre as abordagens para reverter algumas dessas limitações 

estão as complexações com ciclodextrinas que demonstram uma ampla aplicação nas pesquisas 

farmacológicas por melhorar a solubilidade e a estabilidade da substância química. Assim, as 

ciclodextrinas como a -ciclodextrina e metil- -ciclodextrina podem promover a liberação 

controlada do -CNF por diferentes mecanismos como o aumento da solubilidade e estabilidade 

química (LIU et al., 2015; SANTOS et al., 2017). 
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Assim, o propósito principal deste estudo consistiu em determinar o efeito 

farmacológico do -cariofileno livre e do seu complexo de inclusão ( -cariofileno/metil- -

ciclodextrina) no modelo animal de depressão induzido por dor neuropática (constrição crônica 

do nervo ciático). Nesse estudo, serão utilizados o teste do campo aberto, suspensão pela cauda, 

nado forçado e borrifagem de sacarose. 

MATERIAL E MÉTODOS 

-cariofileno e compostos químicos 

O -cariofileno [Formula molecular: C15H24, peso molecular: 204,36, CAS: 87-44-5; 

Figura 1A)], Tween 80, imipramina e metil- -ciclodextrina (Figura 1B) 

foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Todos os outros reagentes químicos 

utilizados foram de grau analítico. As soluções dos compostos químicos utilizados no presente 

estudo foram preparadas e usados no dia dos experimentos. 

Figura 1: Estrutura química do -cariofileno [(1R,4E,9S)-4,11,11-trimetil-8-

metilidenebiciclo[7.2.0]undec-4-eno] e da metil- -ciclodextrina, respectivamente. 

 

Fonte: Autoria própria. 

Preparação do complexo de inclusão do -cariofileno com metil- -ciclodextrina 

O método de liofilização foi utilizado para obtenção do complexo de inclusão do -

cariofileno com metil- -ciclodextrina (Figura 1B) após a preparação da mistura física. A 

mistura física entre o -cariofileno e metil- -ciclodextrina foi preparada num almofariz na 
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proporção molar 1:1 e usada como referência. O produto final obtido após a liofilização foi 

armazenado em vidro âmbar até a caracterização utilizando as técnicas de calorimetria 

exploratória diferencial (DSC), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

(IVTF), microscopia eletrônica de varredura, espectroscopia de ressonância magnética nuclear 

(RMN 1H), espectroscopia de efeito nuclear de Overhauser (NOESY) e simulação de dinâmica 

molecular (MD). Todos esses procedimentos já foram descritos detalhadamente por Santos et 

al. (2017). O rendimento obtido para o complexo de inclusão do -cariofileno foi de 66,22%. 

Animais e condições experimentais 

Os camundongos Swiss fêmeas (25-30 g) utilizados no presente estudo foram obtidos 

do Biotério Central do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Piauí (UFPI). 

Os animais foram mantidos em temperatura controlada (24 ± 1 °C) em ciclo de 12 horas 

claro/escuro (ligado as 9:00 e desligado 21:00 horas) e com livre acesso à água filtrada 

disponível em garrafas graduadas e comida (pellets de ração Purina). Todos os animais 

utilizados foram mantidos em gaiolas de polipropileno (30 x 20 x 13 cm) com o máximo de 

cinco animais por gaiola e inicialmente aclimatados no Laboratório de farmacologia da dor 

(LAFDOR  Núcleo de Pesquisas em Plantas Medicinais  NPPM) por dez dias antes da 

realização dos experimentos. Todos os testes comportamentais foram realizados entre as 10:00 

e 16:00 horas. 

O máximo de esforço foi feito para minimizar tanto o sofrimento quanto o número de 

animais utilizados, sendo que cada experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal do Piauí (CEEA/UFPI#012/15) e realizado 

de acordo com os princípios éticos estabelecidos pela Diretriz Brasileira para o Cuidado e a 

Utilização de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Científica (BRASIL, 2016) e 

U.S. Public Health Service's Policy on Humane Care and Use of Laboratory Animals  PHS 

Policy. 

Grupos de animais de Tratamentos farmacológicos 

Os animais foram organizados aleatoriamente em oito grupos com oito animais cada 

(n=8). Grupo I: grupo controle que recebeu por via oral (v.o.) apenas Tween 80 0,05% 

dissolvido em solução salina 0,9% (veículo) (10 mL/kg, v.o.). Grupo II: grupo sham (falso 

operado) que recebeu apenas veículo (10 mL/kg, v.o.). Grupo III e IV: grupos de animais que 

receberam o -cariofileno nas doses de 100 e 200 mg/kg (v.o.), respectivamente. Grupo V: 
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grupo de animais que recebeu a metil -ciclodextrina na dose de 200 mg/kg (v.o.). Grupo VI e 

VII: grupos de animais que receberam o -cariofileno/metil- -ciclodextrina nas doses de 50 e 

100 mg/kg (v.o.), respectivamente. Grupo VIII: grupo de animais que recebeu a imipramina (50 

mg/kg, v.o.). 

O -cariofileno puro e complexado foram emulsificados em Tween 80 0,05% dissolvido 

em solução salina 0,9% (veículo) e administrado por via oral (v.o.) apenas uma única vez nas 

para avaliação detalhada dos testes comportamentais (campo aberto, suspensão pela cauda, 

nado forçado e borrifagem de sacarose) após uma hora de tratamento. A imipramina (50 mg/kg, 

v.o.) foi solubilizada em veículo e serviu como controle positivo no teste nado forçado, 

suspensão pela cauda e borrifagem de sacarose após uma hora de tratamento. As doses do -

cariofileno e das outras substâncias utilizadas foram estabelecidas a partir de estudos anteriores 

(OLIVEIRA et., 2018, MACHADO et al., 2015, DONATO et al., 2014). 

Após a organização dos grupos de animais em gaiolas metabólicas de polipropileno, os 

protocolos experimentos foram divididos em 3 etapas seguidas. Na primeira etapa não houve 

procedimento cirúrgico e nem tratamento farmacológico (experimento basal), sendo que cada 

grupo de animais foi avaliado nos testes comportamentais (Von frey, campo aberto, suspensão 

pela cauda, nado forçado e borrifagem de sacarose). Posteriormente e conforme a Figura 2, na 

segunda etapa foi realizado o procedimento cirúrgico e não houve o tratamento farmacológico 

com -cariofileno livre, complexado ( -cariofileno/metil- -ciclodextrina) ou imipramina, 

sendo que cada grupo de animal foi avaliado semanalmente no teste Von frey para verificação 

do surgimento da dor neuropática. No fim da quarta semana foi realizado os testes 

comportamentais para verificação do surgimento do comportamento semelhante à depressão 

pelo aumento do tempo total de imobilidade no teste da suspensão pela cauda e nado forçado, 

bem como a redução no tempo total e na frequência de groomings no teste de borrifagem de 

sacarose. Os experimentos da terceira etapa foram realizados após a quarta semana em que foi 

realizado o tratamento com -cariofileno livre (Grupo III e IV), complexado ( -

cariofileno/metil- -ciclodextrina) (Grupo VI e VII) ou imipramina (Grupo VIII) para realização 

de todos os testes comportamentais (campo aberto, suspensão pela cauda, nado forçado e 

borrifagem de sacarose) e avaliação do efeito antidepressivo conforme representado na Figura 

2. 

 

 

 



151

Figura 2: Representação esquemática das etapas e protocolos experimentais desenvolvidos no 

presente estudo.  

 

Teste do campo aberto (TCA); Teste da suspensão pela cauda (TSC); Teste do nado forçado 

(TNF); Teste da borrifagem de sacarose (TBS). 

Fonte: Autoria própria. 

Procedimentos cirúrgicos - Constrição parcial do nervo ciático 

Após a anestesia com cloridrato de xilazina (15 mg/kg) e cloridrato de cetamina (80 

mg/kg) intramuscular, os animais utilizados foram submetidos à compressão parcial do nervo 

ciático direito que foi exposto por meio da separação do músculo bíceps femoral com pinça 

ponta romba para a liberação do tecido conjuntivo circundante. Após a localização do nervo 

com uma pinça, foi realizado levemente uma ligadura usando fio de seda (3-0 Shalon®) para 

circundar todo o diâmetro do nervo ciático. Todas as ligaduras foram realizadas 

cuidadosamente pelo mesmo pesquisador para garantir a homogeneidade no procedimento. 

Após a ligadura, a pele foi suturada e cada animal foi tratado com solução tópica de clorexidina 

(2%) e colocado em gaiola metabólica com antissepsia prévia. O procedimento cirúrgico no 
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grupo sham foi somente para exposição do nervo ciático sem a ligadura (SELTZER et al., 

1990). 

Teste de Von Frey 

Filamentos de von Frey foram utilizados para avaliação do limiar nociceptivo mecânico. 

Assim, cada animal foi acondicionado em caixa de polipropileno sob uma plataforma fenestrada 

de arame elevada para permitir o acesso à superfície plantar das patas traseiras. Os animais 

foram aclimatizados por pelo menos 30 min antes dos testes comportamentais. O Limiar 

Nociceptivo Mecânico foi mensurado na superfície plantar, que foi tocada com três repetições, 

por diferentes filamentos partindo das menores concentrações, em gramas, para as maiores 

(0,16g - 15g). Todos os grupos de animais foram submetidos à avaliação prévia (basal) e 

semanalmente reavaliados durante quatro semanas após a cirurgia (CHAPLAN et al., 1994; 

ANDRADE PRÓSPERO et al., 2018). 

Teste do campo aberto 

Os animais submetidos ao tratamento por via oral com -cariofileno foram colocados 

um por vez no campo aberto feito de acrílico (paredes transparentes e piso preto, 30 × 30 × 15 

cm) e dividido em nove quadrados de áreas iguais para avaliação da atividade exploratória 

espontânea. Os parâmetros observados durante 5 minutos foram o número total de quadrados 

cruzados com as quatro patas, número de comportamento de autolimpeza (groomings), número 

de levantamentos (rearings) e de cruzamentos no centro, bem como a quantidade de bolo fecal 

(CHRISTMAS; MAXWELL, 1970; HALL; BALLACHEY, 1932; MACHADO et al., 2015). 

Teste da suspensão pela cauda 

A suspensão pela cauda dos animais foi realizada conforme descrito por Steru et al. 

(1987). Um pedaço de fita adesiva foi usado para suspender cada animal em tratamento pela 

cauda com uma altura de 30 cm acima de uma superfície plana. O experimento foi realizado 

durante 6 minutos para determinar o tempo de imobilidade que foi definido pela ausência de 

movimentos bruscos (o animal pode movimentar levemente a cabeça ou as patas dianteiras, 

sem mexer o corpo) ou ausência total de movimento. 

Teste de Borrifagem de sacarose (splash test) 
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O teste de borrifagem de sacarose foi realizado conforme descrito por Santarelli et al. 

(2003) e Wang et al. (2018). Resumidamente, cada animal em tratamento foi colocado um por 

vez em uma gaiola de polipropileno (30 x 20 x 13 cm) para posteriormente receber uma 

borrifação de uma solução de sacarose (10%, peso/volume) no dorso para induzir um 

comportamento de autolimpeza (groomings). O tempo total de autolimpeza e a frequência 

foram registrados durante 5 minutos. 

Teste do nado forçado 

O teste do nado forçado foi realizado conforme descrito por Porsolt et al. (1978). Cada 

animal em tratamento foi colocado em um cilindro (10 x 25 cm) com 10 cm3 de água 

(temperatura entre 25 ± 1 °C) durante 6 minutos para determinar o tempo de imobilidade, em 

que o animal permanece flutuando passivamente na água fazendo pequenos movimentos para 

manter a sua cabeça acima da água. A água para cada animal em tratamento era trocada para 

evitar uma interferência comportamental. 

Análise estatística  

Os resultados numéricos foram expressos como média ± E.P.M (erro padrão da média). 

As estatísticas dos resultados foram analisadas utilizando one way ou two way ANOVA seguida 

pelo teste Newman-Keuls como post hoc. Diferenças significativas entre os grupos avaliados 

foram considerados quando p<0,05 (GraphPad Prism 6.01). 

RESULTADOS 

Constrição parcial do nervo ciático/Teste de Von Frey 

Os animais com dor neuropática diminuíram significativamente o limiar nociceptivo 

mecânico na primeira semana após o procedimento cirúrgico para a constrição parcial do nervo 

ciático quando comparado com grupo sham evidenciando assim a instalação da neuropatia por 

injuria nervosa (Figura 3, p<0,05). Conforme destacado no presente estudo, os animais com 

dor neuropática apresentaram comportamento semelhante à depressão pelo aumento do tempo 

total de imobilidade no teste da suspensão pela cauda (Figura 5A, p<0,05) e nado forçado 

(Figura 5B, p<0,05), bem como redução no tempo total e na frequência de groomings no teste 

de borrifagem de sacarose (Figura 6, p<0,05) após 28 dias do procedimento cirúrgico (Figura 

3). 
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Figura 3: Resultados do limiar nociceptivo mecânico (LNM) no modelo de dor neuropática 

por constrição parcial do nervo ciático da pata direita. 

 

Os resultados representam a média ± E.P.M. *p<0,05 em relação ao grupo Sham (two way 

ANOVA e Newman-Keuls como post hoc teste). 

Teste do campo 

Os animais com dor neuropática sem tratamento apresentaram reduções significativas 

no número de cruzamentos (Figura 4, p<0,05), rearings (Figura 4, p<0,05), groomings 

(Figura 4, p<0,05) e número de cruzamentos na área central (Figura 4, p<0,05) quando 

comparado com os animais dos experimentos basal. Diferentemente do observado para os 

animais com dor neuropática sem tratamento, os animais que receberam o -cariofileno livre 

( -CNF 100 mg/kg) e complexado ( -CNF/M CD 50 e 100 mg/kg) depois da indução da dor 

neuropática e após a quarta semana aumentaram significativamente todos os parâmetros 

avaliados no teste do campo aberto (Figura 4, p<0,05). 
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Figura 4: Resultados da atividade exploratória espontânea do -cariofileno livre ( -CNF) e 

complexado com metil- -ciclodextrina ( -CNF/M CD) no teste do campo aberto. 

 
Os resultados representam a média ± E.P.M. *p<0,05 em relação aos animais do experimento 

basal (Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%) (two way ANOVA e Neuman-

Keuls como post hoc teste). #p<0,05 em relação em relação aos animais com dor neuropática 

sem o tratamento farmacológico (Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%) (two 

way ANOVA e Neuman-Keuls como post hoc teste). 
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Teste da suspensão pela cauda 

Os animais com dor neuropática sem tratamento apresentaram um aumento significativo 

no tempo de imobilidade quando comparado com os animais do grupo basal no teste da 

suspensão pela cauda (Figura 5A, p<0,05) e nado forçado (Figura 5B, p<0,05). No entanto, os 

animais com dor neuropática que receberam o -cariofileno livre ( -CNF 100 mg/kg) e 

complexado ( -CNF/M CD 50 e 100 mg/kg) apresentaram uma diminuição significativa no 

tempo de imobilidade no teste da suspensão pela cauda (Figura 5A, p<0,05) e nado forçado 

(Figura 5B, p<0,05) quando comparado somente com animais com dor neuropática sem 

tratamento farmacológico. 

 

Figura 5: Resultados do efeito tipo antidepressivo do -cariofileno ( -CNF) livre, complexado 

com metil- -ciclodextrina ( -CNF/M CD) e da imipramina (IMP) no teste da suspensão pela 

cauda (A) e nado forçado (B). 

 

Os resultados representam a média ± E.P.M. *p<0,05 em relação aos animais do experimento 

basal (Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%) (two way ANOVA e Neuman-
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Keuls como post hoc teste). #p<0,05 em relação em relação aos animais com dor neuropática 

sem o tratamento farmacológico (Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%) (two 

way ANOVA e Neuman-Keuls como post hoc teste). 

Teste de Borrifagem de sacarose (splash test) 

Conforme observado no efeito comportamental após a borrifagem de sacarose 10%, os 

animais com dor neuropática sem tratamento apresentaram uma redução significativa no tempo 

total e na frequência de groomings quando comparado com os animais do grupo basal (Figura 

6A e 6B, p<0,05). 

 

Figura 6: Resultados do -cariofileno livre ( -CNF), complexado com metil- -ciclodextrina 

(complexado ( -CNF/M CD) e da imipramina (IMP) no teste de borrifagem de sacarose. 

 

Os resultados representam a média ± E.P.M. *p<0,05 em relação aos animais do experimento 

basal (Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%) (two way ANOVA e Neuman-

Keuls como post hoc teste). #p<0,05 em relação em relação aos animais com dor neuropática 
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sem o tratamento farmacológico (Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%) (two 

way ANOVA e Neuman-Keuls como post hoc teste). Tempo total de autolimpeza (groomings) 

(A) e frequência de autolimpeza (groomings) (B). 

DISCUSSÃO 

O objetivo do presente estudo consistiu em avaliar o efeito farmacológico do -

cariofileno livre e complexado sobre as alterações comportamentais depressivas induzidas por 

dor neuropática estabelecida por compressão parcial do ciático em camundongos Swiss fêmeas. 

O principal resultado farmacológico obtido foi a demonstração de que o -cariofileno 

complexado foi bem mais efetivo na atividade comportamental semelhante ao antidepressivo 

com uma dose inferior ao -cariofileno livre. Esses resultados possibilitam uma melhor 

compreensão das propriedades farmacológicas do -cariofileno, bem como os mecanismos 

envolvidos na sua ação antidepressiva. 

Atualmente, múltiplas abordagens técnicas têm sido utilizadas para aumentar a 

solubilidade aquosa de compostos farmacológicos como o uso de lipossomas, nanopartículas, 

microemulsões e complexos de inclusão com ciclodextrinas. As ciclodextrinas são classificadas 

em ,  e  que contêm 6, 7 e 8 unidades de glicopiranosídeo, respectivamente, com grupos 

hidroxilas primários e secundários localizados nas bordas estreitas e mais largas de uma 

estrutura em forma de cone truncada. Entre as diferentes ciclodextrinas, as  são amplamente 

utilizadas devido ao seu preço ser menor, fácil disponibilidade e orientação estrutural favoráveis 

à formação de complexos de inclusão (GHARIBZAHEDI; JAFARI, 2017; KFOURY et al., 

2016). As ciclodextrinas melhoraram a estabilidade e biodisponibilidade in vivo conforme já 

relatado no estudo farmacológico de SANTOS et al., (2016) em relação as atividades anti-

inflamatória, protetora gástrica e antioxidante quando comparado com -cariofileno livre. 

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que os camundongos Swiss 

fêmeas com constrição do nervo ciático desenvolveram comportamento semelhante à depressão 

pelo aumento do tempo total de imobilidade no teste da suspensão pela cauda e nado forçado, 

bem como redução no tempo total e na frequência de groomings no teste de borrifagem de 

sacarose. Esses resultados estão de acordo com as evidências não clínicas e clínicas que 

destacam uma relação entre dor crônica e depressão, sendo que vários estudos prévios 

demostraram que a dor neuropática persistente pode resultar em alterações de comportamento 

típicas da depressão e ansiedade em roedores (FASICK et al., 2015; SHENG et al., 2017; 

STERNKE; ABRAHAMSON; BAIR, 2016; YALCIN et al., 2011). 
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A administração aguda do -cariofileno reduziu significativamente o tempo de 

imobilidade semelhante à imipramina e os resultados descritos na Figura 5 estão conforme 

demonstrados pelo estudo de Bahi et al. (2014) em camundongos Swiss machos, o que pode 

sugerir que o comportamento antidepressivo após o tratamento com -cariofileno ocorre 

independentemente da diferença de sexo. Com doses inferiores, o -cariofileno complexado a 

partir da dose de 50 mg/kg apresentou significativo efeito anti-imobilidade no teste da 

suspensão pela cauda e nado forçado quando comparado somente com o -cariofileno livre. 

Adicionalmente, os resultados do -cariofileno livre e complexado em ambos os testes foram 

acompanhados pelo aumento da atividade locomotora quando considerado o número de 

cruzamentos no teste do campo aberto, bem como um aumento no número de cruzamentos na 

área central exercendo efeito comportamental semelhantes aos ansiolíticos. 

Para verificar outro parâmetro do efeito antidepressivo do -cariofileno, o 

comportamento de autolimpeza (groomings) foi avaliado no teste de borrifagem de sacarose. 

Nesse teste, o tempo dedicado ao grooming pode compreender aspectos de autocuidado e 

comportamento motivacional, sendo que a ausência do autocuidado pode ser verificada em 

seres humanos com transtornos depressivos (FOTI et al., 2018; VARIDAKI; MOHAMMAD; 

COFFEY, 2016). No presente estudo, em conformidade com o comportamento antidepressivo 

no teste da suspensão pela cauda e nado forçado, a administração aguda do -cariofileno livre 

e complexado fez com os grupos de animais apresentassem uma maior duração e frequência de 

grooming, evitando assim comportamento anedônico. 

Embora os testes da suspensão pela cauda e nado forçado em animais com dor 

neuropática estabelecida por compressão parcial do ciático possam predizer o potencial 

antidepressivo do -cariofileno livre e complexado, o uso de outros modelos animais como 

bulbectomia olfatória, estresse leve crônico, hipofagia induzida pela novidade e estresse 

causado pela derrota social podem fornecer uma maior validade nos resultados antidepressivo 

do -cariofileno. Além disso, uma vez que os mecanismos que podem justificar os efeitos anti-

imobilidade do -cariofileno ainda precisam ser amplamente explorados, o presente estudo 

destaca a importância do complexo de inclusão -cariofileno/metil- -ciclodextrina sobre a 

atividade neurofarmacológica. 

CONCLUSÃO 

Nos protocolos experimentais, -cariofileno complexado melhorou a atividade 

comportamental semelhante ao antidepressivo com uma dose inferior ao -cariofileno livre. 

Assim, os resultados obtidos neste estudo destacam uma premissa interessante no uso do 
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complexo de inclusão -cariofileno/metil- -ciclodextrina para o desenvolvimento de 

formulações farmacêuticas de dosagem oral com biodisponibilidade aumentada. 
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CONSIDERAÇÔES FINAIS 

O potencial farmacológico do -cariofileno [( -humuleno ou (-)-trans-cariofileno)] nos 

últimos anos tem sido amplamente pesquisado e a compreensão do perfil de toxicidade desse 

composto bioativo extraído de várias espécies de plantas é importante. Conforme os resultados 

descritos no Capítulo 1, a toxicidade aguda em camundongos Swiss fêmeas avaliada pela 

diretriz 423 da OECD estabeleceu que o -cariofileno pode ser classificado como um composto 

com toxicidade superior a 2000 mg/kg de peso corporal e a toxicidade em doses repetidas 

mostrou que não houve alterações significativas que indicassem toxicidade no peso corporal, 

consumo de alimento e água, parâmetros hematológicos e bioquímicos, bem como nos 

biomarcadores de estresse oxidativo no fígado e rim. Adicionalmente, os resultados 

histopatológicos dos animais tratados com -cariofileno (300 e 2000 mg/kg) não comprometeu 

órgãos como fígado, rim, coração e pulmão. Além do estudo toxicológico, o estudo 

neurofarmacológico com -cariofileno proporcional um suporte adicional na compreensão dos 

mecanismos neuromoleculares subjacentes às propriedades ansiolíticas, antidepressivas e 

anticonvulsivantes em camundongos Swiss fêmeas. Esses resultados são importantes porque 

propriedades ansiolíticas, antidepressivas e anticonvulsivantes do -cariofileno podem envolver 

a via molecular L-arginina-óxido nítrico que ainda é pouco pesquisada. Os resultados obtidos 

sugerem que os receptores serotoninérgicos dos tipos 5-HT2A e 5-HT3 não estão envolvidos nas 

propriedades ansiolíticas, antidepressivas e anticonvulsivantes do -cariofileno. Nesse estudo, 

um modelo acional de estudo neurofarmacológico (depressão induzida por dor neuropática) foi 

empregado para determinação das propriedades antidepressivas do -cariofileno livre e do seu 

complexo de inclusão ( -cariofileno/metil- -ciclodextrina). Conforme os resultados obtidos no 

presente estudo, o -cariofileno quando complexado com metil- -ciclodextrina foi mais efetivo 

nas propriedades antidepressivas com uma dose inferior ao -cariofileno livre. -cariofileno 

apresenta baixa solubilidade em água e os resultados obtidos descritos no Capítulo 3 destacam 

uma premissa promissora na aplicação do complexo de inclusão -cariofileno/metil- -

ciclodextrina para o desenvolvimento de formulações farmacêuticas de dosagem oral com 

biodisponibilidade aumentada em propriedades antidepressivas. 
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PERSPECTIVAS 

1) Confirmar uma maior eficácia do potencial das propriedades ansiolíticas do -cariofileno 

complexado com metil- -ciclodextrina em camundongos Swiss (Mus musculus) com dor 

neuropática (constrição crônica do nervo ciático) utilizando o teste do campo aberto, labirinto 

em cruz elevado e da alimentação suprimida pela novidade. 

2) Confirmar uma maior eficácia do potencial neuroprotetor do -cariofileno complexado com 

metil- -ciclodextrina contra crises epilépticas induzida pelos quimioconvulsivantes 

(pilocarpina, pentilenotetrazol e isoniazida). 

3) Determinar os mecanismos moleculares mediado por receptores 

benzodiazepínicos/GABAérgicos, serotoninérgicos (5-HT2A e 5-HT3) e a via L-arginina-

óxido nítrico (NO) das propriedades ansiolíticas e antidepressivas do -cariofileno complexado 

com metil- -ciclodextrina em camundongos Swiss com dor neuropática. 

4) Determinar a concentração de -cariofileno presente no complexo de inclusão. 
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ANEXO A: Carta de aprovação do Comitê de ética em experimentação com animas. 
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ANEXO B: Capítulo publicado na Regulatory Toxicology and Pharmacology (B1) 
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ANEXO C: Confirmação de submissão ao sistema editorial para a Life Sciences (B1) 

 

 

 


