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RESUMO

OLIVEIRA, G.L.S. Estudos toxicologicos e neurofarmacoldgicos niao clinicos do f-
cariofileno e do seu complexo de inclusdo-f-cariofileno/metil-f-ciclodextrina. 2019. 172p.
Orientador: Dra. Fernanda Regina de Castro Almeida. Tese (P6s-graduacao em Biotecnologia,
Rede Nordeste de Biotecnologia — RENORBIO). Ponto focal, Universidade Federal do Piaui —
UFPI, Teresina, Piaui.

O f-cariofileno ([(1R,4E,95)-4,11,11-trimetil-8-metilidenebiciclo[7.2.0Jundec-4-eno]) ¢ um
sesquiterpeno biciclico com importante papel na quimica dos sesquiterpendides que pode ser
usado como aditivo alimentar e que apresenta varias atividades farmacologicas in vivo e in vitro.
Esse sesquiterpeno natual tém atraido demasiado interesse do ponto de vista quimico,
diversidade estrutural, quimiotaxonémico e principalmente porque apresentam atividades
farmacologicas direcionadas aos distarbios do sistema nervoso central (epilepsia, depressao,
ansiedade e doencas neurodegenerativas). No entanto, poucas informagdes toxicoldgicas tém
sido relatadas e seu uso ¢ baseado no fato de que esse sesquiterpeno biciclico ¢ diariamente
consumido como alimento vegetal em quantidades muito maiores do que como um aditivo
alimentar. Dessa forma, estudos toxicoldgicos que visam avaliar possiveis efeitos adversos ¢ de
suma importancia. Adicionalmente, estudos além do toxicologico destacam a necessidade de
avaliagcdes experimentais continuas para determinar os mecanismos moleculares subjacentes
aos efeitos farmacoldgicos do f-cariofileno em relacdo a doencas do sistema nervoso central
como ansiedade, depressdao e epilepsia. Assim, o presente estudo avaliou primeiramente a
toxicidade aguda (dose tinica) e em doses repetidas (28 dias) do S-cariofileno administrado por
via oral nas doses de 300 e 2000 mg/kg em camundongos Swiss fémeas analisando alteragcdes
no peso corporal, consumo de alimento, ingestdo de dgua, parametros hematologicos e
bioquimicos, peso de orgdos apds necropsia, biomarcadores de estresse oxidativo e
histopatologia de varios 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
Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Economico (OECD), respectivamente. Ja
o potencial neurofarmacolégico do f-cariofileno (100, 200 e 400 mg/kg) foi avaliado por
modelos experimentais usando o teste do campo aberto, rota rod, labirinto em cruz elevado,
suspensao pela cauda e nado forgado, bem como os modelos de crises epiléticas induzido por
pilocarpina, pentilenotetrazol e isoniazida. Adicionalmente, o modelo experimental de
depressao induzido por dor neuropatica foi utilizado para determinar o potencial antidepressivo
do f-cariofileno livre (100 e 200 mg/kg) e f-cariofileno complexado com metil-f-ciclodextrina
(50 e 100 mg/kg). E importante destacar que o fS-cariofileno apresenta algumas caracteristicas
como volatilidade e baixa solubilidade em agua, sendo que técnicas como complexacdes com
ciclodextrinas pode melhorar a solubilidade, estabilidade e liberagdo controlada desse
sesquiterpeno. O método de liofilizagdo foi utilizado no presente estudo para obtencdo do
complexo de inclusdo do - cariofileno com metil-f-ciclodextrina apds a preparacdo da mistura
fisica num almofariz na propor¢do molar 1:1 (f-cariofileno e metil-f-ciclodextrina). Os
resultados obtidos destacaram auséncia de sinais clinicos adversos e mortalidade em qualquer
animal submetido ao estudo de toxicidade em dose unica e em doses repetidas. Além disso, nao
foram observadas alteragdes significativas no peso corporal, biomarcadores oxidativos
(catalase, superoxido dismutase e peroxidacao lipidica), pardmetros hematoldgicos (eritrocitos,
leucoécitos, plaquetas, hemoglobina) e bioquimicos (glicose, ureia, creatinina e acido Urico)
quando comparado com o grupo controle do estudo de toxicidade em dose tinica e em doses
repetidas. As observagdes dos efeitos neurofarmacoldgicos resultaram na possivel compreensao
dos mecanismos neuromoleculares subjacentes as propriedades ansioliticas e
anticonvulsivantes que podem envolver os receptores benzodiazepinicos/GABAérgicos, uma



vez que o pré-tratamento do p-cariofileno (200 mg/kg) com flumazenil (reconhecido
antagonista do receptor benzodiazepinico) ou bicuculina (antagonista do receptor GABAA)
reestabeleceu os parametros de ansiedade no labirinto em cruz elevado, bem como os resultados
de reducdao da laténcia para consumir o alimento no teste da alimenta¢do suprimida pela
novidade. No mesmo teste usando outro grupo de animais, as propriedades farmacolédgicas do
[-cariofileno podem estar relacionadas a inibi¢do da sintese de 6xido nitrico, uma vez que o
pré-tratamento com L-arginina reverteu significativamente os resultados ansioliticos,
antidepressivos e anticonvulsivantes do f-cariofileno (200 mg/kg) (p<0,05). Adicionalmente,
os resultados obtidos nas propriedades neurofarmacoldgicos sugerem que os receptores
serotoninérgicos dos tipos 5S-HT2A e 5-HT3 nao estao envolvidos nas propriedades ansioliticas,
antidepressivas e anticonvulsivantes do fS-cariofileno. Além dos resultados ja abordados, foi
demonstrado que o p-cariofileno complexado (100 mg/kg) quando administrado em
camundongos Swiss com constri¢do do nervo ciatico e comportamento semelhante a depressao
quando verificado pelo aumento do tempo total de imobilidade no teste da suspensao pela cauda
e nado for¢ado, foi mais efetivo no efeito antidepressivo com uma dose inferior ao S-cariofileno
nao complexado ou livre (200 mg/kg). Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo
destacam uma premissa interessante no possivel uso do complexo de inclusio fS-
cariofileno/metil-f#-ciclodextrina para o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas de
dosagem oral com biodisponibilidade aumentada em propriedades antidepressivas.

Palavras-chave: [-cariofileno, L-arginina-6xido nitrico, metil-f-ciclodextrina, receptores
benzodiazepinicos/GABA¢érgicos, toxicidade.



ABSTRACT

OLIVEIRA, G.L.S. Non-clinical toxicological and neuropharmacological studies of f-
caryophyllene and its f-caryophyllene/methyl-f-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 Piaui - UFPI, Teresina, Piaui.

f-caryophyllene [(1R,4E,95)-4,11,11-trimethyl-8-methylidenebicyclo [7.2.0Jundec-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 S-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 fS-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 f-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 f-
caryophyllene (100 and 200 mg/kg) and complex fS-caryophyllene with methyl-f-cyclodextrin
(50 and 100 mg/kg). It is important to highlight that S-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 f-caryophyllene with methyl-f-cyclodextrin after preparation of the
physical mixture in a 1:1 molar ratio (f-caryophyllene and methyl-f-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 S-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 f-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 f-caryophyllene. In addition to the
results already discussed, it has been shown that complexed f-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 f-caryophyllene (200 mg/kg). Thus, the results obtained in the present
study highlight an interesting premise on the possible use of the S-caryophyllene/methyl-f-
cyclodextrin inclusion complex for the development of oral dosage forms with increased
bioavailability in antidepressant properties.

Keywords: fS-caryophyllene, Swiss mice, benzodiazepine/GABAergic receptors, L-arginine-
nitric oxide, methyl-f-cyclodextrin, toxicity.
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1. INTRODUCAO

Para a induastria farmacéutica, um dos maiores desafios continua sendo o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de uma variedade de doengas. Assim,
um grande esfor¢o da industria farmacéutica para o desenvolvimento de novos medicamentos
estd sendo feito em parcerias académicas e a razao para a implantacdo destas parcerias decorre
da constatagao de que, apesar de grandes investimentos nas tltimas décadas, o nimero de novos
medicamentos que chegam ao mercado permanece estdvel a um custo extremamente alto de
investimento em Pesquisa & Desenvolvimento (P&D), particularmente, para o tratamento de
disturbios do Sistema Nervoso Central (epilepsia, depressdo, ansiedade, esquizofrenia, doencas
neurodegenerativas e outras) que afeta aproximadamente 1,5 bilhdes de pessoas no mundo
(GOOCH; PRACHT; BORENSTEIN, 2017; KESSELHEIM; HWANG; FRANKLIN, 2015;
MARCHAND et al., 2018; WATTS, 2016).

Existe uma enorme preocupacao pelo fato das grandes empresas farmacéuticas estarem
reduzindo seletivamente suas divisdes com finalidades de pesquisas na area da neurociéncia
refletindo uma visdo crescente de que desenvolver medicamentos neurofarmacolégicos ¢ bem
mais complexo e dificil, além de demorado e caro quando comparado com outras areas
terapéuticas, o que acaba representando uma area fraca para futuros investimentos (CHOI et
al.,2014; PALMER; ALAVIJEH, 2012; TRIST; COHEN; BYE, 2014). Em razdo da propor¢ao
de pessoas que sdo afetadas, existe uma necessidade tanto clinica quanto econdmica de
melhorar e ampliar as formas de tratamento para disturbios do sistema nervoso central e a
preocupacao devido a falta de novos medicamentos tem que resultar em um amplo incentivo
para o desenvolvimento de neurofarmacos com aprovagao regulatoria mais acelerada. Nessas
condigdes em 2015, a camara 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 Satude e que a US Food and Drug Administration (FDA) agilize todas as etapas
de aprovagao de novos medicamentos no mercado (JAFFE, 2015; JAFFE, 2017; KARANDE;
TRASATTI; CHANDRA, 2015).

Dentre as razdes para o que foi abordado no paragrafo anterior, pode ser atribuido a
complexidade do sistema nervoso em que a causa de muitos distirbios permanece ainda
desconhecida, agao farmacoldgica especifica sem causar efeitos colaterais e a necessidade de
farmacos com a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica que pode restringir a
interagdo de um determinado farmaco 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 a¢do de farmacos no sistema nervoso central e por isso tem sido um
foco priméario no desenvolvimento de novas técnicas de administracdo, sendo que as limitagdes
estabelecidas pela barreira hematoencefalica 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 multiplas aplicagdes terap€uticas e sdo importantes
constituintes de 0leos essenciais podem ser encontrados na natureza como hidrocarbonetos ou
outras formas que contém atomos de oxigénio como os alcoois, cetonas, aldeidos, acidos ou
lactonas (WIART, 2014). Entre as classes de terpenos, os sesquiterpenos que sao constituidos
de trés unidades de isopreno tém atraido demasiado interesse do ponto de vista quimico,
diversidade estrutural, quimiotaxondmico e principalmente porque muitos apresentam varias
atividades farmacoldgicas direcionadas aos disturbios do sistema nervoso central
(NUUTINEN, 2018). O cariofileno ¢ um sesquiterpeno biciclico que inclui os isomeros alfa
(a), beta () e gama (y). Dentre esses isdmeros, o S-cariofileno [(1R,4E,95)-4,11,11-trimetil-8-
metilidenebiciclo[7.2.0]Jundec-4-eno] representado na Figura 1 ndo apresenta ligagdes duplas
e desempenha um importante papel na quimica dos sesquiterpenoides. A partir das analises de
composicao quimica como a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS), esté entre os sesquiterpeno majoritarios em 6leos 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)
(CAVAR et al., 2012), Cannabis sativa Linn (IBRAHIM et al., 2019) e varias espécies do
género Copaifera (ARRUDA et al., 2019).

O p-cariofileno tem demostrado ser uma importante composto a terapia de desordens
neuroldgicas, em especial a epilepsia, depressdo e ansiedade por promover a diminui¢do da
excitoxicidade mediada pelo glutamato, ativagdo dopaminérgico, noradrenérgica e
serotoninérgica, bem como a inibicdo da resposta neuroinflamatoria (ASSIS et al., 2014;
CHENG; DONG; LIU, 2014; GUO et al., 2014). Além disso, o S-cariofileno consegue atuar
sobre o sistema endocanabinoide que desempenha um papel central na modula¢do limiar
convulsivo que ¢ mediada principalmente através da ativacdo dos receptores canabinoides
(CHICCA et al., 2014; GERTSCH et al., 2008). E importante também considerar que ha varias
evidéncias de interagdo 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: Representagdo esquematica das atividades experimentais desenvolvidas.

Toxicicidade

P-cariofileno

CH,

Dose tinica Doses repetidas
Efeito antidepressivo Efeito ansiolitico Efeito anticonvulsivante
Mecanismos neurofarmacologicos
GABA¢érgicos I Serotoninérgicos I Nitrérgico I —
OMe

MeO O é%))
Oiftio A%
jg go Metil-g-ciclodextrina [[Modelo  de  depressao o ng
o

OH ~ 4 : r 8
é%\t ﬁmm Complexagio induzido por dor neuropatica o ﬁom
o= oH on§HLo O OH onSHLO

@QH @

R s

o Efeito antidepressivo wo” g

MeO

Fonte: Autoria propria

Apesar do potencial farmacoldgico desse sesquiterpeno, ha vérias limitagdes como
baixa solubilidade em agua, volatil e sofre facil oxidacdo quando exposto a luz e oxigénio.
Essas caracteristicas fisico-quimicas resultam em baixa biodisponibilidade do fS-cariofileno e
consequentemente pode limitar a sua aplicacdo farmacéutica (SANTOS et al., 2017). A
complexacdo 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 dissolugdo e a biodisponibilidade (LIMA et al., 2016).

Com a capacidade de transportar compostos farmacoldgicos que podem ser altamente
potentes e especificos, os carboidratos tém recebido consideravel interesse como materiais de
encapsulacdo devido a sua origem natural, biodegradabilidade e biocompatibilidade, bem como
devido ao seu carater hidrofilico e facilidade de modificagdao quimica combinada com baixo
custo ¢ a possibilidade de fabricagdo em grande escala (BUCHWALD; BODOR, 2016;
VECSERNYES et al., 2014). A aplicagio desses oligossacarideos em formulagdes

farmacéuticas € principalmente para administra¢do oral, parenteral, nasal ou pulmonar. Estudos
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ndo clinicos tém demonstrado que as ciclodextrinas podem ser usadas farmacologicamente para
os distarbios do sistema nervoso central, quando considerado as suas propriedades especificas,
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 substancias com potencial
farmacoldgico para distarbios do sistema nervoso central, um dos principais objetivos na
realizagdo desta tese de doutorado intitulado “Estudos toxicolégicos e neurofarmacologicos
nao clinicos do f-cariofileno e do seu complexo de inclusio - p-cariofileno/metil-f-
ciclodextrina”, consistiu em avaliar o potencial toxicoldgico e neurofarmacolégico em
camundongos Swiss fémeas do sesquiterpeno biciclico fS-cariofileno e do seu derivado
complexado em metil-S-ciclodextrina.

A presente tese de doutorado foi estruturada em 3 capitulos (artigos cientificos) que
destacam principalmente o potencial toxicologico e neurofarmacoldgico do f-cariofileno
conforme a Figura 1. O primeiro capitulo detalha o perfil toxicoldgico do fS-cariofileno por
meio do estudo de toxicidade aguda e em doses repetidas em camundongos Swiss analisando
varios parametros como a toxicidade motora, bioquimicos, hematoldgicos e histopatoldgicos
de tecidos vitais. Ja o segundo capitulo detalha as propriedades ansioliticas, antidepressivas e
anticonvulsivantes em camundongos Swiss fémeas, bem como os possiveis mecanismos
moleculares [receptores benzodiazepinicos/GABAérgicos, serotoninérgicos (5-HT2a e 5-HT3)
e avia da L-arginina-6xido nitrico] envolvidos nas a¢gdes neurofarmacolédgicas do S-cariofileno.
No terceiro capitulo foi detalhado as propriedades antidepressivas do fS-cariofileno livre (ndo
complexado) e do seu complexo de inclusdo com metil-f-ciclodextrina no modelo de depressao

induzido por dor neuropatica (constri¢ao cronica do nervo ciatico) em camundongos Swiss.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Realizar ensaios ndo clinicos do potencial toxicolégico e neurofarmacologico do

sesquiterpeno f-cariofileno e do seu derivado complexado em metil-fS-ciclodextrina.
2.2. Objetivos Especificos

e Determinar a toxicidade em dose unica (aguda) e em doses repetidas do f-cariofileno
em camundongos Swiss (Mus musculus) pelos seguintes parametros: mortalidade, sinais
clinicos, variagdes no peso corporal e no consumo de rac¢do, agua, formagao de urina e

fezes e patologia clinica (hematologia, bioquimica).

e Realizar a histopatologia de figado, rim, cora¢do ¢ pulmao dos animais tratados com f-
cariofileno (300 e 2000 mg/kg) apos o estudo de toxicidade em doses repetidas, bem
como os biomarcadores de estresse oxidativo (catalase, superoxido, niveis de

peroxidagdo lipidica, nitrito e glutationa reduzida) no figado e rim.

e Avaliar os efeitos neurocomportamentais do S-cariofileno em camundongos Swiss (Mus
musculus) fémeas no teste do campo aberto, rota rod, labirinto em cruz elevado,

suspensao pela cauda, nado for¢ado e borrifagem de sacarose (splash test).

e Investigar o efeito neuroprotetor do p-cariofileno em camundongos Swiss (Mus
musculus) fémeas contra crises epilépticas induzida pelos quimioconvulsivantes

pilocarpina, pentilenotetrazol e isoniazida.

e Avaliar os mecanismos neurofarmacoldgicos do fS-cariofileno mediado por receptores
benzodiazepinicos/GABAérgicos, serotoninérgicos (5-HT24 e 5-HT3) e a via da L-

arginina-6xido nitrico (NO).

e Determinar a efeito neuroprotetor do S-cariofileno livre e do seu complexo de inclusao
(p-cariofileno/metil-f-ciclodextrina) em camundongos Swiss (Mus musculus) fémeas
com comportamento depressivo induzido por dor neuropatica (constri¢ao cronica do
nervo ciatico) utilizando o teste do campo aberto, suspensao pela cauda, nado forgcado e

borrifagem de sacarose.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Ansiedade

A ansiedade ¢ uma condi¢ao neuropsiquiatrica de ocorréncia comum que pode interferir
tanto na satude fisica quanto mental e os mecanismos neurobioldgicos que estao envolvidos na
génese da ansiedade ainda sdo complexos. Ansiedade como uma condi¢do neuropsiquiatrica
pode incluir critérios especificos de diagnosticos, disfun¢des neurobioldgicas e antecedentes
genéticos especificos e levar a incapacidade social e ocupacional (RUSCIO et al., 2017; STEEL
et al., 2014). Conforme o estudo Fardo Global das Doengas (GBD) do Instituto de Métricas e
Avaliacdo em Satde (IHME) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2017),
aproximadamente 264 milhdes de pessoa apresentam transtornos de ansiedade sendo estimado
que os transtornos ansiedade e depressao custam a economia global US $ 1 trilhdo por ano em
perda de produtividade. No Brasil em 2016, segundo o GBD, os indices indicam que 6,14% da

populacdo apresentaram transtornos de ansiedade conforme a Figura 1.

Figura 1: Populagdo com transtornos de ansiedade em 2016.

No data 0% 1% 2% 3% 4% 5% >6%
1 | | \ [

Fonte: Estudo sobre o Fardo Global das Doengas (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 prevaléncia global dos

transtornos de ansiedade em 7,3% sugerindo que uma para cada 14 pessoas no mundo pode ter
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um distarbio de ansiedade a qualquer momento de sua vida. Além disso, mundialmente, as
mulheres sdo quase duas vezes mais propensas que os homens a ter um transtorno de ansiedade,
sendo que em 2016 cerca de 62% (170 milhdes) eram do sexo feminino em relagdo a 105
milhdes de homens conforme o Instituto de Métricas e Avaliacdo em Satde e a Organizagao
Mundial da Saade (OMS, 2017; STEEL et al., 2014). E importante destacar que os transtornos
de ansiedade constituem um grupo heterogéneo de transtornos mentais com etiologia e
caracteristicas fisioldgicas diferentes que afetam a sociedade mundial crescentemente e sao uma
das principais causas de incapacidade fisica e mental. As caracteristicas essenciais dos
transtornos de ansiedade podem incluir ataques e transtorno de panico, fobias excessivas e
persistentes, bem como transtorno da ansiedade generalizada. Embora a neurobiologia dos
transtornos de ansiedade seja ainda amplamente desconhecida, algumas generalizagdes foram
identificadas para a maioria dos transtornos como alteragdes no sistema limbico (CRASKE;
STEIN., 2017; DIELEMAN et al., 2015; WILLIAMS, 2016).

Além dos fatores genéticas ou disposi¢do bioldgica, impacto ambiental sobre um
individuo, eventos adversos precoces e estressores que resultam em mudangas adaptativas, os
transtornos de ansiedade envolvem a modulacio de uma ampla variedade de
neurotransmissores quimicos que incluem os peptidérgicos, neuropeptideo com caracteristica
ansiolitica como o neuropeptideo Y, transmissores monoaminérgicos, S-hidroxitriptamina (5-
HT), dopamina e os neurotransmissores aminoacidos acido y-aminobutirico (GABA) e
glutamato. Além disso, um sistema adicional de neurotransmissdo de moléculas e mensageiros
lipidicos 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).

Substancias quimicas que sdo utilizadas até hoje, embora eficazes, ndo sdo isentas de
certas deficiéncias (SAKE et al.,, 2018). Assim, benzodiazepinicos classicos e o0s
benzodiazepinicos atipicos como a buspirona sdo farmacos utilizados no tratamento dos
transtornos de ansiedade, contudo que apresentam varias limitagdes que pode incluir o
comprometimento cognitivo e de coordenacdo, ataxia, sedacdo e dependéncia. Nessas
circunstancias, h4 a necessidade de avaliar novas vias neuroquimicas para o desenvolvimento
de substancias quimicas eficazes e seguras para o transtorno de ansiedade sem efeitos colaterais
(CORNETT et al., 2018; PALMER; ALAVIJEH, 2012).

A partir de estudos clinicos e ndo clinicos, 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 ionotrépicos GABAa, cujas
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subunidades apresentam diferentes isoformas, como os benzodiazepinicos sdo extremamente
uteis devido ao rapido inicio da agdo ansiolitica (WATERS et al., 2018). No entanto, a maioria
dos compostos que sao moduladores GABA¢rgicos tém propriedades sedativas e possiveis
abusos e dependéncias limitam seu uso, sendo que essas substancias devem ser usadas com
cautela em individuos com transtornos relacionados ao uso de alcool ou outras substancias
como moduladores negativos do receptor GABAa que pode aumentar a ansiedade. No entanto,
compostos que aumento da transmissao GABA¢érgica como o tiagabina, valproato, vigabatrina
podem diminuem a ansiedade (OLSEN et al., 2018; SALAT et al.,, 2015). Embora o
desenvolvimento das pesquisas tenha verificado mais a atuacdo do GABAA sobre a ansiedade,
elementos do funcionamento do receptor GABAp podem contribuir nos aspectos da
fisiopatologia da ansiedade, sendo que estudos neurocomportamentais indicaram que os
agonistas do GABAg influenciam a ansiedade sem interferir no desempenho cognitivo e
atividade locomotora. Os efeitos adversos associados ao tratamento com benzodiazepinicos
incluem sonoléncia, tontura e particularmente em individuos idosos, aumento do risco de
quedas (CHUA; CHEBIB, 2017; PIZZO; O'LEARY; CRYAN, 2018).

E importante destacar que o neurotransmissor excitatorio glutamato pode atuar de forma
coordenada com o GABA e assim desempenhar uma atividade proeminente na sinalizacdo
neuronal da ansiedade e outras doencas, sendo que a diminuicdo da ansiedade tem sido
associada a ativacao do glutamato (PITSIKAS, 2014). Sendo assim, substancias farmacolédgicas
voltadas para os aspectos moleculares da neurotransmissdo glutamatérgica podem ser
promissores no tratamento farmacoldgico da ansiedade. Nessa situagdo, varios tipos de agentes
glutamatérgicos como antagonistas dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDAR) (APS5, AP7,
CGP37849, CGP39551,LY235959, NPC17742 e MK-801) e acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-
4-isoxazole propionico (AMPA) (topiramato), agonistas parciais de NMDAR (D-cicloserina,
acido 1-aminociclopropanocarboxilico) e varios moduladores alostéricos visando os receptores
glutamatérgicos metabotropicos (mGIluR1, mO0GIluR2/3 e mGIluRS5) demostraram agao
semelhante aos ansioliticos 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, alteragdes da neurotransmissdo
serotoninérgica tem influéncia na regulagdo de varios processos fisiologicos que estdo
envolvidos no sono, apetite, termorregulacao, humor, resposta ao estresse, dor, depressao e
ansiedade. Esse neuromodulador monoaminérgico interage com 7 familias dos seus receptores
(5-HT1-7) que podem resultar em uma variedade de efeitos farmacologicos (BEECHER;
BELMER; BARTLETT, 2019; ZMUDZKA et al., 2018). Dentre os receptores, o receptor de
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serotonina 1A (5-HT14) estd amplamente distribuido no cérebro dos vertebrados e tem um
proeminente papel na modulagdo das caracteristicas relacionadas aos transtornos de ansiedade
como ataque e transtorno de panico (HASSELL et al., 2017; LILLESAAR; GASPAR, 2019).
Na neurotransmissao serotoninérgica, o 5-HT 14 atua como um autoreceptor pré-sindptico cuja
ativacdo leva a reducdo do disparo de neurdnios serotoninérgicos e a diminui¢do dos niveis de
serotonina no cérebro. Adicionalmente, os heterorreceptores 5-HT1a pds-sindpticos estdo
localizados em neurdnios excitatorios e inibitorios e modulam a atividade de vérias estruturas
limbicas envolvidas no humor e comportamento, incluindo o hipocampo, o coértex pré-frontal e
amigdala (OHNO, 2019).

Em modelos genéticos, camundongos knockout para o receptor 5-HT14 exibiram um
aumento ao estresse e ansiedade, enquanto camundongos geneticamente modificados que
superexpressam o receptor 5S-HT 14 apresentaram uma redu¢ao no comportamento de ansiedade
demonstrando que a estimulacdo desse receptor desempenha uma importante atividade
comportamental na ansiedade (DONALDSON et al., 2014). Além disso, agonista de 5-HT 14
como a buspirona tem a capacidade de diminui os niveis de ansiedade em varios modelos
animais como labirinto em cruz elevado, conflito de Vogel e de interagdo social (HORVATH
et al., 2013; MAJERCSIK et al., 2003; OHNO, 2019).

Além do receptor 5-HT1a, os receptores 5-HT2 (5-HT24 e 5-HT2c) e 5-HT3 também
podem contribuir na fisiopatologia da ansiedade e experimentos tanto clinicos quanto nao
clinicos destacam a importancia desses receptores como um possivel alvo terapéutico para o
desenvolvimento de novos farmacos ativos para transtornos que podem incluir além da
ansiedade, depressdo e esquizofrenia (CHAGRAOUI et al., 2016; CLINARD et al, 2015).
Vérios argumentos possibilitam destacar a atuacdo dos receptores 5-HT2, especialmente o 5-
HT2c, na regulacdo da ansiedade como a sua ampla distribuicdo na regido central e periférica
do sistema nervoso, diminui¢do aparente das caracteristicas de ansiedade em camundongos
knockout para os receptores 5-HT2¢ e a prevencdo da maioria dos efeitos ansiogénicos
induzidos pelo m-clorofenil-piperazina (mCPP) (um agonista parcial do 5-HT2c¢)
(CHAGRAOUTI et al., 2016).

Transtornos de ansiedade como problema de satde causa incapacidade fisica e mental
gerando perda de produtividade e os tratamentos farmacologicos pode envolver a
neurotransmissao serotoninérgica ou GABAérgica. No entanto, por constituir um grupo
heterogéneo de transtornos com caracteristicas fisiologicas diferentes, pode haver resisténcia
ao tratamento com substancias serotoninérgica e GABA¢érgica e o uso dessas substancias esta

inclusive associado aos efeitos colaterais como dependéncia, abstinéncia, disfuncao sexual e
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aumento do peso corporal. Assim, depois de 60 anos da descoberta dos benzodiazepinicos,
existe a necessidade ndo somente de novos farmacos, mas também de vias neuroquimicas
alternativas como a neurotransmissao nitrérgica que emergiu como um alvo promissor, uma
vez que varias pesquisas destacam que o 6xido nitrico (NO), neurotransmissor gasoso que atua
como mensageiro intracelular e intercelular no cérebro, estd envolvido na ansiedade
(BRUENIG et al., 2017; GUTIERREZ et al., 2017; ORFANIDOU et al., 207; PITSIKAS,
2018).

A sintese do NO conforme resumido na Figura 2 envolve atividade enzimatica que ¢
realizada pela familia de enzimas designadas por 6xido nitrico sintase (NOS) que oxida a L-
arginina para produzir citrulina e NO em vdrios tecidos (GULATI; RAY, 2017). As trés
1soformas do 6xido nitrico sintase (NOS) sao 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
neurdnios (nNOS) e células endoteliais vasculares (eNOS) s3o reguladas por calcio e
calmodulina. Diferentemente, a outra isoforma ¢ independente de calcio e calmodulina e foi
inicialmente identificada em macrofagos, mas pode ser expressa em resposta a citocinas
inflamatoérias e endotoxinas em varias outras células (KUMAR; SINGH; BHARDWAI, 2017).

Na sinalizacdo do o6xido nitrico, a guanilato ciclase soluvel (GCs) ¢ uma enzima
heterodimera que atua como receptor intracelular para o 6xido nitrico, sendo que a ativacao da
GCs resulta na conversdo catalitica da guanosina trifosfato (GTP) em guanosina 3'5'-
monofosfato ciclico (GMPc) que por sua vez pode atuar em varios alvos a jusante como
proteina quinase dependente de GMPc (PKG), fosfodiesterases, canais de ions controlados por
nucleotideo ciclico e fatores transcricionais para iniciar subsequentes mudangas intracelular
(Figura 2) (CHACHLAKI; GARTHWAITE; PREVOT, 2017, TEGEDER, 2019). A
decomposicdo do GMPc pela fosfodiesterase encerra a sinalizagdo NO/GCs e como muitos
neurotransmissores convencionais, o NO age através de segundos mensageiros (PICON-
PAGES; GARCIA-BUENDIA; MUNOZ, 2018).

Especificamente no sistema nervoso central de mamiferos, a nNOS esta localizada
principalmente em células tronco neurais, astrocitos e neurdnios, sendo que alteracdes na
expressao da nNOS foram detectadas em doencas do sistema nervoso central como depressao
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 nao clinico, embora seu
papel ainda ndo tenha sido completamente elucidado, sendo que ainda existem resultados

conflitantes sobre como a ativa¢ao da via NO/GMPc proporciona um aumento ou reducao do
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comportamento semelhante ao da ansiedade (BRUENIG et al., 2017; KALOUDA; PITSIKAS,
2015; ORFANIDOU et al., 2017).

Figura 2: Representacdo resumida da sintese do 6xido nitrico (NO) realizada pelo 6xido nitrico
sintase (NOS) e a via de sinalizagdo L-arginina-NO-guanosina monofosfato ciclico (GMPc).
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A distribuicdo de neurdnios expressando a nNOS em dareas cerebrais como o nucleo
medial da amigdala, substancia cinzenta periaquedutal, hipotalamo, hipocampo indicam o
potencial do sistema nitrérgico na ansiedade. A administracdo aguda de 7-nitroindazole (7-NI),
um inibidor seletivo da nNOS, resultou em ansidlise semelhante ao diazepam (DUNN et al.,
1998; YILDIZ et al., 2000). Conforme Workman et al. (2008), a inibi¢do da atividade da nNOS
pelo tratamento com 7-NI resultou em potencial atividade ansiolitica em roedores. O tratamento
sistémico com L-NAME (éster metilico de N-nitro-L-arginina), L-NOARG (N%-nitro-L-
arginina) produziu efeito ansiolitico em roedores no comportamento exploratdrio no teste do

labirinto em cruz elevado (VOLKE; WEGENER; VASAR, 2003). A reducgdo da produgao de
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NO em éareas cerebrais de roedores pode justificar o efeito ansiolitico a partir da inibigcdo da
nNOS (JOUNG et al., 2012; WALIA; GARG; GARG, 2019).

Além de estd implicado na ansiedade, ¢ importante destacar que a via L-arginina-NO-
GMP ciclico tem sido cada vez mais explorado na depressao e compostos como a venlafaxina
que atua como inibidor de recaptag@o de serotonina/noradrenalina, bupropiona que atua como
inibidor de recaptagdo de dopamina e imipramina produzem suas ac¢des antidepressivas em
modelos animais por modulagao dessa via de sinalizagdo (KRASS et al., 2011; KUMAR et al.,
2010). Adicionalmente, tem sido verificado que o GMPc em niveis elevados resulta em
comportamento semelhante a depressao e que uma diminui¢do de seus niveis pode produzir
efeito do tipo antidepressivo (HEIBERG et al., 2002; HOLLAS et al., 2019; OSTADHADI et
al., 2018).

3.2. Depressao

Dentre os transtornos mentais, os depressivos sdo particularmente comuns e pode afetar
de 2 a 6 % da populacdo de um determinado pais, sendo bem mais altas em populagdes do
continente Africano (Figura 3). E observado que desde 2005 e diferente do esperado pela
Organizacdo Mundial da Saide, a depressdo aumentou em 18,4 % e conforme a propria
Organizacao Mundial de Saude, a depressao foi a principal causa de perda na qualidade de vida
devido a incapacidade fisica/mental e o quarto maior contribuinte para a carga global de
doencas em 2004, com uma tendéncia de ser o segundo ou primeiro lugar até¢ 2030.
Mundialmente, adultos mais velhos (70 anos ou mais) apresentam um maior risco de depressao
em relacdo as outras faixas etarias e as mulheres podem ser até trés vezes mais propensas a
sofrerem de depressdo em relacdo aos homens (KAHL; STAPEL; FRIELING, 2019;
MATHERS; LONCAR, 2006; OMS, 2017).
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Figura 3: Prevaléncia dos transtornos depressivos em determinadas populagdes em 2016.
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Fonte: Estudo sobre o Fardo Global das Doengas (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 Doengas (GBD) do Instituto de Métricas
e Avaliagdo em Satde (IHME), bem como a Organizagdo Mundial da Saude, foram estimados
que 268 milhdes de pessoas no mundo sofreram de depressao (Figura 4). No Brasil em 2016,
segundo o GBD, os indices indicam que 3,72 % da populacdo (7,77 milhdes de pessoas)
sofreram de depressao conforme a Figura 3. A depressao ¢ o resultado de uma complexa
interacdo de fatores sociais, psicologicos e biologicos (fatores enddcrinos, inflamatoérios ou
imunolégicos), sendo caracterizada por baixo humor, perda de interesse, perda de motivacao e
prazer (anedonia), sentimento de culpa, falta de concentracdo, baixa autoestima, distirbios do
sono e aumento ou diminuicao do apetite (HALE et al., 2017; OMS, 2017). Assim, a defini¢ao
de depressao ¢ baseada em sintomas que causam principalmente comprometimento funcional.
Adicionalmente, a associa¢do da depressdo com uma maior intensidade de estresse pode piorar

a qualidade de vida das pessoas que sao afetadas (DULANEY et al., 2018).
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Figura 4: Numero total de pessoas de todas as idades com depressdo diferenciadas por sexo.
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Fonte: Estudo sobre o Fardo Global das Doengas (GBD) (2017). Mapa retirado em 01/12/2018

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

Virias situagdes didrias podem aumentar o risco do desenvolvimento da depressao como
diversos abusos que inclui o fisico, sexual, emocional ou de substancias quimicas, bem como
uma doenca grave, fatores genéticos e fortes emocodes (tristeza ou pesar) (CUKOR et al., 2019;
KRISHNAN, 2017). Nessas condi¢des, a depressao ndo pode ser considerada apenas uma
grande preocupagdo de saude publica no mundo, uma vez que a depressao acaba sendo um
disturbio multifacetado com diversas causas que tem sido associado a um risco maior de
desenvolver alguma condi¢do que precisa de assisténcia médica como doencas
cardiovasculares, acidente vascular cerebral, doen¢a de Alzheimer e Parkinson, diabetes,
cancer, artrites, doenca pulmonar obstrutiva cronica, obesidade, epilepsia e até suicidio
(JONES; JORGE, 2019; LEE, 2019; LOTFALIANY et al., 2018; ROBILLARD et al., 2018).

Dentre os subtipos de depressdo (atipica, melancolica, distimia, transtorno afetivo
sazonal, perturbagdo depressiva breve recorrente, depressao pos-parto e depressao Menor)
conforme o Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5; APA, 2013) e
Classificacdo Internacional de Doengas (CID-10) e que podem ser diagnosticadas com base na
duracdo, gravidade ou caracteristicas especificas, o transtorno depressivo maior (TDM) ¢ a
principal forma sendo caracterizado por episddios depressivos recorrentes que frequentemente
ocasiona incapacidade funcional e comprometimento da saude tanto fisica quanto mental
conforme j& destacado em paragrafos anteriores (OTTE et al., 2016). O diagndstico desse

subtipo pode ser feito apds um conjunto de sintomas como a constante sensacao de incapacidade
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e desesperanga, desespero, retardo mental, insonia e anedonia que durou por pelo menos duas
semanas (HASHIMOTO, 2018). Caso a depressao seja descrita como crénica, os sintomas irdo
permanecer por longos periodos de tempo e até presente momento nao estd estabelecido
qualquer mecanismo que pode explicar todos os aspectos envolvido no transtorno depressivo
maior. No entanto, a patogénese dessa doenca pode envolver deficiéncia das aminas biogénicas,
fatores genéticos, anormalidade no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, alteragdes de volume
cerebral em regido como o hipocampo e alteragdes funcionais nos circuitos cerebrais como a
rede de saliéncia que estd envolvida no controle cognitivo e afetivo (HUANG; LIN, 2015;
JESULOLA; MICALOS; BAGULEY, 2018; SCHMITGEN et al., 2019).

No cérebro, as atividades dos neurdnios noradrenérgicos ocorre no tronco cerebral e em
quase todas as areas do cérebro onde a noradrenalina modula a fun¢do do cortex pré-frontal,
processamento da memoria, comportamento e aten¢do. Assim como a noradrenalina, a
serotonina inerva basicamente todas as regides cerebrais sendo um dos maiores sistemas de
neurotransmissores no cérebro regulando processos fisioldgicos como sono, apetite, humor e
termorregulacdo (HAASE; BROWN, 2015). Ja a dopamina exerce as suas fungdes em
processos fisiologicos de motivagio, recompensa, atengdo e memoria de trabalho. E evidente
que os sistemas monoaminérgicos (dopaminérgicos, serotoninérgicos, noradrenérgicos) no
cérebro estdo relacionados com varios comportamentos depressivos, sendo que a desregulagao
nos niveis de serotonina pode resultar em varios comportamentos depressivos como humor
reduzido, falta de motivagao, fadiga e atraso psicomotor (GOVONI; LANNI, 2017). Da mesma
forma, a desregula¢do nos niveis de dopamina tem sido relacionada a falta de motivagao e
concentragdo, 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 ¢
conhecida como “hipdtese da monoamina”. Nessa hipdtese, a deficiéncia funcional de
neurotransmissores monoaminérgicos pode ser atribuido as acdes continuas das
monoaminoxidases (MAQO) nas fendas sindpticas, sendo que essa hipotese ¢ a base para a
aplicagdo de inibidores da monoaminoxidase (IMAO) como farmacos antidepressivos (SHYN;
HAMILTON, 2010). Além das monoaminoxidases, outras possibilidades tentam explicar a
baixa disponibilidade de neurotransmissores monoaminérgicos como a interacdo de alguns
transmissores (glutamato e histamina) em resposta ao estresse induzido pela depressao que
diminui a produgdo de substrato para da serotonina como o receptor e transportador de

serotonina (SERT) (Figura 5) (JESULOLA; MICALOS; BAGULEY, 2018). Nessas
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condi¢des, um aumento nos niveis de noradrenalina, serotonina e dopamina no cérebro de

individuos deprimidos deve ser acompanhado pela reversao de comportamentos depressivos.

Figura 5: Organizagao molecular dos sistemas monoaminérgicos.
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A compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos na fisiopatologia da depressao
progrediu consideravelmente nas tltimas décadas a partir de estudos clinicos e ndo clinicos e
assim como acontece na hipdtese da monoamina com a reducdo de neurotransmissores
monoaminérgicos, tem sido postulado a hipdtese do défice GABAérgico com a reducao dos
niveis de GABA no cérebro, comprometimento da neurotransmissdo GABAérgica e
desregulacdo na expressdo e funcdo dos receptores GABAA e GABAg (GHOSAL; HARE;
DUMAN, 2017). Pesquisas clinicas usando a técnica de espectroscopia por ressonancia
magnética nuclear demonstraram baixos niveis de GABA na regido do cortex frontal de
individuos deprimidos sem medicagdo quando comparado com humanos saudaveis
(SANACORA et al., 1999). O desenvolvimento de pesquisas posteriores utilizando a mesma
técnica demonstraram niveis semelhantes de GABA em sub-regides do cortex pré-frontal que
sd0 mais importantes para o comportamento depressivo, sendo que obserevagdes adicionais
destacaram que a reversdo do comportamento depressivo estava relacionado com normalizagao
dos niveis de GABA (HASLER et al., 2005; HASLER et al., 2007; VIEIRA et al., 2006).

Adicionalmente, nessa hipdtese tem sido discutido que a eficacia dos antidepressivos
que sao atualmente utilizados pode ser determinada pelo potencial de aumentar a
neurotransmissdo GABAérgica (LUSCHER; SHEN; SAHIR, 2010; LUSCHER; FUCHS,
2015). Por exemplo, individuos que receberam tratamentos com inibidores seletivos da
recaptacao de serotonina apresentaram uma normalizacdo dos niveis de GABA e consistente
com esse estudo, resultados obtidos em camundongos mutantes para receptores GABA (y>*/)
que exibem comportamentos depressivos mostraram uma normaliza¢do apos o tratamento com
fluoxetina (SHEN et al., 2010). Adicionalmente, o tratamento cronico com fluoxetina também
aumentou os niveis extracelulares de GABA em virias regides cerebrais (GOREN et al., 2007).
Evidéncias clinicas adicionais destacam que a ketamina (antagonista do receptor de NMDA)
que ¢ usado tipicamente como anestésico ou analgésico produz efeitos antidepressivos em
poucas horas em pacientes com depressao resistente ao tratamento (BERMAN et al., 2000;
ZARATE et al., 2006). A ketamina interagem especificamente no sitio fenciclidina (PCP) no
receptor NMDA e em vez de diminuir, hd um aumento nos niveis 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 depressao, a ketamina
bloqueia preferencialmente os receptores NMDA presente nos interneurénios GABAérgicos
(ABDALLAH et al., 2015; DUMAN et al., 2016; VOLLENWEIDER; KOMETER, 2010).
Assim, pode ser evidenciado que as atividades moleculares da ketamina incluem a regulacao

da sinalizagdo GABA¢érgica.
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Além da ansiedade e depressdo, a epilepsia estar associada com a baixa fun¢do do
sistema GABA¢érgico no cérebro, sendo que os compostos que aumentam a neurotransmissao
GABA¢érgica (ex: moduladores alostéricos positivos do receptor GABAA) podem apresentar
propriedades ansioliticas, antidepressivas e antiepilépticos (LAVERTY et al., 2019;
MASIULIS et al., 2019; METHUKU et al., 2018; SIGEL; ERNST, 2018).

3.3. Epilepsia

Para evitar uma confusdo na defini¢do de crises epilépticas e epilepsia, a Liga
Internacional Contra a Epilepsia (ILAE) publica relatorios que definem e classificam crises
epilépticas e epilepsia. Em 2017, a ILAE apresentou uma classificagdo operacional revisada
dos tipos de crises epilépticas em que ficou estabelecido como uma ocorréncia transitoria de
sinais e/ou sintomas secundarias em razdo da atividade neuronal anormal excessiva ou
sincronica no cérebro. Para a definicdo de epilepsia ficou estabelecida como sendo uma
condig¢do crdnica caracterizada por uma propensdo duradoura a gerar crises epilépticas e pelas
consequéncias neurobioldgicas, cognitivas, psicoldgicas e sociais. Conforme esse conceito, a
epilepsia requer o aparecimento no cérebro de pelo menos uma crise epiléptica desde que seja
verificada uma condicdo que predisponha o cérebro a gerar crises epilépticas como uma
anormalidade eletroencefalografica ou uma lesdo cerebral as quais a ocorréncia das crises
epilépticas possa ser atribuida (FISHER et al., 2005; FISHER et al., 2017a; FISHER et al.,
2017b). As defini¢des desses termos podem ser redefinidas novamente uma vez que o
conhecimento sobre a epilepsia apresenta constante atualizagdes (BERG et al., 2010; CHANG
et al., 2017; FISHER, 2017).

Conforme ja destacado, uma crise epiléptica ¢ uma mudanca comportamental
transitoria que pode ser um sinal ou sintoma subjetivo (perda da consciéncia, enrijecimento)
o inicio da crise epiléptica pode ser focal (quando a atividade neuronal excessiva surge em uma
ou mais regioes cerebrais localizadas ou hemisfério), generalizada (quando a atividade neuronal
excessiva comega com ampla distribuicdo em ambos os hemisférios) ou de inicio desconhecido
(as informagdes clinicas e laboratoriais em que estdo disponiveis ndo possibilitam identificar
como focal ou generalizado) (FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018; FISHER et al.,
2017b; SCHEFFER et al., 2017). O inicio de uma crise epiléptica focal ou generalizado ¢
determinado quando existe mais de 80% de confianca na acurdcia sobre o modo de inicio
baseado em resultados de neuroimagem, andlise laboratorial e eletroencefalograma. Sendo

assim, as crises epilépticas podem ser classificadas conforme a Figura 6 que retrata a
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classificagdo basica e conforme a Figura 7 que retrata a classificacdo expandida. Apesar da
supressdo de subcategorias da classificacdo expandida para formar a versdao basica, as duas
abrangem a mesma classificacdo. O uso das classificagdes conforme Figura 6 e/ou Figura 7
depende do nivel de detalhes desejado, sendo que a classificagdo expandida pode ser mais
relevante para neurofisiologistas e pesquisadores, enquanto a versdo basica pode ter uma maior

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

FISHER et al., 2017b).

Figura 6: Classificagdo basica das crises epilépticas conforme a Liga Internacional Contra a

Epilepsia (ILAE).
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Figura 7: Classificacdo expandida das crises epilépticas conforme a Liga Internacional Contra

a Epilepsia (ILAE).
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Ainda que nao seja possivel especificar a causa da epilepsia em muitos pacientes, as
crises epilépticas podem ser o resultado de qualquer lesdo que altere a funcdo cerebral. Essas
lesdes podem ser em razao de um acidente vascular cerebral ou traumatismo cranioencefalico,
estrutural devido a mudangas irreversiveis em células cerebrais, doengas infecciosas como a
neurocisticercose, doencas autoimunes devido a anticorpos contra antigenos neuronais €
mutacoes genéticas (BONZANNI et al., 2018; GOZUBATIK-CELIK et al., 2017; REDDY;
VOLKMER, 2017). Diferencas no tipo de epilepsia estdo associadas com mutagdes genéticas
e até o presente momento, mais de 500 genes foram identificados e relacionados com a epilepsia
como genes envolvidos na sinalizacdo GABAérgica, uma importante via biologica nessa

doenca neuroldgica (KANG, 2017; ORSINI et al., 2018).

3.4. Tratamentos farmacologicos
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O clordiazepoéxido ¢ considerado o primeiro benzodiazepinico 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 benzodiazepinicos ja estavam disponiveis em formulagdes orais, sendo que
15 foram categorizados como sedativo/hipnoticos, 15 como ansioliticos (Figura 8), 7 como
farmacos antiepilépticos e 1 como relaxamento da musculatura esquelética. Os
benzodiazepinicos como clordiazepoxido e o diazepam exercem as suas acdes farmacologicas
a partir da interacdo na interface das subunidades a e y do receptor GABAA4, sendo que esse
sitio de ligacdo ¢ diferente daquele do agonista endogeno GABA que se liga entre as
subunidades a e f, bem como de outros farmacos GABAérgicos como os barbittricos. Os
benzodiazepinicos 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 hiperpolarizacdo ou estabilizacdo do potencial de
membrana e uma diminui¢ao na excitabilidade neuronal (GRIEBEL; HOLMES, 2013; SIGEL;
ERNST, 2018). Como a ligagao requer um residuo especifico de histidina na subunidade a, os
benzodiazepinicos atuam principalmente nos receptores que possuem as subunidades al, a2,
a3 ou a5. Os benzodiazepinicos sdo heterogéneos em suas afinidades pelos diferentes subtipos
de receptores GABAA e consequentemente sdo observadas diferengas nos seus efeitos
farmacologicos. Por exemplo, o efeito ansiolitico estd associado por maior afinidade pela

subunidade 02 (MCEOWN; TREIT, 2013; STEPHENS; KING, 2013).
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Figura 8: Estruturas quimicas de benzodiazepinicos com efeito ansiolitico.
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Os benzodiazepinicos apresentam eficacia quando utilizado em curto prazo no
transtorno de panico, mas tem sido substituido por outros compostos como os inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina que podem ser encarados como a primeira linha de
tratamento. Similarmente, os benzodiazepinicos sao eficazes somente no tratamento em curto
prazo do transtorno de ansiedade generalizada e como ha frequentemente uma coexisténcia da
ansiedade com depressdo, os antidepressivos além dos benzodiazepinicos tém sido
considerados como os inibidores seletivos da recaptagdo 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 benzodiazepinicos podem causar varios efeitos
colaterais como sedacdo prolongada, comprometimento da cogni¢do e do desempenho
psicomotor, ataxia, dependéncia e abstinéncia (ISLAM et al., 2016; SAKE et al., 2018).

Medicamentos que modulam a atividade de aminas biogénicas sdo usadas para tratar a
depressdo. Antidepressivos triciclicos (imipramina, trimipramina e amitriptilina), inibidores da
enzima monoamina oxidase (MAO - isocarboxazida, fenelzina e tranilcipromina), inibidores
seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRSs - fluoxetina, paroxetina, citalopram e
fluvoxamina) e inibidores seletivos da recaptacdo de noradrenalina (ISRNs - desipramina,
reboxetina e maprotilina) sdo usados como antidepressivos, sendo que farmacos que inibem
duplamente a captagdo de serotonina e noradrenalina (ISRS/ISRN) estdo entre os mais recentes
(Figura 9) (KOSE; CETIN, 2018). Além disso, inibidores de recaptacao tripla (ISRS/ISRN e
Inibidores seletivos de recaptacdo de dopamina) como Amitifadina (Figura 9) que também ¢
conhecida como DOV 21,947 ou EB-1010 tém sido avaliados em estudos nao clinicos e clinicos
(JIN et al., 2015; ZHANG et al., 2016). O tratamento farmacoldgico para depressdo foi
estabelecido pelo aumento da agdo 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; REUS et
al., 2016).

O exato mecanismo de agdo pelos quais os antidepressivos descritos na Figura 9 atuam
nos sintomas da depressdo ainda precisam ser melhor compreendidos. Antidepressivos que
atuam na neurotransmissao monoaminérgica provocam uma ag¢ao inicial dentro da sinapse que
impactam diretamente nas vias de sinalizagdo intracelular e das moléculas que atuam como
segundo mensageiro que podem culminar em mudangas na expressdo génica, neurogénese
como hipocampal e plasticidade sindptica para que possa ser verificado um determinado acao
terapéutico. Os efeitos farmacoldgicos dos antidepressivos ainda sdo complexos e o
agrupamento padrao dos antidepressivos em varios grupos baseado em seu principal
mecanismo de a¢do individual sobre os neurotransmissores monoaminérgicos ¢ 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 util na pratica quando os efeitos clinicos dos
antidepressivos sao bem amplos e superpostos em que muitas vezes reflete a afinidade de varios
medicamentos por receptores de monoaminas dos neurdnios pré-sinapticos e pds-sindpticos.
Adicionalmente, pode ser util na compreensdo dos efeitos adversos apresentados pelos

antidepressivos durante o tratamento farmacologico.
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Conforme o paragrafo anterior, bem como a Figura 5, a neurotransmissio
monoaminérgica ¢ complexo e abrange varios neurotransmissores, receptores pré-sinapticos e
poOs-sindpticos, transportadores e enzimas que determinam a disponibilidade e os efeitos dos
neurotransmissores monoaminérgicos especificos. Estudos que analisam o potencial
farmacoldgico dos antidepressivos tradicionalmente se concentram principalmente na eficacia
buscando uma diminui¢do de 50% nos sintomas depressivos (AN; LU, 2016). Com o uso cada
vez menor, os primeiros antidepressivos foram desenvolvidos na década de 1950 (triciclicos e
os inibidores da MAO) e ainda permanecem como farmacos eficazes em que induz o aumento
dos niveis de monoaminas (catecolaminas), bem como reduz o seu metabolismo ou inibe a sua
recaptacdo (BRENT, 2016). Entretanto, os primeiros antidepressivos estdo sendo substituidos
por farmacos com agdes mais seletivas (ZHANG et al., 2016). Assim, os inibidores seletivos
da recaptacdo de serotonina estdo entre os principais farmacos prescritos para depressao. No
entanto, os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina podem produzir durante o
tratamento varios efeitos colaterais de intensidade relativamente baixa quando considerado a
disseminagdo da serotonina em todo o corpo como disfun¢do sexual, ganho de peso, ndusea e
dores de cabeca (ZHAO et al., 2018).

Alguns antidepressivos descritos na Figura 9 como amoxapina, bupropiona,
clomipramina e maprotilina quando usados em doses acima do indicado como terapéuticas
podem causar um desequilibrio entre a acdo inibitoria da neurotransmissao GABA¢érgica e
excitatoria da neurotransmissao glutamatérgica resultando em crises epilépticas em individuos
que ndo tém 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 recaptacao de serotonina

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

antiepilépticos (BOROWICZ et al., 2007; PERICIC et al., 2005).
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Figura 9: Estruturas quimicas de antidepressivos.
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Fonte: Autoria propria

O tratamento farmacologico das crises epilépticas iniciou com barbitiricos e em seguida
foi a vez dos derivados midazolidina-2,4-diona e pirrolidina-2,5-diona. Posteriormente, o acido
valproico passou a ser o medicamento de escolha para crises epilépticas inicialmente
generalizadas. Depois disso, a carbamazepina e alguns benzodiazepinicos (clonazepam e
diazepam) foram indicados para o tratamento das crises epilépticas. As substancias descritas
anteriormente e que estdo descritas na Figura 10 foram os pilares para o tratamento da epilepsia
at¢ a década de 1990 quando apareceu uma nova geragdo de farmaco da classe dos
anticonvulsivantes que inclui o lamotrigina, tiagabina, felbamato, gabapentina, oxcarbazepina,

topiramato, levetiracetam, zonisamida e pregabalina (BIALER, 2012; LOSCHER et al., 2013).
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Além disso, existe um outro grupo de compostos denominados formalmente de terceira geragao
que inclui novos derivados do 4cido valproico (valrocemida), oxcarbazepina (acetato de
eslicarbazepina), levetiracetam (brivaracetam, seletracetam); felbamato (fluorofelbamato) e da
fenitoina (fosfenitoina), bem como compostos com estruturas quimicas completamente nova
(Figura 10). Esses compostos podem oferecer como caracteristicas farmacologicas menos
interagdes medicamentosas, mecanismos de agdes Unicas e um maior espectro de atividade

(BIALER; WHITE, 2010; CHAMBERS; SCHAEFER, 2015; LUSZCZKI, 2009).

Figura 10: Estruturas quimicas de compostos antiepilépticos usados para tratar a epilepsia.
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A forma mais comum de tratamento para os diferentes tipos de crises epilépticas
consiste na administragdo de varios compostos antiepilépticos e apesar da disponibilidade atual

de mais de 15 medicamentos, 30% dos pacientes sofrem ainda de crises epilépticas refratarias
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(GUPTE-SINGH et al., 2018; SALANOVA, 2018). Adicionalmente, os diferentes mecanismos
de acdo dos compostos antiepilépticos podem causar varios efeitos indesejados conforme
destacado na Tabela 1. Assim, ha uma necessidade continua pela busca de compostos
antiepilépticos com eficacia mais seletiva e melhor tolerabilidade e nessas condigdes, os
produtos naturais derivados de plantas como os terpenos demonstram vdarais atividades
farmacoldgicas como antidepressivo, ansiolitico, analgésico, antinociceptivo e anti-

inflamatério em estudos tanto clinicos quanto ndo clinicos (NUUTINEN et al., 2018).

Tabela 1: Efeitos adversos de varios compostos antiepilépticos.

Antiepilépticos Efeitos adversos
Neurolodgico Outro (s)
Acido valproico  Perda de memoria e tremor Hepatotoxicidade e teratogénico
Carbamazepina  Perda de memoria e tontura Néuseas, vOomitos e teratogénico
Clonazepam Sonoléncia, perda de memoria e Sinusite
depressao
Fenitoina Sonoléncia e perda de memoéria  Hiperplasia gengival e teratogénico
Fenobarbital Sonoléncia e perda de memoéria  Erupgdop cutanea
Gabapentina Sonoléncia e ataxia Dores musculares, nduseas e diarreia
Lamotrigina Sonoléncia e perda de memoria, Rinite, nduseas e teratogénico
ataxia, tontura e dor de cabeca
Levetiracetam Sonoléncia, tontura e depressdo  Erupcaop cutanea
Oxcarbazepina  Sonoléncia, fadiga e perda de Nauseas, vOmitos
memoria
Pregabalina Dificuldade de concentragdo, Boca seca, edema e ganho de peso
ataxia e fadiga
Topiramato Sonoléncia, tontura, fadiga e Anorexia, perda de peso e nefrolitiase

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

3.5. Terpenos

Sendo principalmente hidrocarbonetos, os terpenos (CsHg), sdo amplamente
encontrados como constituintes de 6leos essenciais e sao classificados de acordo com o niimero
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 sdo divididos em grupos quando considerado a sua estrutura

quimica como aciclicas ou ciclicas (LIAO et al., 2016).
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A biossintese dos sesquiterpenos pode acontecer tanto pela via do 4cido mevaldnico
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 isomero
difosfato de dimetilalila nas das duas vias sofrem combina¢des quimicas com o precursor
sesquiterpénico farnesil pirofosfato. A ionizacdo no carbono 2 do farnesil pirofosfato e a
alteragdes estereoquimicas (configuracao £ ou Z) da ligacao dupla mais proximo do difosfato
resulta na formagao de cations farnesilicos (E e Z) e do cation nerolidila. Modificagdes quimicas
devido a reducdo, oxidagao e ciclizacdo a partir dos cations farnesilicos e nerolidila irdo formar

diversos sesquiterpenos aciclicos e ciclicos.

Figura 11: Via geral para biossintese dos sesquiterpenos com formagao do f-cariofileno.
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Entre os sesquiterpenos que sao formados conforme a Figura 11 por ciclizagdo do
farnesil pirofosfato, pode ser destacado o p-cariofileno [(1R4E.95)-4,11,11-trimetil-8-
metilidenebiciclo[7.2.0Jundec-4-eno] que estd 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 f-cariofileno compreende um dos principais
principios ativos de oleos essenciais da Cannabis sativa Linn, Ocimum gratissimum Linn,
Lantana camara Linn, Cordia verbenaceae DC (sindbnimo 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 varias 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 biciclico estd 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 farmacoldgicas que incluem o tratamento do alcoolismo (AL MANSOURI et al.,
2014), anti-hiperglicémico (BASHA; SANKARANARAYANAN, 2016), efeito
hipolipidémico (BALDISSERA et al., 2016), previne a doenga hepatica gordurosa nao
alcoodlica (KAMIKUBO et al., 2016), neuroprotetor (ASSIS et al., 2014; SANTOS et al., 2017),
antidepressivo, ansiolitico (BAHI et al., 2014), anticonvulsivante (LIU et al., 2015), anticancer
(JUNG et al.,2015; FIDYT et al., 2016), analgésico (QUINTANS-JUNIOR et al., 2016),
antinociceptivo (PAULA-FREIRE et al., 2014), efeito anti-melanogénico (YANG et al., 2015),
anti-inflamatorio (CHO et al., 2015), antioxidannte (AMES-SIBIN et al., 2018; DAHHAM et
al., 2015) e atua como agonista seletivo do receptor canabinoide do tipo 2 (CB2) (ASKARI;
SHAFIEE-NICK, 2019; BENTO et al.,, 2011; SHARMA et al., 2016). Devido as suas
caracteristicas aromaticas, o S-cariofileno pode ser utilizado em cosméticos (SKOLD et al.,
2006).

Adicionalmente, estudos além do farmacologico destacaram auséncia de toxicidade sub-
cronica, nenhuma evidéncia de mutagenicidade no teste de Ames e no teste de micronticleo em
limfocitos humanos, o que reforga que a utilizagdo do f-cariofileno encontrados em vegetais
pode conferir potenciais beneficios para a saude sem apresentar indicios de toxicidade (DI
SOTTO et al., 2010; FGE, 2015; SCHMITT et al., 2016). Apesar das mais diversas atividades
farmacologicas destacadas no paragrafo anterior, o f-cariofileno como hidrocarboneto
insaturado apresenta limitagdes relacionadas a sua baixa solubilidade em agua, ¢ volatil e sofre
facil oxidagao quando exposto a luz e oxigénio. Essas caracteristicas fisico-quimicas resultam
em baixa biodisponibilidade do f-cariofileno e consequentemente pode limitar a sua aplicagao

farmacéutica (SKOLD et al., 2006; PANDIT; AQIL; SULTANA, 2014).
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Entre as abordagens biotecnoldgicas para reverter algumas dessas limitagdes estao o uso
de lipossomas e as complexagdes com ciclodextrinas que demonstram uma ampla aplicagdo por
melhorar a solubilidade aquosa, dissolucao, estabilidade e potencial farmacologico de
compostos como os terpenos (DUCHENE; BOCHOT, 2016). Nessas circunstancias, pode ser
destacado os estudos de complexacdo com ciclodextrinas do farnesol (SILVA et al., 2017), a-
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), a-terpineol (OLIVEIRA et al., 2016) e /-
cariofileno (QUINTANS-JUNIOR et al., 2016). Ciclodextrinas naturais como a S-ciclodextrina
ou modificadas como a hidroxipropil-f-ciclodextrina (HPSCD), hidroxipropil-y-ciclodextrina
(HPyCD) e metil-f-ciclodextrina (MBCD) que estdo destacadas na Tabela 3 podem promover
o aumento da solubilidade aquosa e estabilidade quimica dos terpenos (LIU et al., 2015;

SANTOS et al., 2017).
3.6. Ciclodextrinas
3.6.1. Potencial aplicacdo farmacologica das ciclodextrinas

As ciclodextrinas, que s3o uma familia de oligossacarideos com estrutura ciclica
composta de unidades minimas de a-D-glicopiranose, favorece uma gama de aplicagdes
biofarmacéuticas e alimenticias. As unidades de a-D-glicopiranose sao ligadas covalentemente
aos atomos de carbono 1 e 4 por ligagdes a-1,4-glicosidicas para formar as estruturas ciclicas
(NIKOLIC et al., 2019). Esses oligossacarideos ciclicos podem ser obtidos por reagdes de
transglicosilagdo intramolecular (cicliza¢do) envolvendo a degradagdo do amido pela enzima
ciclodextrina glucanotransferase (CGTase) e as principais ciclodextrinas sdo a, 5 € y que contém
6, 7 e 8 unidades de glicopiranosideo, respectivamente, com grupos hidroxilas primarios e
secundarios localizados nas bordas estreitas e mais largas de uma estrutura em forma de cone
truncada (Figura 12). A solubilidade aquosa das ciclodextrinas ¢ atribuida aos seus numerosos
grupos hidroxilas e a sua forma de cone ¢ devida as unidades de glicopiranose que existem na

conformagdo da cadeia (SUVARNA; GUJAR; MURAHARI, 2017; VARAN et al., 2017).



56

Figura 12: Estruturas das ciclodextrinas a, f € y com 6, 7 ¢ 8 unidades de glicopiranosideo,

respectivamente.
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A cavidade interna hidrofobica com uma superficie externa hidrofilica possibilita uma
ampla interacdo com moléculas que inclui oligonucleotideos, ions e proteinas para formar
estruturas denominadas de complexo de inclusdo, sendo que limitagdes de complexagdes
envolve restricdes estereoquimicas da cavidade interna das ciclodextrinas (SEBAALY et al.,
2018). Sendo capaz de formar estruturas de complexacao hospedeiras, a solubilidade das
ciclodextrinas na 4gua permanece ainda como uma das propriedades mais fascinantes, uma vez
que ndo segue uma tendéncia continua com o numero de unidades de glicose e conforme
destacado na Tabela 2, a f-ciclodextrina € menos soltvel que a-ciclodextrina e y-ciclodextrina.
Mesmo assim, as ciclodextrinas possibilitam vdarias aplicagdes na farmacologia e
adicionalmente ¢ caracterizada na literatura cientifica por baixa toxicidade e imunogenicidade,
bem como de facil acesso e custo beneficio (LI et al., 2016). Derivados de ciclodextrina foram
sintetizados para melhorar suas propriedades e mais especificamente a sua atividade
farmacologica. Propriedades como cavidade interna hidrofobica e superficie externa hidrofilica
ajudam no encapsulamento de substancias lipofilicas ou de baixa solubilidade, o que ¢ essencial

para a liberagdo de farmacos através de interagdes ndo-covalentes.
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Tabela 2: Algumas propriedades fisicas e quimicas das ciclodextrinas.

Propriedades Tipos de ciclodextrinas

4 s y
Numero de unidades de glicose 6 7 8
Diametro da cavidade (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Diametro da cavidade externa (A) 14,6 15,4 17,5
Diametro 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 dgua em 25 °C (mg/mL) 145 18,5 232

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

Conforme ja destacado, as ciclodextrinas apresentam uma forma similar a um cone
truncado oco, sendo que na extremidade mais larga estdo presentes grupos hidroxilas
secundarios que estdo ligados a unidades de glicose no carbono 2 e 3. No extremo oposto, que
¢ mais estreito, grupos hidroxilas primarios estdo situados. Eles estdo ligados a atomos de
glicose em atomos de carbono 2. Na extremidade mais estreita, a cavidade da ciclodextrina tem
menos didmetro conforme a Tabela 2, sendo que isso ocorre porque o grupo hidroxila primario
tem rotagdo livre. Do lado de fora da molécula, grupos CH ligados ao primeiro, segundo e
quarto atomos de hidrogénio sdo vistos enquanto os grupos hidroxilas sdo vistos na parte
externa do cone truncado e formam a camada externa das ciclodextrinas. Grupos CH estao
ligados ao terceiro e ao quinto atomo de hidrogénio na camada interna. A estrutura das
ciclodextrinas ¢ estabilizada por pontes de hidrogénio intramoleculares que as tornam rigidas
(SUVARNA; GUJAR; MURAHARI, 2017; VARAN et al., 2017; YANG et al., 2017).

Devido a capacidade de acomodagao de varios tipos de moléculas em suas cavidades e
atuarem como veiculos de solubilizacdo, as ciclodextrinas apresenta varias aplicagdes
biofarmacéuticas. Entre as ciclodextrinas, a a-ciclodextrina apresenta uma cavidade
insuficiente para muitas substancias farmacologicas e a y-ciclodextrina, apesar de atrair muita
atencdo devido a sua grande cavidade hidrofobica, alta solubilidade em 4agua e
biodisponibilidade, sua a produgdo continua ainda sendo de alto custo (QIU et al., 2018). Ja a
[-ciclodextrina tem sido amplamente utilizada em estudos iniciais de aplicagdes farmacéuticas
devido ao tamanho da sua cavidade ser facilmente acessivel e adequado para uma ampla gama
de substancias quimicas, bem como a facilidade da produgao e no subsequente baixo custo. No

entanto, a baixa solubilidade em agua e a nefrotoxicidade pode limitar o uso da S-ciclodextrina,
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particularmente na liberag¢do de substancias com administragdo parenteral. A baixa solubilidade
da f-ciclodextrina pode ser atribuido a propria estrutura em que as suas dimensdes moleculares
sao ideais para formacdo de um anel de ligagdes de hidrogénio intramoleculares que
neutralizam a hidratagdo da f-ciclodextrina, reduzindo assim sua solubilidade (WANG et al.,
2011; LOFTSSON et al., 2015).

Devido a sua forma do cone truncada, uma variedade de substancias organicas pode ser
inserida na cavidade das ciclodextrinas formando complexos de inclusdo a partir da associagao
entre a substancia encapsulada e a ciclodextrina (CEBORSKA, 2018; KEDIA; DUBEY, 2018).
Na cavidade da ciclodextrina, as moléculas de agua estdo em um ambiente energeticamente
desfavoravel e quando essas moléculas de 4gua sdo removidas e substituidas por uma substancia
encapsulada com tamanho, forma e polaridade adequada a estrutura da ciclodextrina conforme
a Tabela 2. Assim, o processo para formar complexo de inclusdo abrange varios fatores que
participam e desempenhando uma funcgao significativa conforme descrita anteriormente, sendo
que a associacdo entre a substancia encapsulada e a ciclodextrina pode ser por forcas de Van
der Waals, interagdes dipolo-dipolo e por ligagdes de hidrogénio (MURA et al., 2015). O
processo de encapsulamento € energicamente favoravel e leva ao aumento da estabilidade do
complexo porque induz uma modificagdo na entalpia e reduz a energia total do sistema. Os
complexos sdo geralmente obtidos pelo método da coprecipitagdo, em que a molécula ativa ¢
suspensa em conjunto com a ciclodextrina na dgua, misturados a temperatura ideal, evaporado
e depois seco no dessecador (PATIL; WEATHERLY; ARMSTRONG, 2018).

Dentre as vantagens mais importantes para o uso de ciclodextrinas estdo a protegdo de
moléculas encapsuladas de reagdes de decomposicao induzidas por oxidagao ou hidrolise, luz,
calor, reacdes quimicas com outros compostos organicos e reduz a perda de compostos volateis
(FENYVESI et al, 2016). Por uma maior aplicabilidade, derivados das ciclodextrinas
(hidrofilicos, hidrofobicos, i6nicos e poliméricos) criados por reagdes quimicas ou enzimaticas
sdao utilizadas para melhorar as propriedades fisicas, quimicas, bioldgicas, capacidade de
complexacgdo das ciclodextrinas naturais, diminuir odores e sabores desagradaveis de certos
farmacos e reducao da toxicidade por via parenteral. Considerando que também pode aumentar
a solubilidade em agua, dissolugdo e a taxa de liberacdo de substancias hidrofobicos como os
Oleos essenciais, consequentemente, o complexo de inclusdo proporciona maior
biodisponibilidade e a bioeficacia (FENELON et al., 2018; GUO et al., 2017, MALAQUIAS
et al., 2018).

De acordo com a modificagdo quimica, as ciclodextrinas podem ser alquilados,

hidroxialquilados, esterificados e polimerizados. Atualmente e conforme a Tabela 3, os
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derivados de ciclodextrinas com varias utiliza¢cdes farmacéuticas incluem a hidroxipropil-f-
ciclodextrina (HP-4-CD), hidroxipropil-y-ciclodextrina, [-ciclodextrina aleatoriamente
metilada, sulfobutil éter f-ciclodextrina (SBE-f-CD) e as ramificas como a maltosil-f-
ciclodextrina (ERDOGAR et al., 2018; SINGH et al., 2019). Existem mais de cem tipos de
ciclodextrinas que estdo disponiveis como substancias quimicas naturais e aproximadamente
1500 derivados de ciclodextrinas foram sintetizados e relatado, sendo que a hidroxipropil-f-
ciclodextrina ¢ uma das mais utilizadas por ter maior solubilidade e cavidade de didmetro

adequada (SIKDER et al., 2019).

Tabela 3: Principais derivados das ciclodextrinas (CD).

Ciclodextrinas/derivados Abreviatura  Caracteristicas Via de
administracao

CD metiladas/derivados hidréfilos
Metil-f-CD M-p-CD Soluveis em agua e solventes Oral, dérmica e
2,6-di-O-metil-5-CD DM-4-CD  organicos, tensoativos e subcutidnea
2,3,6-tri-O-metil-4-CD TM-4-CD hemolitica
2,6-di-O-metil-3-O-acetil-f- DMA--CD Soluvel em agua e baixa
CD atividade hemolitica
CD hidroxialquilados/derivados hidrofilos
2-hidroxietil- f-CD 2-HE-f-CD Mistura amorfa com Oral, dérmica,
2-hidroxipropil-f-CD 2-HP-p-CD  diferentes graus de intravenosa, e
3-hidroxipropil-$-CD 3-HP--CD  substituigao, elevada em mucosas
2,3-dihidroxipropil-$-CD DHP-4-CD  solubilidade em agua e baixa

toxicidade
CD ramificadas/derivados hidrofilos
6-0O-glicosil-5-CD G1--CD Elevada solubilidade em 4gua Oral, dérmica,
6-O-maltosil-5-CD G2-4-CD e baixa toxicidade intravenosa, €

em mucosas
CD aciladas/derivados hidrofobos
2,3,6-tri-O-acetil-BCD TA-p-CD Baixa solubilidade em agua, Oral e dérmica
2,3,6-tri-O-propanoil-pCD  TP-4-CD solavel em solventes
2,3,6-tri-O-butanoil-pCD TB-4-CD organicos; formagao de filmes

2,3,6-tri-O-valeril-pCD TV-4-CD e propriedades adesiva

CD anidnicas/derivados ionizaveis

6-O-carboximetil-O-etil- CME-f-CD  pKa=3-4, soluvel a pH>4 Oral, dérmica,
pCD intravenosa e
S-CD sulfatadas S--CD pKa>1, soluvel em agua em mucosas
Sulfobutil-éter-5-CD SBE-f-CD  Elevada solubilidade em agua

Fonte: Erdogar et al. (2018)
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Toxicologia nio clinica do f-cariofileno, um canabinoide dietético: Auséncia

de efeitos adversos em camundongos Swiss fémeas

Resumo

O p-cariofileno ¢ um aditivo alimentar que esta presente em plantas alimentares e que apresenta
um amplo potencial farmacologico. No entanto, informagdes toxicoldgicas ainda sao
necessarias € seu uso ¢ baseado no fato de que esse sesquiterpeno biciclico € diariamente
consumido como alimento vegetal em quantidades muito maiores do que como um aditivo
alimentar. Assim, o presente estudo avaliou a toxicidade de dose unica (aguda/14 dias) e de
doses repetidas (28 dias) do fS-cariofileno administrado por via oral em camundongos Swiss
fémeas analisando alteragdes no peso corporal, consumo de alimento, ingestdo de agua,
parametros hematolégicos e bioquimicos, peso de 6rgdos apds necropsia, biomarcadores de
estresse oxidativo e histopatologia de varios 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 Organizagdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Economico (OECD),
respectivamente. Auséncia de sintomas clinicos adversos e mortalidade em qualquer animal
submetido ao estudo de toxicidade aguda e em doses repetidas foram verificados. Além disso,
ndo foram observadas alteragdes significativas no peso corporal, consumo de alimento e agua,
biomarcadores de estresse oxidativo (catalase, superoxido dismutase, peroxidacao lipidica,
nitrito e glutationa reduzida), parametros hematoldgicos (eritrocitos, leucocitos, plaquetas,
hemoglobina, hematdcrito) e bioquimicos (glicose, ureia, creatinina, acido urico, aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase, colesterol e triglicerideos) quando comparado com
o grupo controle do estudo de toxicidade em dose Unica e em doses repetidas. Portanto, os
resultados do presente estudo fornecem uma compreensdo do perfil de toxicidade do f-
cariofileno que pode ser considerado um composto com toxicidade superior a 2000 mg/kg de
peso corporal.

Palavras-chave: S-cariofileno, sesquiterpeno biciclico, toxicidade aguda, toxicidade em doses
repetidas.
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1. INTRODUCAO

O p-cariofileno (f-humuleno) é um sesquiterpeno biciclico com importante papel na
quimica dos sesquiterpendides e que estd 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 p-cariofileno compreende um dos principais principios ativos
dos oleos essenciais da Cannabis sativa Linn, Ocimum gratissimum Linn, Lantana camara
Linn, Cordia verbenaceae DC (sinonimo 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 varias espécies da Copaifera
(DIAS et al., 2012; ALMEIDA et al., 2013; SELESTINO et al., 2017).

Além disso, o p-cariofileno estd na lista dos aditivos alimentares e agentes
aromatizantes aprovados pela Food and Drug Administration (FDA, n°. 21CFR172.515) e
estudos em modelos animais demostraram atividades farmacoldgicas que incluem o tratamento
do alcoolismo (AL MANSOURI et al., 2014), anti-hiperglicémico (BASHA;
SANKARANARAYANAN, 2016), efeito hipolipidémico (BALDISSERA et al., 2016),
previne a doenga hepdtica gordurosa nao alcoolica (KAMIKUBO et al., 2016), neuroprotetor
(ASSIS et al., 2014; SANTOS et al., 2017), antidepressivo, ansiolitico (BAHI et al., 2014),
anticonvulsivante (LIU et al., 2015), anticancer (JUNG et al.,2015; FIDYT et al., 2016),
analgésico (QUINTANS-JUNIOR et al., 2016), antinociceptivo (PAULA-FREIRE et al.,
2014), efeito anti-melanogénico (YANG et al., 2015), anti-inflamatorio (CHO et al., 2015) e
atua como agonista seletivo do receptor canabinoide do tipo 2 (CB2) (SHARMA et al., 2016).
Devido as suas caracteristicas aromaticas, o f-cariofileno pode ser utilizado em cosméticos
(SKOLD et al., 2006).

Além do potencial farmacologico descrito, o f-cariofileno continua sendo alvo de novas
pesquisas farmacologicas em que poucas informagdes toxicologicas tém sido relatadas e,
portanto, seu uso ¢ baseado principalmente no fato de que esse sesquiterpeno biciclico €
diariamente consumido como alimento vegetal em quantidades muito maiores do que como um
aditivo alimentar. A realiza¢do de experimentos continuos que visam avaliar possiveis efeitos
adversos ¢ de suma importancia e, nesse contexto, Schmitt et al. (2016) relatou recentemente
um estudo que demonstra auséncia de toxicidade subcronica (90 dias) do S-cariofileno em ratos

Wistar.
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Com o objetivo de ampliar o conhecimento e aprimorar o perfil toxicologico do f-
cariofileno, o presente estudo avaliou a toxicidade aguda e em doses repetidas em camundongos
Swiss analisando parametros relacionados as alteragdes do peso corporal, consumo de alimento,
ingestdo de agua, parametros hematologicos e bioquimicos, peso de 6rgaos apOs necropsia,

biomarcadores de estresse oxidativo e histopatologia de varios tecidos.

2. MATERIAL E METODOS

p-cariofileno e compostos quimicos

O p-cariofileno [Formula molecular: CisHzs, peso molecular: 204,36 g/mol, CAS: 87-
44-5; pureza > 98,5% (Figura 1)], Tween 80, pirogalol, sulfanilamida, acido fosforico,
dicloridrato de N-I-naftiletilenodiamina, nitrato de so6dio, DTNB (&cido 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzoico), acido tiobarbiturico e peroxido de hidrogenio foram obtidos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). Todos os outros reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico.
As solucdes dos compostos quimicos utilizados no presente estudo foram preparadas e usados

no dia dos experimentos.

Figura 1: Estrutura quimica do f-cariofileno [(1R,4E,9S5)-4,11,11-trimetil-8-
metilidenebiciclo[7.2.0Jundec-4-eno].
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Fonte: Autoria propria.

Animais e condi¢des experimentais

Os camundongos Swiss fémeas (25-30 gramas) utilizados foram obtidos a partir do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui (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 a dgua filtrada
disponivel em garrafas graduadas e comida (pellets de racdo Purina). Todos os animais
utilizados foram mantidos em gaiolas de polipropileno (30 x 20 x 13 cm) com o méaximo de
cinco animais por gaiola e inicialmente aclimatados no Laboratorio de pesquisa em produtos
naturais e neuroquimica experimental (LAPNNEX) por dez dias antes da realizacdo dos
experimentos.

O maximo de esforgos foi feito para minimizar tanto o sofrimento quanto o namero de
animais utilizados, sendo que cada experimento realizado foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacio Animal da Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI#012/15) e
realizados de acordo com os principios éticos estabelecidos pela Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica

(BRASIL, 2016).
Estudo da toxicidade aguda (14 dias)

O estudo da toxicidade aguda foi realizado de acordo com a diretriz 423 da Organizagao
para a Cooperagdo e Desenvolvimento Economico (OECD) (OECD, 2001). O S-cariofileno foi
emulsificado em Tween 80 0,05% dissolvido em solug¢do salina 0,9% (veiculo) e administrado
por via oral apenas uma Unica vez nas doses de 300 (n=6) e 2000 mg/kg (n=6) para avaliacao
detalhada dos sinais clinicos de toxicidade (Exemplos: aparéncia geral, ataxia, frémito vocal,
irritabilidade, tonus do corpo, tremores, salivacao, lacrimejamento, ptose palpebral, convulsdes
e movimentos anormais) e mortalidade dos animais (SILVA et al., 2016). O grupo controle
(n=6) recebeu apenas veiculo 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
Organizacao para a Cooperagao ¢ Desenvolvimento Econémico (OECD) (OECD, 2008). O S-
cariofileno foi emulsificado em Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo salina 0,9% (veiculo)
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 avaliacdo dos sinais clinicos 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 veiculo 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 apds as dosagens e periodicamente

durante as primeiras 24 horas para um total de 28 dias (Figura 2).

Figura 2: Protocolo experimental para avaliagdo da toxicidade aguda em camundongos e em

doses repetidas.
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Fonte: Autoria propria.
Testes da toxicidade motora

Atividade locomotora e coordenacio motora

Na avaliacao da atividade exploratdria espontanea, os animais submetidos ao tratamento
por via oral com f-cariofileno (300 e 2000 mg/kg) foram colocados um por vez no campo aberto
feito de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 X 15 cm) e dividido em nove
quadrados de areas iguais. Os parametros observados durante 5 minutos foram o nimero de
quadrados cruzados com as quatro patas, numero de comportamento de autolimpeza
(groomings) e o numero de levantamentos (rearings) (MACHADO et al., 2015). A coordenagdo
motora e relaxamento muscular dos animais foram avaliados pelo nimero de quedas e o tempo
de permanéncia durante 180 segundos em uma barra giratéria de 25 mm de didmetro com

rotacao de 17 rpm (SILVA et al., 2016).

Dados fisiologicos

O peso corporal, consumo ragdo, ingestdo de agua, formagao de urina e fezes de cada

animal foram registrados diariamente do inicio ao décimo quarto dia durante o periodo de
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tratamento com f-cariofileno para a toxicidade aguda. No estudo de doses repetidas, os dados

fisiologicos foram registrados diariamente do inicio do tratamento ao vigésimo oitavo dia.
Urinalise

Amostras de urina de 4 horas de animais tratados com pS-cariofileno no estudo de
toxicidade aguda foram colhidas para andlise semi-qualitativa de bilirrubina, urobilinogénio,
cetonas, glicose, proteina, sangue, nitrito, leucécitos, pH e densidade utilizando tiras de urina
(Uriquest Plus/Labtest). No estudo de toxicidade em doses repetidas, amostras de urina da
ultima semana foram colhidas e analisadas usando o mesmo principio das rea¢des quimicas da

tira reagente Uriquest. Andlise da cor de urina foi realizada com amostras de urina fresca. O

volume da urina foi colhido diariamente.
Necropsia, analise macroscopica e peso dos 0rgaos

Apbs o periodo final de tratamento com fS-cariofileno no estudo de toxicidade aguda e
em doses repetidas, os animais foram anestesiados com solu¢do 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 eutanésia, foi feita avaliagdo macroscopica da
superficie externa do corpo, cavidades (toracica, abdominal e craniana) e dos 6rgdos (alteracdes
de posi¢do, forma, tamanho, cor e consisténcia). ApOs a necropsia, o peso absoluto e relativo
do cérebro, pulmdes, figado, coragdo, bago e rins foram determinados. O peso relativo foi
calculado utilizando a formula: Peso relativo do orgdo (%) = (peso do o6rgdo/peso do

camundongo) x 100.
Parametros hematologicos e bioquimicos

Amostras de sangue foram coletadas por puncdo cardiaca do ventriculo direito dos
animais anestesiados e acondicionados em tubos com anticoagulante para determinagdo dos
parametros hematoldgicos e em tubos sem anticoagulante para obteng@o do soro e determinagao
dos parametros bioquimicos. Os parametros de eritrocitos, leucocitos, plaquetas, hemoglobina,
hematocrito e os indices hematimétricos [volume corpuscular médio (VCM) e concentracao de
hemoglobina corpuscular média (CHCM)] foram determinados por meio do analisador
automatico de células hematoldgicas Advia 120/hematologia (Siemens). A contagem

diferencial de leucdcitos foi realizada em extensdes coradas com May-Griinwald-Giemsa. Em



&9

cada ensaio, 100 células foram analisadas e contadas (SANTANA et al., 2013). Os parametros
bioquimicos foram realizados em aparelho automatico Labmax 240 com sistemas comerciais
da LABTEST® para a determinacdo da glicose, ureia, creatinina, acido tUrico, aspartato

aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), colesterol e triglicerideos.
Avaliac¢io histopatologica

Orgaos como o cérebro, rim, figado, pulmao e coracao foram preservados em formol 10
% para avaliacdo histopatoldgica. As secgdes foram preparadas a partir dos tecidos embebidos
em parafina e coradas com hematoxilina e eosina. As laminas foram observadas utilizando

microscopio optico.
Biomarcadores de estresse oxidativo no figado e rim

Uma parte do figado e rim dos animais submetidos ao estudo de toxicidade em doses
repetidas foram colhidos apds eutanasia e homogeneizado (10%, p/v) em solug¢do gelada de
tampao fosfato de sddio 50 Mm (pH 7,4). Os homogenatos de cada 6rgdo foram centrifugados
em 8000 rpm durante 10 minutos e os sobrenadantes separados para determinagdo dos

biomarcadores de estresse oxidativo.
Atividade da Catalase e Superoxido dismutase

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pela taxa de decomposicao do H>O»
utilizando espectrofotometria (240 nm) e os resultados foram expressos em unidades de
atividade da catalase por miligrama de proteina (U/mg proteina) (AEBI, 1984). A atividade da
superoxido dismutase (SOD) foi avaliada pela sua capacidade de inibir a auto-oxidagdo do
pirogalol e os resultados determinados por espectrofotometria (420 nm) foram expressos em
unidades de atividade da SOD por miligrama de proteina (U/mg proteina) (MARKLUND;
MARKLUND, 1974). Os niveis de proteina foram determinados pelo método de Lowry et al.
(1951).

Niveis de peroxidacio lipidica, nitrito e glutationa reduzida

A peroxidagao lipidica foi avaliada indiretamente pela formacao de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (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 niveis de nitrito
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foram determinados usando reagente de Griess (1% de sulfanilamida em acido fosforico 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
expressos em UM a partir de uma curva padrao de nitrito usando nitrato de sodio (NaNOy). A
glutationa reduzida (GSH) foi avaliada usando DTNB (4&cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico)
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).
Analise estatistica

Os resultados numéricos foram expressos como média + E.P.M (erro padrdo da média).
Os resultados do peso corporal foram analisados utilizando two-way ANOV A seguida pelo teste
Newman-Keuls como post hoc. A estatistica dos outros resultados foi realizada utilizando one
way ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls como post hoc. Diferengas significativas entre

os grupos avaliados foram considerados quando p<0,05 (GraphPad Prism 6.01).
RESULTADOS
Observacoes clinicas e toxicidade motora

Auséncia de sintomas clinicos 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 fS-cariofileno ndo comprometeu a
atividade locomotora e coordenagdo motora quando comparado com o grupo controle (p>0,05).
Tabela 1: Efeitos do f-cariofileno em animais durante o estudo de toxicidade aguda (14 dias)

e em doses repetidas (28 dias).

Toxicidade Doses M/T  Mortalidade Laténcia para Sintomas de
(mg/kg) (%) Mortalidade (min) 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

Alteragdes no peso corporal absoluto dos grupos de animais tratados por via oral
com f-cariofileno e o grupo controle estdo apresentados na Figura 3. Na dose de 300 e
2000 mg/kg do f-cariofileno, os animais ndo apresentaram variagdes significativas no
peso quando comparado com o grupo controle até o 14* dia da toxicidade aguda (Figura
3A) e até o 28" dia da toxicidade em doses repetidas (p>0,05) (Figura 3B).
Figura 3: Resultados do peso corporal de animais tratados com f-cariofileno (5-CFN) no

estudo de toxicidade aguda (Figura 3A) e em doses repetidas (Figura 3B).
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Legenda: Toxicidade aguda: (CN) Controle (n=6), (5-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), (#-CFN2o00) dose de 2000 mg/kg (n=7). Os
valores representam a média + E.P.M.

Consumo de racao, agua e formacao 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 f-cariofileno nas doses de 300 e
2000 mg/kg ndo apresentaram alteragdes significativas no consumo de racdo, agua,

formagao de fezes e urina quando comparado com os grupos controles (p>0,05).
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Peso absoluto e relativo dos orgaos

O peso médio absoluto e relativo dos 6rgdos de animais tratados com f-cariofileno e do
grupo controle estdo demostrados na Tabela 4. Em ambos os estudos de toxicidade, nenhuma
alteracdo significativa foi observada em qualquer 6rgao dos animais tratados com f-cariofileno
quando comparado com os grupos controles (p>0,05). Além disso, uma analise macroscdpica
dos orgaos internos (bago, figado, rins, coracao, cérebro e pulmdes) ndo mostrou hemorragias,
hematomas, edemas, necrose, alteracdes de posi¢ao, forma, tamanho, cor e consisténcia quando
comparado com os grupos controles, sugerindo que o fS-cariofileno nio induz desordem

morfoldgica nos estudos de toxicidade aguda e em doses repetidas.
Parametros hematologicos e bioquimicos

Conforme os resultados descritos na Tabela S, os grupos de animais que foram tratados
com f-cariofileno nas doses de 300 e 2000 mg/kg ndo apresentaram alteragdes significativas
nos valores dos pardmetros hematoldgicos quando comparado com os grupos controles
(p>0,05). Semelhanca na obtencdo dos resultados foi demonstrada para os parametros
bioquimicos, uma vez que nao foi observado diferencgas significativas relacionados a atividade
hepatica (ALT e AST), atividade renal (ureia e creatinina) e biomarcadores metabolicos
(glicose, triglicerideos e colesterol) nos grupos de animais tratados com f-cariofileno quando

comparado com os grupos controles (p>0,05) (Tabela 5).

Urinalise

Na avaliacdo da urina dos animais submetidos aos estudos de toxicidade aguda e em
doses repetidas, ndo foram detectadas alteracdes relacionadas com a administracdo das doses
do f-cariofileno ($-CFN) indicativo de toxicidade quando comparado com os animais dos

grupos controle (Tabela 6, p>0,05).

Histopatologia

Os resultados histopatoldgicos de 6rgados dos animais tratados com f-cariofileno (300 e
2000 mg/kg) apos o estudo de toxicidade em doses repetidas estdo apresentados na Tabela 7.
Alteragdes patoldgicas nao foram detectadas no figado, rim, coracdo e pulmdo quando

comparado com os grupos controles.
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Biomarcadores de estresse oxidativo no figado e rim

As andlises do estresse oxidativo nos figados e rins dos animais submetidos ao estudo
de toxicidade em doses repetidas demonstram auséncia de alteragdes significativas relacionadas
com a administragdo das doses do f-cariofileno quando comparado com os resultados dos

grupos controles (Figura 4A-B, p>0,05).

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

tratados com f-cariofileno (5-CFN) apés o estudo de toxicidade em doses repetidas (28 dias).
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Legenda: (CN) Controle (n=7), (f-CFN 300) dose de 300 mg/kg (n=7), (f-CFN2000) dose de
2000 mg/kg (n=7). Os valores representam a média + E.P.M.
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DISCUSSAO

Conforme ja destacado na introdugdo, o f-cariofileno € um sesquiterpeno biciclico que
esta presente em varias plantas alimentares e que ha uma expansao dos estudos farmacologicos
por varios grupos de pesquisas € poucos t€ém abordado parametros toxicoldgicos em modelos
animais. Sendo um composto com potencial terapéutico variado, o tratamento em modelos
animais com o f-cariofileno abrange uma gama de doses e de tempo em que ndo sdo discutidos
efeitos clinicos de toxicidade. Assim, o desenvolvimento de pesquisas para clarificar o seu
perfil toxicologico ¢ de grande importancia e o presente estudo apresenta os resultados da
toxicidade em dose unica e em doses repetidas do f-cariofileno em camundongos Swiss fémeas.

O estudo de Schmitt et al. (2016) relatou que o tratamento de ratos Wistar com f-
cariofileno por via oral ndo induziu susceptibilidade toxicoldgica em relagao a diferenca sexual.
Além disso, conforme demonstrado por Dewi et (2014) e indicado na diretriz 423 da OECD
(OECD, 2001), a toxicidade em um sexo (fémea) ¢ geralmente considerado suficiente. Assim,
o presente estudo foi realizado somente em camundongos Swiss fémeas. Os resultados obtidos
demonstraram que a administra¢do das doses de 300 e 2000 mg/kg do f-cariofileno por via oral
ndo induziu qualquer efeito adverso como ptose, contor¢cdes abdominais, reflexo de
endireitamento, irritabilidade, piloere¢ao, tremores e convulsdes. Além disso, ndo foi registado
qualquer morte no estudo de toxicidade em dose unica e em doses repetidas durante o periodo
de exposi¢do com do f-cariofileno. Assim, a toxicidade do f-cariofileno pode ser classificado
na categoria 5 (toxicidade superior a 2000 mg/kg de peso corporal) do Sistema globalmente
harmonizado de classificagao (GHS) da diretriz 423 da OECD (OECD, 2001). Segundo Hart e
Wong (1971), a toxicidade aguda oral do f-cariofileno em ratos resultou na dose letal média
(DLso) maior que 5000 mg/kg. Os resultados da toxicidade em doses repetidas no presente
estudo estdo de acordo com a avaliagdo toxicoldgica subcronica (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 f-cariofileno nas doses de 150, 450 e 700 mg/kg/dia.

Considerando a caracteristica lipofilica e a capacidade de atravessar a hematoencefalica,
o presente estudo realizou uma avaliagdo da atividade neurocomportamental como parte do
estudo de toxicidade. Os resultados obtidos demonstraram que a administragao do fS-cariofileno
(300 e 2000 mg/kg) em camundongos Swiss fémeas ndo interferiu na atividade exploratoria
espontanea e nao 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 f-cariofileno ndo causa efeitos neurocomportamentais adversos. A auséncia
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de neurotoxicidade em doses inferiores foi verificado em estudos em que o S-cariofileno foi
anticonvulsivante [ 100 mg/kg, (LIU et al., 2015)], antinociceptivo [20, 40 e 80 mg/kg (PAULA-
FREIRE et al., 2014)], antidepressivo e ansiolitico [S0 mg/kg, (BAHI et al., 2014)] em roedores.

Segundo Silva et al. (2016), o surgimento de alteragdes no peso de animais em estudos
para avaliacdo da toxicidade aguda e subcronica sdo considerados importantes indicadores de
efeitos adversos metabolicos de uma determinada substancia. No presente estudo, uma variagao
ndo 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 f-cariofileno ndo compromete a absor¢do adequada dos
nutrientes. Como demonstrado por Tambe et al. (1996), o S-cariofileno administrado por via
oral (1-150 mg/kg) em ratos nao induziu lesdes na mucosa gastrica ¢ ainda inibiu danos
induzidos por liquidos alcodlicos. Além do resultado demonstrado na Figura 3, os grupos de
camundongos Swiss fémeas tratados com p-cariofileno ndo apresentaram alteragdes
significativas no consumo de ragdo, ingestdo de dgua, formagdo de urina e fezes quando
comparado com o grupo controle do estudo de toxicidade em dose unica e em doses repetidas.
As variagdes nos dados fisiologicos (peso corporal € consumo ragdo) obtidos por Schmitt et al.
(2016) em ratos Wistar de ambos os sexos também demonstraram ndo ser significativas quando
comparado com o grupo controle.

Alteragdes significativas do peso absoluto e relativo dos 6rgdos de animais podem ser
consideradas uma importante evidéncia de toxicidade segundo Silva et al. (2016) e ¢ importante
ressaltar que as atividades farmacolédgicas do f-cariofileno estdo relacionadas principalmente
aos oOrgaos como cérebro (BAHI et al., 2014; LOU et al., 2016; TIAN et al., 2016) e figado
(CALLEJA et al., 2013; BALDISSERA et al., 2016; KAMIKUBO et al., 2016). Assim, ¢
importante que o S-cariofileno ndo prejudique o funcionamento desses 6rgaos. Em relacdo aos
resultados da Tabela 4 que mostram os pesos absolutos e relativos dos camundongos Swiss
fémeas, nao houve diferenca estatistica quando comparado com os animais do grupo controle
no estudo de toxicidade em dose tnica e em doses repetidas, confirmando os outros resultados
ja discutidos que demonstraram auséncia de comprometimento toxicoldgico. Além disso, uma
analise macroscopica dos 6rgdos internos (bago, figado, rins, coracdo, cérebro e pulmdes) nao
mostrou altera¢des de posi¢ao, tamanho, cor, forma e consisténcia quando comparado com o0s
grupos controles. Assim como demonstrado no presente estudo, o resultado de Schmitt et al.
(2016) confirmou que o pf-cariofileno (150-700 mg/kg/dia) ndo induziu toxicidade pela
avaliagdo do peso absoluto e relativo de 6rgaos como figado, cérebro, rins e coracao de ratos

de ambos 0s sexos.
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O sistema hematopoiético ¢ bastante susceptivel aos compostos com propriedades
toxicas e por isso serve como um importante indicador do estado fisiologico e patologico de
animais em estudos toxicologicos (RAMAIAH; BOUNOUS; ELMORE, 2013). No presente
estudo, apds o tratamento com f-cariofileno em varias doses, ndo foram demonstradas
alteragdes significativas (p>0,05) nos parametros hematologicos descritos na Tabela 5 quando
comparado com os grupos controles dos estudos de toxicidade em dose Uinica e em doses
repetidas. Assim, € sugerido que o sesquiterpeno biciclico em estudo ndo apresenta
hematoxicidade conforme ja demonstrado no estudo de toxicidade subcronica realizado por
Schmitt et al. (2016) em ratos Wistar. Além da avaliagio hematologica, os indicadores
bioquimicos séricos da fun¢do hepatica (ALT e AST), fungdo renal (ureia e creatinina) e dos
indicadores metabolicos (glicose, triglicerideos e colesterol) demonstram que as variagdes nos
resultados nao foram significativas quando comparado com os valores dos grupos controles. O
resultado da toxicidade subcronica em ratos Wistar de ambos os sexos obtido por Schmitt et al.
(2016) demonstrou reducao significativa de parametros bioquimicos como ALT, AST e ureia,
mas que nao foi considerado um indicativo de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade associada ao
tratamento de 90 dias.

Além dos resultados da Tabela 5, a auséncia indicativa de hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade durante o metabolismo do f-cariofileno pode justificar a manutengdo do
equilibrio redox do figado e rim (Figura 4). A compreensao dos resultados descritos na Figura
4 ¢ importante do ponto de vista terapéutico, uma vez que o metabolismo do S-cariofileno ¢
pouco explorado e porque possui efeitos protetores em modelo animal de lesdo hepatica e renal
associado com o estresse oxidativo (HORVATH et al., 2012; CALLEJA et al., 2013).

Os resultados discutidos da toxicidade em dose Unica e em doses repetidas aprimoram
a compreensao do perfil toxicoldgico do f-cariofileno. Em conjunto com os experimentos que
demostraram um amplo potencial terapéutico (SHARMA et al., 2016), auséncia de toxicidade
subcronica (SCHMITT et al., 2016), bem como nenhuma evidéncia de mutagenicidade no teste
de Ames (FGE, 2015) e no teste de microntcleo em limfécitos humanos (DI SOTTO et al.,
2010), o presente estudo refor¢a que a utilizagdo do S-cariofileno encontrados em vegetais pode
conferir potenciais beneficios para a alimentacdo e a saide sem apresentar indicios de

toxicidade.
CONCLUSAO

Portanto, os resultados do presente estudo fornecem uma compreensao do perfil de

toxicidade do p-cariofileno. De acordo com os resultados da toxicidade aguda realizado
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segundo a diretriz 423 da OECD, o f-cariofileno pode ser classificado como um composto com
toxicidade superior a 2000 mg/kg de peso corporal. Além do estudo em dose Unica com
camundongos Swiss fémeas, os resultados em doses repetidas mostraram que nao houve
alteragdes que indicassem toxicidade, modificagdes no peso corporal e dos 6rgdos internos,

consumo de alimento e 4gua, bem como, nos parametros hematologicos e bioquimicos.
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Diferentes modulacdes neuromoleculares do f-cariofileno nas propriedades

ansioliticas, antidepressivas e anticonvulsivantes

O p-cariofileno [(f-humuleno ou (-)-trans-cariofileno)] € um hidrocarboneto volatil de estrutura
incomum com vdarias atividades neurocomportamentais, em que existe a necessidade de
avaliagcdes experimentais continuas para determinar os mecanismos moleculares subjacentes
aos efeitos farmacoldgicos do fS-cariofileno (5-CNF) em relacdao a doengas neurologicas como
ansiedade, depressao e epilepsia. Assim, o presente estudo avaliou os efeitos
neurocomportamentais do S-CNF usando modelo animal no teste do campo aberto, rota rod,
labirinto em cruz elevado, alimentacao suprimida pela novidade, suspensao pela cauda e nado
for¢ado, bem como os modelos de crises epiléticas induzido por pilocarpina, pentilenotetrazol
e isoniazida. Os resultados obtidos fornecem um suporte adicional na compreensao dos
mecanismos neuromoleculares subjacentes as propriedades ansioliticas, antidepressivas e
anticonvulsivantes em camundongos Swiss fémeas do f-CNF administrado por via oral (100,
200 e 400 mg/kg). Os resultados demonstraram que as atividades neurofarmacolégicos do f-
CNF podem envolver os receptores benzodiazepinicos/GABAérgicos, uma vez que o pré-
tratamento do S-CNF (200 mg/kg) com flumazenil (reconhecido antagonista do receptor
benzodiazepinico) ou bicuculina (antagonista do receptor GABA 4) reestabeleceu os parametros
de ansiedade no labirinto em cruz elevado, bem como os resultados de reducdo da laténcia para
consumir o alimento no teste da alimentagao suprimida pela novidade. No mesmo teste usando
outro grupo de animais, as propriedades farmacoldgicas do S-CNF podem estar relacionadas a
inibicao da sintese de 6xido nitrico, uma vez que o pré-tratamento com L-arginina reverteu
significativamente os resultados ansioliticos, antidepressivos e anticonvulsivantes do f-CNF
(200 mg/kg). Adicionalmente, os resultados obtidos sugerem que os receptores
serotoninérgicos dos tipos 5-HT24 e 5-HT3 ndo estdo envolvidos nas propriedades ansioliticas,
antidepressivas e anticonvulsivantes do S-CNF. Assim, os resultados descritos no presente
estudo fornecem um suporte adicional na compreensdo dos mecanismos neuromoleculares
subjacentes as propriedades ansioliticas, antidepressivas e anticonvulsivantes do f-CNF.

Palavras-chave: [-cariofileno, efeitos neurocomportamentais, receptores
benzodiazepinicos/GABAérgicos, via L-arginina-6xido nitrico.
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INTRODUCAO

O p-cariofileno [(f-humuleno ou (-)-trans-cariofileno)] ¢ um hidrocarboneto volatil de
estrutura incomum, que apresenta um anel ciclobuteno fundido em #rans com um anel de nove
membros, com importante papel na quimica dos sesquiterpendides e que estd entre os
majoritarios sesquiterpenos encontrados em quantidades varidveis 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 isdmeros de cariofileno descreveram o f-cariofileno
como um dos principais constituintes quimicos encontrados em O6leos essenciais da Croton
campestres A. St. Hil, Cannabis sativa Linn, Ocimum gratissimum Linn, Lantana camara Linn,
Cordia verbenaceae DC (sindnimo de Varronia curassavica Jacq), Spiranthera odoratissima
A. St. Hil, Vernonia cinerea Less, Pellia endiviifolia (Dicks.) Dumort, Murraya paniculata
Linn. e de véarias espécies da Copaifera (DIAS et al.,, 2012; ALMEIDA et al., 2013;
SELESTINO et al., 2017).

Esse sesquiterpeno biciclico € um agente aromatizante e um aditivo alimentar aprovado
pela United States Food and Drug Administration (FDA, Code of Federal Regulations/n°.
21CFR172.515). Experimentos farmacologicos em varios modelos animais destacaram
atividades no tratamento da neuropatia periférica (SEGAT et al.,2017), alcoolismo (AL
MANSOURI et al., 2014), doenga hepatica gordurosa nao alcodlica (KAMIKUBO et al., 2016),
aterosclerose hipercolesterolémica (BALDISSERA et al., 2016), encefalomielite autoimune
experimental (FONTES et al.,, 2017), hiperglicemia mediada pelo estresse oxidativo e
inflamacao (BASHA; SANKARANARAYANAN, 2016), doenca de Alzheimer (HU et al.,
2017) e para o tratamento da ansiedade e depressao (BAHI et al., 2014). Estudos preliminares
realizado pelo Laboratorio de farmacologia da dor (LAFDOR-Nucleo de Pesquisas em Plantas
Medicinais — NPPM/UFPI) demonstraram auséncia de toxicidade em doses repetidas
(OLIVEIRA et al., 2018). Além disso, o f-cariofileno atua como agonista seletivo do receptor
canabinoide do tipo 2 (CB2) (SHARMA et al., 2016).

Adicionalmente, estudos neurologicos nao clinicos com o fS-cariofileno demostraram
potencial efeito na diminui¢do da excitoxicidade mediada pelo glutamato (ASSIS et al., 2014),
atividade anticonvulsivante contra convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (OLIVEIRA et
al., 2016), neuroprotecao contra os efeitos toxicos do peptideo f-amiloide (CHENG et al., 2014)
e pela inibicdo da neurodegeneracdo dopaminérgica e resposta neuroinflamatoria (OJHA et

al.,2016). Além disso, os resultados descritos por Bahi et al. (2014) sugerem que a regulagao
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do receptor canabinoide do tipo 2 pelo f-cariofileno pode ser um alvo terapéutico para o
tratamento de ansiedade e depressdo. Esses estudos em conjunto destacam a necessidade de
avaliagcdes experimentais continuas para determinar os mecanismos moleculares subjacentes
aos efeitos farmacologicos do fS-cariofileno em relagdo a doengas neuroldgicas como ansiedade,
depressdo e epilepsia.

Doengas do sistema nervoso central como ansiedade, depressdo e epilepsia sdo
caracterizados por compartilharem varios mecanismos moleculares em comuns € o
envolvimento da via L-arginina/NO nos estudos neurocomportamentais com o f-cariofileno
ainda continua sendo pouco discutido. Na via L-arginina/NO, a 6xido nitrico sintase atua na
sinalizacdo a jusante da ativacdo dos receptores NMDA (N-metil-D- aspartato) e pode ser
encontrado amplamente distribuido no cérebro (cortex pré-frontal, locus coeruleus, amigdala,
nucleos da rafe e hipocampo) modulando a liberagcdo de varios neurotransmissores como o
glutamato, acido y-aminobutirico (GABA) e 5-HT (5-hidroxitriptamina) (BRUENIG et al.,
2017; SARGINSON et al., 2014). Adicionalmente, varios experimentos ndo clinicos destacam
que o sistema GABA¢érgico e sistema serotoninérgico que podem ser modulados pelo via L-
arginina/NO estdo envolvidos na fisiopatologia da ansiedade, depressio e epilepsia (MOHLER,
2012; ZMUDZKA et al., 2018).

Com o objetivo de ampliar e aprimorar o conhecimento da agdo farmacolédgica do S-
cariofileno, o presente estudo avaliou os efeitos neurocomportamentais usando o modelo
animal do teste do campo aberto, rota rod, labirinto em cruz elevado, suspensdo pela cauda,
nado forg¢ado e borrifagem de sacarose (splash test), bem como os modelos de crises epiléticas
induzido por pilocarpina e pentilenotetrazol. Os possiveis mecanismos neurofarmacolégicos do
[-cariofileno mediado por receptores benzodiazepinicos/GABAérgicos, serotoninérgicos (5-

HT2a e 5-HT3) e a via da L-arginina-6xido nitrico (NO) foram avaliados.
MATERIAL E METODOS
p-cariofileno e compostos quimicos

O p-cariofileno [Formula molecular: CisH4, 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
metilico de N-nitro-L-arginina (L-NAME), NOS-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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quimicos utilizados foram de grau analitico. As solu¢des dos compostos quimicos utilizados no

presente estudo foram preparadas e usados no dia dos experimentos.

Figura 1: Estrutura quimica do p-cariofileno [(1R,4E,9S5)-4,11,11-trimetil-8-
metilidenebiciclo[7.2.0Jundec-4-eno].
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Animais e condi¢des experimentais

Os camundongos Swiss fémeas (25-30 g) utilizados foram obtidos do Biotério Central
do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui (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 a agua filtrada disponivel em garrafas
graduadas e comida (pellets de ragdo Purina). Todos os animais utilizados foram mantidos em
gaiolas de polipropileno (30 x 20 x 13 cm) com o maximo de cinco animais por gaiola e
inicialmente aclimatados no Laboratério de farmacologia da dor (LAFDOR-Nucleo de
Pesquisas em Plantas Medicinais — NPPM) por dez dias antes da realizagdo dos experimentos.
Camundongos Swiss fémeas 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 maximo de esforco foi feito para minimizar tanto o sofrimento quanto o nimero de
animais utilizados, sendo que cada experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI#012/15) e realizado
de acordo com os principios éticos estabelecidos pela Diretriz Brasileira para o Cuidado e a

Utiliza¢ao de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica (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 farmacologicos

O p-cariofileno foi emulsificado em Tween 80 0,05% dissolvido em solugao salina 0,9%
(veiculo) e administrado por via oral (v.0.) apenas uma Unica vez nas doses de 100, 200 e 400
mg/kg para avaliagdo detalhada dos testes comportamentais (campo aberto, Rota rod, labirinto
em cruz elevado, alimentacao suprimida pela novidade, suspensao pela cauda, nado forgado e
borrifagem de sacarose) e dos modelos de epilepsia induzido por pilocarpina, pentilenotetrazol
e isoniazida apds uma hora de tratamento. Pilocarpina, pentilenotetrazol e isoniazida foram
solubilizados em veiculo e administrado por via intraperitoneal (i.p.) nos modelos de epilepsia.
O diazepam foi solubilizado em veiculo e serviu como controle positivo no teste do campo
aberto (5 mg/kg, v.0.), rota rod (5 mg/kg, v.0.), teste da alimentacao suprimida pela novidade
(2 mg/kg, v.0.), labirinto em cruz elevado (2 mg/kg, v.0.) e modelos de epilepsia (5 mg/kg, v.o.)
ap6s uma hora de tratamento. A imipramina (50 mg/kg, v.0.) foi solubilizada em veiculo e
serviu como controle positivo no teste nado forcado, suspensdo pela cauda e borrifagem de
sacarose apos uma hora de tratamento. O grupo controle recebeu apenas veiculo com o mesmo
volume (10 mL/kg, v.0.) que os outros grupos experimentais.

Para avaliar o possivel mecanismo molecular mediado por receptores
benzodiazepinicos/GABAérgicos nos testes comportamentais € modelos de epilepsia, o
flumazenil (5 mg/kg, antagonista do receptor benzodiazepinico) ou bicuculina (1 mg/kg,
antagonista seletivo do receptor GABA) foi administrado por via intraperitoneal 30 minutos
antes do tratamento com p-cariofileno (200 mg/kg) por uma hora. Em relagdo aos receptores
serotoninérgicos, a ketanserina (2 mg/kg, antagonista de receptor 5-HT24) ou ondansetrona (1
mg/kg, antagonista de receptor 5-HT3) foi administrado por via intraperitoneal 30 minutos
antes do tratamento com f-cariofileno (200 mg/kg) por uma hora. Além disso, o possivel
mecanismo molecular envolvendo a via L-arginina-6xido nitrico também foi avaliado pela
administracao intraperitoneal de L-arginina (500-750 mg/kg, precursor do NO), L-NAME (10-
20 mg/kg, inibidor inespecifico 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 soluvel) 30 minutos antes do
tratamento com f-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 f-cariofileno e das outras substancias 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 fS-cariofileno foram colocados
um por vez no campo aberto feito de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15
cm) e dividido em nove quadrados de areas iguais para avaliacdo da atividade exploratoria
espontanea. Os parametros observados durante 5 minutos foram o nimero total de quadrados
cruzados com as quatro patas, nimero de comportamento de autolimpeza (groomings), nimero

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 escavacio (digging)

O teste de escavagao ou alteracdo 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 laténcia
para iniciar a escavacdo, quantidade de escavacdo e tempo total gasto nas escavagdes. Uma
escavacao/alteracdo foi definida como um deslocamento significativo da maravalha pelo animal
usando as duas patas dianteiras ou traseiras, sendo que um aumento no comportamento de

escavacao indica maior atividade exploratoria do animal.
Teste do Rota rod

A coordenagdo motora dos grupos de animais foi avaliada pelo nimero de quedas e o
tempo de permanéncia durante 180 segundos em uma barra giratéria de 25 mm de didmetro

com rotacao de 17 rpm (BOHLEN et al., 2009; DUNHAM; MIY A, 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
bracos abertos (35x6 cm) e dois bragos fechados (35%6x10 cm) que se estendem de uma area
central em comum (66 cm). O experimento foi realizado durante 5 minutos para determinar o
tempo de permanéncia e o numero de entradas nos bracos e fechados. A entrada em um brago

foi considerada quando o animal cruzou a delimitacdo de um brago com as quatro patas. O
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parametro de ansiedade foi estabelecido como porcentagem de entradas nos bragos abertos
(entradas nos bragos abertos/total de entradas em todos os bracos) e porcentagem do tempo de
permanéncia nos bragos abertos (tempo de permanéncia nos bragos abertos/ tempo total de
permanéncia em todos os bracos). Para cada animal em tratamento, o labirinto em cruz foi

inicialmente limpo com etanol 70%.
Teste da alimentacio suprimida pela novidade

O teste da alimentacdo suprimida pela novidade foi realizado conforme descrito
previamente por Santarelli et al. (2003) com modificacdes, em que cada animal foi privado de
alimentag@o 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 x 40 cm X 35 cm) coberto por maravalha com um pellet de ragcdo disposta no centro.
Uma camada de maravalha nova foi usada para cada animal. A laténcia para se aproximar e
comecar a comer o pellet foi registrado durante a avaliacdo de 300 segundos e caso o animal
em tratamento ndo se alimentar, a laténcia foi estabelecida em 300 segundos. Para excluir
imediatamente a possibilidade de que o estresse resultante da privagdo 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 (diferengca). Um animal mais ansioso pode

apresentar uma laténcia maior para comegar a comer o pellet em um novo ambiente.
Teste da suspensio pela cauda

A suspensdo pela cauda dos animais foi realizada conforme descrito previamente por
Steru et al., (1987). Um pedaco de fita adesiva foi usado para suspender cada animal em
tratamento pela cauda com uma altura de 30 cm acima de uma superficie plana. O experimento
foi realizado durante 6 minutos para determinar o tempo de imobilidade que foi definido pela
auséncia de movimentos bruscos (o animal pode movimentar levemente a cabega ou as patas

dianteiras, sem mexer o corpo) ou auséncia total de movimento.
Teste do nado forcado

O teste do nado for¢ado foi realizado conforme descrito previamente (PORSOLT et al.,
1978). Cada animal em tratamento foi colocado em um cilindro (10 x 25 cm) com 10 cm? de
agua durante 6 minutos para determinar o tempo de imobilidade, em que o animal permanece

flutuando passivamente na dgua fazendo pequenos movimentos para manter a sua cabega acima
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da agua. A 4gua para cada animal em tratamento era trocada para evitar uma interferéncia

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 borrifacdo de uma solucao de sacarose (10%, peso/volume) no dorso para induzir
um comportamento de autolimpeza (groomings). O tempo total de autolimpeza e a frequéncia

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, apos o periodo de uma hora de tratamento com o S-cariofileno (100, 200 e 400
mg/kg, v.0.), diazepam (5 mg/kg, v.0.) ou controle negativo (Tween 80 0,05% dissolvido em
solucdo salina 0,9%, 10 mL/kg), cada animal recebeu pilocarpina (400 mg/kg, i.p.),
pentilenotetrazol (100 mg/kg, 1.p.) ou isoniazida (400 mg/kg, i.p.) para determinar a laténcia da
primeira convulsdao (convulsdo tonico/clonica) e a laténcia de morte. O periodo de avaliagao
apo6s a administragcdo dos quimioconvulsivantes foi de 4 horas e a laténcia de convulsdes tonico-
clonicas generalizadas foi determinada a partir do momento que o animal recebeu pilocarpina
ou pentilenotetrazol até as primeiras convulsdes tonico-clonicas. A laténcia para morte foi
determinada a partir do momento da administracdo intraperitoneal dos quimioconvulsivantes

até a morte dos animais.
Determinacio do C log P

O resultado do coeficiente de parti¢gao n-octanol/agua (C log P) foi calculado usando o

ChemBioDraw Ultra 14.
Analise estatistica

Os resultados numéricos foram expressos como média = E.P.M (erro padrao da média).
Os resultados da intera¢do do f-cariofileno com antagonistas foram analisados utilizando two-
way ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls como post hoc. A estatistica dos outros

resultados foi realizada utilizando one way ANOVA seguida pelo teste Newman-Keuls como
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post hoc. Diferengas 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 f-CNF apresentaram um comportamento nos parametros
avaliados sem diferencas significativas quando comparado com o grupo controle no teste do
campo aberto, exceto no rearings (Figura 2B, p<0,05) e no nimero de cruzamentos na area
central (Figura 2D, p<0,05). Diferentemente do diazepam, o S-CNF ndo alterou
significativamente a coordenagdo motora quando comparado com o grupo controle no teste do
Rota rod (Figura 3A e B, p>0,05). Em relagdo ao teste de escavacdo ou alteragdo da camada
de maravalha, foi observado alteracao significativa somente na quantidade de escavagao (200

e 400 mg/kg) quando comparado com o grupo controle negativo (Figura 3E, p<0,05).

Figura 2: Resultados da atividade exploratéria espontinea do pf-cariofileno (S-CNF) e

diazepam (DZP, 5 mg/kg) no teste do campo aberto (A, B, C, D ¢ E).
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Os resultados representam a média + E.P.M. *p<0,05 em relag¢do ao controle negativo - CN
(Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo salina 0,9%) (one way ANOVA e Neuman-Keuls

como post hoc teste).
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Figura 3: Resultados da coordenacdo motora e da atividade exploratoria do f-cariofileno (f-
CNF) e diazepam (DZP, 5 mg/kg) no teste rota rod (A e B) e de alteragdo da camada de

maravalha (A, B e C), respectivamente.

z n C

= . L3 100; .

= -

(g - § @80" *

= EY

£ =2 Z 601

@ - =

= — 2 401

3 R k

S — = 201

£ 0 = Y i - I

= DZPp 100 200 400 ‘N DZP 100 200 400 ‘N DZP 100 200 400
S CNF(mg/kg) S CNF(mg/kg) FCNF(mg/kg)

12
>
=
—
[\

= E
Pt =]
— ~— 9
o =06
=10 £
2 S 3
= o
0 0

N DZP 100 200 400 100 200 400

FCNF(mg/kg) SCNF(mg/kg)

Os resultados representam a média + E.P.M. *p<0,05 em relagdo ao controle negativo - CN

(Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo 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 f-CNF (200 e 400 mg/kg)
aumentaram significativamente o nimero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos
abertos (Figura 4A ¢ B, p<0,05). Em contraste, o diazepam e S-CNF (200 e 400 mg/kg)
reduziram significativamente o numero de entradas ¢ o tempo de permanéncia nos bracos

fechados (Figura 4C e D, p<0,05).
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Figura 4: Resultados do efeito tipo ansiolitico do f-cariofileno (f-CNF) e diazepam (DZP, 2
mg/kg) no teste de labirinto em cruz elevado (A, B, C e D).
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Os resultados representam a média + E.P.M. "p<0,05 em relagdo ao controle negativo - CN
(Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo salina 0,9%) (one way ANOVA e Neuman-Keuls
como post hoc teste). Numero de entradas nos bracos abertos (NEBA), Tempo de permanéncia
nos bragos abertos (TEBA); Numero de entradas nos bracos fechados (NEBF); Tempo de

permanéncia nos bragos fechados (TPBF).

Conforme a analise two-way ANOVA na Tabela 1, o pré-tratamento com o flumazenil
ou bicuculina antagonizou os resultados de entrada e do tempo de permanéncia demonstrado
pelo S-CNF (200 mg/kg) em ambos os bragos (p<0,05). Diferentemente, o pré-tratamento do
S-CNF (200 mg/kg) com a ketanserina ou ondansetrona ndo alterou significativamente o
nimero de entrada e o tempo de permanéncia em ambos os bragos quando comparado somente
com o grupo S-CNF (200 mg/kg). Para destacar a via molecular da L-arginina/NO, a analise
two-way ANOVA do pré-tratamento com uma dose subefetiva de L-arginina demonstrou uma
reversao significativa do efeito ansiolitico do f-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 permanéncia em ambos os bragos quando

comparado ao grupo de animais tratado somente com S-CNF (200 mg/kg) (p<0,05).
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Teste da alimentacio suprimida pela novidade

Conforme observado no efeito comportamental, os grupos de animais tratados com f-
CNF (200 e 400 mg/kg) e diazepam apresentaram uma reducao significativa na laténcia para
consumir o alimento quando comparado com o grupo controle (Figura SA, p<0,05). Em relagao
a quantidade de alimento consumido, os resultados obtidos demonstraram que ndo houve
diferengas significativas nos grupos de animais tratados com S-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 ansiolitico do f-cariofileno (f-CNF) e diazepam (DZP, 2

mg/kg) no teste da alimentagdo suprimida pela novidade (A e B).
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Os resultados representam a média = E.P.M. "p<0,05 em relagdo ao controle negativo - CN
(Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo salina 0,9%) (one way ANOVA e Neuman-Keuls

como post hoc teste).

Em relacdo a analise two-way ANOVA na Tabela 2, o pré-tratamento com o flumazenil
ou bicuculina reverteu os resultados de reducdo da laténcia para consumir o alimento
demonstrado pelo S-CNF (200 mg/kg) (p<0,05). Diferentemente do observado para o
mecanismo molecular mediado por receptores benzodiazepinicos/GABAérgicos, o pré-
tratamento do /-CNF (200 mg/kg) com a ketanserina ou ondansetrona ndo induziu alteragdes
significativas na laténcia para consumir o alimento quando comparado somente com o grupo
de animais tratados com pS-CNF (200 mg/kg) (p>0,05). Na avaliagdo da modulacido
neuromolecular pela via L-arginina/NO, o resultado da analise two-way ANOVA do pré-
tratamento com uma dose subefetiva de L-arginina demonstrou uma reversao significativa do

efeito ansiolitico do S-CNF (200 mg/kg) no teste da alimentagdo suprimida pela novidade
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(»<0,05). No entanto, os resultados na Tabela 2 demonstraram que o pré-tratamento do S-CNF
(200 mg/kg) com L-NAME, L-NOARG ou azul de metileno induziu efeito sinérgico
significativo na laténcia para consumir o alimento quando comparado com o grupo de animais
tratados somente com S-CNF (200 mg/kg) (»<0,05). Adicionalmente, todos os resultados de
consumo alimentos ndo apresentaram alteragdes significativas quando comparado com o grupo

controle (p>0,05).

Tabela 2: Resultados das modulagdes neuromoleculares do S-cariofileno (5-CNF) no teste da

alimentagdo suprimida pela novidade.

Teste da alimentac¢io suprimida pela novidade

Tratamentos Laténcia (s) Alimentac¢ido (mg)
CN 205,7 + 7,66 127,8 + 8,41
SB-CNFa00 92,78 +7,40° 123,4 +7.85
FLU 207,0 + 5,60 132,8 + 7,66
FLU+S-CNF200 174,2 + 13,20% 125,3 +7,85
BIC 206,4 + 6,32 114,6 £9,15
BIC+S-CNF20 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-+-CNF209 91,8 +9,77 119,1 £9,88
L-ARG 229,0 + 12,78 113,3 6,61
L-ARG+S-CNFaq0 200,9 + 12,67* 114,0 £ 9,28
L-NAME 198,4 + 10,50 112,9 + 6,03
L-NAME+S-CNF209 48,8 +5,32% 119,8 + 7,21
L-NOARG 193,4+ 11,63 112,6 +5,38
L-NOARG+/-CNF2qo 47,97 + 5,42% 121,6 +7,53
AZM 180,4 + 10,30 137,8 +5.25
AZM~+B-CNF200 37,13 £ 428" 133,4 + 7,05

Os resultados representam a média + E.P.M. "p<0,05 em relagdo ao controle negativo - CN
(Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo salina 0,9%) (one way ANOVA e Neuman-Keuls
como post hoc teste). *p<0,05 em relagdo f-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), Ester metilico
de N-nitro-L-arginina 10 mg/kg (L-NAME), N%-nitro-L-arginina 0,5 mg/kg (L-NOARG), Azul
de metileno 7 mg/kg (AZM).

Teste da suspensido pela cauda, nado forcado e Teste de Borrifagem de sacarose (splash

test)
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Quando comparado com o controle no teste da suspensao pela cauda, o f-CNF nas doses
de 100, 200 e 400 mg/kg reduziu o tempo de imobilidade em 8,15 + 3,46%, 48,15 + 2,51 ¢
54,74 £+ 3,19%, respectivamente (Figura 6A, p<0,05). No teste do nado for¢ado, o f-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 suspensao pela cauda e nado forcado 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 apds a borrifagem de sacarose 10%, os grupos de animais tratados
com S-CNF (200 e 400 mg/kg) e imipramina apresentaram um aumento significativo no tempo
total e na frequéncia 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 fS-cariofileno (f-CNF) e imipramina

(IMP) no teste da suspensao pela cauda (A), nado forgado (B) e borrifagem de sacarose (splash

test) (C e D).
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Os resultados representam a média + E.P.M. "p<0,05 em relagdo ao controle negativo - CN

(Tween 80 0,05% dissolvido em solu¢do salina 0,9%) (one way ANOVA e Neuman-Keuls

como post hoc teste).
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Nos resultados descritos na Tabela 3, a analise two-way ANOVA demonstrou que o
pré-tratamento com a bicuculina, ketanserina ou ondansetrona nio antagonizou os resultados
de reducdo da imobilidade evidenciado pelo f-CNF (200 mg/kg) no teste da suspensdo pela
cauda e nado forgado (p>0,05). Similarmente, os resultados do -CNF (200 mg/kg) evidenciado
pelo tempo total de groomings ndo foram alterados pelos antagonistas dos receptores
benzodiazepinicos/GABAérgicos e serotoninérgicos. Na andlise da via da L-arginina/NO, o
pré-tratamento com uma dose subefetiva de L-arginina reverteu significativamente o tempo de
duracdo de groomings no teste de Borrifagem de sacarose e o efeito anti-imobilidade do f-CNF
(200 mg/kg) no teste da suspensdo pela cauda e nado forcado (p<0,05). No entanto, a andlise
two-way ANOV A demonstrou que o pré-tratamento do f-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 duragdo de groomings em relacao aos grupo de animais tratados
somente com S-CNF (200 mg/kg) (»<0,05). Adicionalmente, os grupos de animais tratados com
bicuculina, ketanserina, ondansetrona, L-arginina, L-NAME, L-NOARG e azul de metileno
nao apresentaram alteracdes significativas nos resultados de imobilidade no teste da suspensao
pela cauda e nado for¢ado 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 S-CNF e
diazepam apresentaram um aumento na laténcia para a primeira convulsdo e na laténcia para a
morte. No modelo de convulsdo induzido por pilocarpina, as doses de 200 e 400 mg/kg
aumentaran significativamente a laténcia para a primeira convulsao em 38,19 £ 5,78 ¢ 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 convulsdo induzido por pentilenotetrazol apresentaram um aumento
significativo na laténcia para a primeira convulsdo 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 S-CNF e que receberam isoniazida apresentaram um aumento significativo na laténcia para
a primeira convulsdo 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).



"(INZV) 3/3w £ oudnow dp [nze (9YVON-T) 3%/ g euruidie-T-on1u-,N “(FINVN-T) 83/W (] euIuIse--onmu-N op
od1new 193sy (DYV-T) /8w (6, euruidie-7 (NAO) 33/3w | euoxdsuepuQ “(SL) 8¥/Sw g euLosuedy] (Drg) 83/5w g eurpnonorg "(93sd) 20y
js0d 0OWOd S|NAY-UBLWNAN @ VAONYV 4vm-om[) (833w 007) AIND-g 0ede[ar wid §0°0>d,, "(9183}) 20y 1s0d Owod S[NIY-UBWNAN @ VAONY DM 2140)

(%6°0 BUI[ES OBINJOS WA OPIA[OSSIP %600 (08 UML) ND - OAIIESIU 9[01U0D 0B 0BIR[AI W ‘0>, “IN'd'H F BIPW & wejuasaidar sopeynsal sQ

4SOLF 'S8 OTTFYI8 LSV T ST06 00 IND-J+INZV
LEYFELOL 91°S F9°T10C L8'LF LOIT NZV
4668 F 1'VLI OTTFH0L JSTEFLOTS 00ZIND-+*DIVON-T
99V F LT°69 ¥8°9 ¥ 9°90¢ SO'LFVICT DYVON-T
JCV9F P81 JOL'EFBILL JTCEF0T16 00TIND-J+AINVN-T
86V F SS°IL 88°L F S'¥0C 06°'L F1°91C HNVN-T
40€°C F L80S SYSFTL6T LSESTFOT0T 00 IND-J+DUV-1
VLS FYILS ST'8FLOIT CSLFI8IT DIV-1
JOLFOEPI LEELTF €901 JTULTF6LIT 00ZIND-J+NAO
vEY F €5°69 1T°S ¥ 6°€0C 9T°L F L¥0T Ndo
L0E8FT0TI ET9F L60T 98V FLYII 00, IND-g+S 1
LIS F €2°09 819F 1°€IC 9L°9F 6°L0T SIM
80°LF6ST1 BLSTLEIT J0SF 61T 00T IND-g+D1d
TS'SFHSIS 19°TF 1°01¢ 19°TF 1'%0C o1d
.88°L F9°8¢€1 ,08°0 F 8001 6 SFITT 00T IND-¢
vE°L F SH'89 vE'LF6°L0T 89F 681C ND
(s) ssuruoo.rn (s) apepiqiqouy (S) apepIfiqouwy SOJUIW )AL,
9s0.Jedes Ip EoW&.«_.:cm oﬁ&whom opeN epned ﬂ—o& ommp—vam:w

‘3s01edESs P

wo3eJIII0q 9 0pedIo} opeu ‘epned e[od oesuadsns ep 9159} ou (IND-g) OUI[JOLIBI-g OP SIR[NII[OWOINAU SIQI[NPOW SEP SOPLINSIY ¢ BRqEeL

9C1



127

Figura 7: Resultados da atividade anticonvulsivante do f-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).
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Os resultados representam a média £ E.P.M. "p<0,05 em relagdo ao controle negativo - CN
(Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo salina 0,9%) (one way ANOVA e Neuman-Keuls

como post hoc teste). Laténcia para primeira convulsdo (LPC) e laténcia para morte (LPM).
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Nos resultados descritos na Tabela 4, a analise two-way ANOVA demonstrou que o
pré-tratamento do f-CNF (200 mg/kg) com o flumazenil ou bicuculina reverteu o aumento na
laténcia para a primeira convulsdo e na laténcia para a morte nos modelos de crises epiléticas
induzido por pilocarpina, pentilenotetrazol e isoniazida (p<0,05). Por outro lado, o pré-
tratamento do S-CNF (200 mg/kg) com a ketanserina ou ondansetrona nao produziu qualquer
alteracdo significativa na laténcia para a primeira convulsdo e na laténcia 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 S-CNF
nos modelos de crises epiléticas induzido por pilocarpina, pentilenotetrazol e isoniazida
(»<0,05). Diferentemente do que foi observado no grupo de animais pré-tratados com L-
arginina, a analise two-way ANOV A na Tabela 4 evidenciou que o pré-tratamento do S-CNF
(200 mg/kg) com L-NAME, L-NOARG ou azul de metileno induziu efeito sinérgico
significativo na laténcia para a primeira convulsdo e na laténcia para a morte em todos os
modelos de estudo quando comparado ao grupo de animais tratados somente com S-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 ndo

apresentaram altera¢des significativas nos resultados descritos na Tabela 4 (p>0,05).
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DISCUSSAO

Um dos objetivos do presente estudo foi demonstrar o efeito comportamental ansiolitico
do S-CNF em camundongos Swiss fémeas, bem como investigar os mecanismos moleculares
subjacentes aos resultados obtidos. A administragdo aguda por via oral do S-CNF (100-400
mg/kg) apresentou efeito ansiolitico no teste de labirinto em cruz elevado conforme evidenciado
pelo aumento da porcentagem de entradas e do tempo gasto nos bragos abertos. Os resultados
farmacologicos estdo conforme os estudos de Bahi et al. (2014) e Galdino et al. (2012) em que
o tratamento de camundongos Swiss machos com S-CNF (50-100 mg/kg, i.p.) induz efeito
ansiolitico no teste de labirinto em cruz elevado. Adicionalmente e semelhante aos resultados
do diazepam, os grupos de animais tratados com S-CNF (200-400 mg/kg) apresentaram uma
redugdo significativa no comportamento semelhante ao da ansiedade conforme observado pela
menor porcentagem de entrada e do tempo nos bracos fechados.

No teste da alimentacdo suprimida pela novidade, os grupos de animais que sdo
desprovidos de alimento passam por um conflito inicial entre aproximar e consumir o alimento
e aaversao de consumir o alimento em um novo ambiente sem prote¢ao. Conforme Paré (1994),
um efeito comportamental nessas condigdes de conflito pode ser modulado pelo nivel de
ansiedade dos grupos de animais e a laténcia para comegcar a alimentagdo pode ser usada como
uma indica¢do do nivel de ansiedade (SANTARELLI et al., 2003). A laténcia para iniciar a
alimentacgao pode ser afetada inicialmente por pelo menos quatro tipos de decisdo. Na primeira
decisdo, a escolha dos animais pode ser o deslocamento das paredes e entrar na area central do
campo aberto. Caso ndo ocorra esse deslocamento em um novo ambiente, os animais tendem a
permanecer em dareas de prote¢do como as paredes do campo aberto e apresentar o
comportamento de tigmotaxia (SIMON et al., 1994; TREIT; FUNDYTUS, 1988). Em uma
segunda decisdo, os animais devem decidir ficar parado proximo ao alimento para o
comportamento de exploragdo. Na terceira decisdo, mesmo perto do alimento, os animais ainda
precisam de um tempo para iniciar a explorar o alimento e seus arredores antes de comecar a
consumir. Nesse procedimento comportamental, os animais podem decidir se distanciar do
alimento. Em contraste a terceira decisdo, na quarta decisdo, os animais podem decidir pelo
inicio de comer o alimento. Os resultados da Figura 5 destacam uma redugao significativa na
laténcia para iniciar o consumo do alimento quando comparado com o grupo controle,
indicando que o tratamento agudo com S-CNF (200-400 mg/kg) pode proporcionar aos grupos
de animais a tomar uma decisdo final sobre a ingestdo do alimento no centro do campo aberto.

Adicionalmente, a quantidade de alimento consumida durante o periodo de avaliagdo foi
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determinada para cada grupo de animal e os resultados obtidos destacam que a reducdo na
laténcia no teste da alimentagao suprimida pela novidade ndo estar relacionada com o aumento
do apetite nos grupos de animais tratados com S-CNF. O teste do campo aberto foi realizado
para demonstrar a atividade locomotora espontanea, comportamentos exploratorios e respostas
emocionais dos camundongos Swiss fémeas em um novo ambiente, sendo que o comportamento
semelhante ao da ansiedade denominado de tigmotaxia ¢ observado pela diminui¢do de
exploragdo da area central e com tendéncia de permanecerem perto de superficies verticais
(SIMON et al., 1994). Os animais tratados com S-CNF nao exibiram alterag¢des significativas
no numero total de cruzamentos, sendo esses resultados consistente com estudo de Oliveira et
al. (2018). No entanto, o S-CNF (200-400 mg/kg) induziu um aumento no numero de
cruzamentos na area central exercendo efeito comportamental semelhantes aos ansioliticos.
Além de diminuir a tigmotaxia, o f-CNF nao comprometeu a coordena¢do motora conforme ja
demostrado por Oliveira et al. (2018) em camundongos Swiss fémeas.

No presente estudo, para demonstrar uma atividade comportamental semelhante aos
antidepressivos, varios grupos de camundongos Swiss fémeas foram tratados por via oral com
S-CNF e submetidos ao teste da suspensdo pela cauda e nado forgcado. Em ambos os testes
comportamentais, a administracdo aguda do S-CNF reduziu significativamente o tempo de
imobilidade semelhante a imipramina e os resultados descritos na Figura 6 estdo conforme
demonstrado pelo estudo de Bahi et al. (2014) em camundongos Swiss machos, o que pode
sugerir que o comportamento antidepressivo apds o tratamento com pS-CNF ocorre
independentemente da diferenga de sexo. Adicionalmente, os efeitos anti-imobilidade do S-
CNF no teste da suspensao pela cauda e nado forcado nao estar relacionado com alteragdes na
atividade locomotora conforme os resultados do teste do campo aberto. Para verificar outro
parametro 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
auséncia 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 suspensdo pela cauda e nado forgado, a
administracdo aguda do f-CNF (200-400 mg/kg) fez com os grupos de animais apresentassem
uma maior duragdo e frequéncia de grooming, evitando assim comportamento anedonico.
Embora os testes da suspensdo pela cauda e nado forcado possam predizer o potencial
antidepressivo do S-CNF, o uso de outros modelos animais como bulbectomia olfatoria,

estresse leve cronico (CMS), hipofagia induzida pela novidade e estresse causado pela derrota
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social podem fornecer uma maior validade nos resultados antidepressivo do f-CNF. Além
disso, uma vez que os mecanismos que podem justificar os efeitos anti-imobilidade do f-CNF
ainda sdo poucos explorados, o presente estudo destaca uma importante contribuicao para a
compreensdo das vias moleculares através dos quais o S-CNF induz efeito comportamental
antidepressivo.

Apesar dos poucos estudos prévios, o uso de modelos animais pode contribuir
significativamente na compreensdo da atividade anticonvulsivante do S-CNF. Conforme o
estudo de Oliveira et al. (2016), o f-CNF (100 mg/kg, i.p.) aumentou a laténcia para crises
generalizadas do tipo mioclonicas 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.0.) resultou no aumento da laténcia para convulsdes do tipo tonico-
clonicas induzidas por pentilenotetrazol (100 mg/kg, i.p.), bem como a laténcia para a morte.
Diferentemente do pentilenotetrazol (PTZ) que induz convulsdes pelo bloqueio do canal de CI°
do complexo do receptor GABAA, a pilocarpina desencadeia convulsdes principalmente pela
ativacdo de receptores muscarinicos do subtipo M1 no sistema nervoso central, sendo que as
convulsoes sao mantidas pela ativagcdo do receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) (VEZZANI,
2009).

O uso do modelo experimental pela administragdo de pilocarpina reproduz as principais
caracteristicas da epilepsia do lobo temporal em humanos (AUVIN et al., 2017). No presente
estudo, em geral, o tratamento com f-CNF (200-400 mg/kg, v.o.) prolongou a laténcia das
convulsdes do tipo tdnico-clonicas e o tempo para a morte dos animais em tratamento.
Similarmente, o f-CNF aumentou a laténcia das convulsdes ¢ o tempo para a morte no modelo
animal da isoniazida que induz estimulacao excessiva do sistema nervoso central e convulsdes
pela deplecdo da reserva celular de piridoxal-5-fosfato, o que resulta na diminui¢do dos niveis
de GABA (VELISKOVA; SHAKARJIAN; VELISEK, 2017). Apesar do f-CNF interferir na
patogénese das convulsdes em ambos os modelos animais, apenas o diazepam protegeu contra
a morte considerando a ocorréncia das convulsdes induzidas. Para destacar ainda mais a
atividade anticonvulsivante do S-CNF conforme estudos anteriores, Liu et al. (2015) também
testou um outro modelo animal de convulsdo pela administragdo de acido cainico, que ¢ um
agonista dos receptores de glutamato usado para reproduzir as caracteristicas neuropatoldgicos
da epilepsia do lobo temporal em humanos. Nesse estudo nao foi determinado a laténcia das
convulsdes e o tempo de morte, mas o tratamento de camundongos (ndo determinou o sexo)
por dois dias com S-CNF (30-60 mg/kg, i.p.) diminuiu significativamente a frequéncia das

convulsdes, bem como quantidade de animais mortos.
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O é4cido y-aminobutirico (GABA) ¢ um neurotransmissor inibitério que reduz a
excitabilidade neural no sistema nervoso central de mamiferos pela atuag¢@o principalmente dos
receptores ionotropicos GABAAa, cujas subunidades apresentam diferentes isoformas [a(1-6),
p(1-4), y(1-3), 9, &, 6, & e p(1-3)] com predominio da isoforma composta por duas subunidades
a1, duas f2 e uma y2 (a1y252012) (WONGSAMITKUL et al., 2017). Ansiedade, epilepsia, dor
e depressdao podem estar associados com a baixa func¢do do sistema GABAérgico no cérebro,
sendo que os compostos que aumentam a neurotransmissado GABAérgica (ex: moduladores
alostéricos positivos do receptor GABAA) podem apresentar propriedades ansioliticas,
anticonvulsivantes, analgésicas e antidepressivas (CRYAN et al., 2010; OLSEN, 2012).
Conforme evidenciado no presente estudo, as propriedades ansioliticas e anticonvulsivantes do
P-CNF, mas ndo antidepressivo, podem possivelmente envolver os receptores
benzodiazepinicos/GABAérgicos, uma vez que o pré-tratamento do S-CNF com flumazenil
(reconhecido antagonista do receptor benzodiazepinico) ou bicuculina (antagonista do receptor
GABAA\) reestabeleceu os parametro de ansiedade no teste de labirinto em cruz elevado e no
teste da alimentacao suprimida pela novidade, bem como a laténcia para a primeira convulsao
e morte nos modelos de crises epiléticas induzido por pilocarpina ou pentilenotetrazol.

Adicionalmente, a neuroatividade do f-CNF pela modulacdo sinaptica dos receptores
GABAA contendo as subunidades a2 e aif2y2 expresso em linhagens celulares (HEK293) foi
demonstrado por Kessler et al. (2014), sendo que nesse estudo pode destacar que a agdo
moduladora dos receptores GABAa ¢ independente da presenca da subunidade y2. Nos
receptores GABAA, a subunidade y2 ¢ um alvo molecular importante para a ligagdo dos
benzodiazepinicos entre a subunidade a1 € y» 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 administragao intraperitoneal do f-CNF aumentou a
laténcia para o inicio das convulsdes mioclonicas 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 (CB>) teve a capacidade reverter as
propriedades ansioliticas e antidepressivas do S-CNF (i.p.). Especificamente, tem sido
verificado que f-CNF melhora a funcionalidade do receptor CB2 que € expresso principalmente
nos tecidos periféricos, mas que pode ser encontrado no sistema nervoso central com fungao
moduladora da excitabilidade neuronal ¢ inflamacao (GARCiA et al., 2015; JAVED et al.,
2016; BENTO et al., 2011). Os efeitos moleculares dos receptores de canabinoide ocorrem em
diferentes populacdes neuronais e apesar da falta de maiores detalhes, podem afetar a a¢do de

neurotransmissores como GABA, dopamina, glutamato e serotonina (SIEGHART, 2015;
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ZHANG et al., 2014). O fato das propriedades ansioliticas do S-CNF envolver o receptor
canabinoide do tipo 2 conforme demonstrado por Bahi et al. (2014) e os receptores
benzodiazepinicos/GABAérgicos conforme demonstrado no presente estudo, pode sugerir a
existéncia de uma complexa interacdo ainda ndo compreendida, sendo uma investigagao
farmacoldgica para futuros estudos, entre o sistema endocanabinoide e GABAérgico na
modulacdo da atividade neurocomportamental do f-CNF. Adicionalmente, foi verificado que a
administracao em roedores de quimioconvulsivantes como a pilocarpina, pentilenotetrazol ou
acido cainico aumentaram os niveis dos transmissores do sistema endocanabinoide como forma
protecdo contra os danos excitotoxicos (WALLACE et al., 2002; WALLACE et al., 2003;
MAZARATI, 2006). Nessas condi¢gdes e embora nao foi pesquisada ainda, € possivel especular
que o p-CNF pode atuar reduzindo a vulnerabilidade excitatoria induzido por
quimioconvulsivantes pela sua agdo como agonista do receptor CB> € moduladora do receptor
GABAA.

A interagdo do 5-HT (5-hidroxitriptamina) com receptores serotoninérgicos em regides
do cérebro como o hipocampo exerce um papel essencial na regulacao da atividade neuronal e
possivelmente estdo envolvidos no mecanismo de agcdo de substancias que sao usadas para tratar
ansiedade e depressdao. Dependendo do subtipo de receptor envolvido na neurofarmacologia, o
5-HT pode aumentar ou reduzir o comportamento semelhante a ansiedade e depressdo
(RAMIREZ-MAHALUF; COMPTE, 2018). O NAN-190 ¢ um antagonista seletivo do receptor
5-HTia com acdo farmacoldgica bem caracterizada na neurofarmacologia e que foi utilizado
no estudo de Galdino et al. (2012) para demonstrar que o efeito ansiolitico do f-CNF no teste
de labirinto em cruz elevado pode nao ser mediado pelo receptor 5-HTia. Similarmente, o
presente estudo demonstrou que as propriedades ansioliticas (Tabela 1 e 2), antidepressivas
(Tabela 3) e anticonvulsivantes (Tabela 4) do f-CNF nao 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-HT 1 4,
5-HT24a e 5-HT3 ndo estdo envolvidos na modula¢do farmacologica do S-CNF, sendo que
resultados semelhantes para o f-CNF em camundongos Swiss machos foram verificados por
Danillo et al. (2018) no teste da suspensao pela cauda e nado forcado usando o NAN-190 como
antagonista. Entretanto, na comparagao com outros trabalhos que avaliaram um sesquiterpeno
biciclico, Gongalves 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 for¢ado. No entanto, a ketanserina nao reverteu os efeitos anti-

imobilidade.
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O oxido nitrico (NO) desempenha atividade neuroquimica com a capacidade de
influenciar e modular outros neurotransmissores que podem desempenhar uma agao importante
na ansiedade, epilepsia e depressdao (HU et al., 2014). No presente estudo, a elucidagdao do
possivel envolvimento molecular da via L-arginina-6xido nitrico na modulagdao das
propriedades ansioliticas, antidepressivas e anticonvulsivantes foi avaliada para possibilitar o
desenvolvimento de uma nova estratégia terapéutica do S-CNF. No presente estudo € possivel
supor que as propriedades farmacologicas do f-CNF dependem da inibi¢do da sintese de 6xido
nitrico uma vez que o pré-tratamento com L-arginina reverteu significativamente os resultados
ansioliticos, antidepressivos e anticonvulsivantes. Para confirmar essa suposi¢do, uma dose
subefetiva de L-NAME (inibidor inespecifico de NOS), L-NOARG (inibidor da NOS) ou azul
de metileno (inibidor de NOS e da guanilato ciclase soluvel) foi administrado em combinagao
com o S-CNF (200 mg/kg) e os resultados obtidos mostraram um efeito sinérgico nas
propriedades ansioliticas, antidepressivas e anticonvulsivantes. Em concordancia com os
resultados do presente estudo, a atividade neuroprotetora do S-CNF contra oligdmeros de Ap-
42 em microglia demonstrado no estudo de Hu et al. (2017) reduziu a produgao de 6xido nitrico
pela supressao do o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). Similarmente, Chang et al. (2013)
sugeriu que as atividades neuroprotetoras do S-CNF (10 mg/kg, i.p.) contra diminui¢do da
atividade neurologica causado pelo MCAO (oclusdo transitoria da artéria cerebral média/Ratos
machos Sprague Dawley) podem estar associadas com uma reducao do nivel de 6xido nitrico
pela supressao da iNOS.

Na sinalizagdo do 6xido nitrico, a familia de enzimas designadas por 6xido nitrico
sintase (NOS) oxida a L-arginina para produzir NO que modula via monofosfato de guanosina
ciclico (GMP ciclico)/Proteina quinase dependente de GMPc (PKG) a liberacdo de
neurotransmissores como GABA em varias partes do cérebro como o cortex pré-frontal, locus
coeruleus e hipocampo (HU et al.,, 2014). Em estudos ndo clinicos, a neurotransmissao
GABAérgica pode ser modulada pelo 6xido nitrico como consequéncia da ativa¢ao do receptor
de glutamato (glutamato-6xido nitrico - GMP ciclico) e diferentes mecanismos tém sido
propostos na relagdo entre NO e GABA como a estimulacdo direta da exocitose do GABA pelo
NO, bem como o GABA poderia ser liberado também pelo mecanismo de reversdo do
transportador de GABA (WANG et al., 2006; OHKUMA et al., 1996). E importante destacar
que a modulacdo da transmissao GABA¢érgica nao vesicular pelo NO pode influenciar no nivel
de inibi¢do tonica e assim desempenhe uma atividade crucial no controle da excitabilidade
cerebral (WU et al., 2007; TARASENKO et al., 2014). Além disso, a relacdo funcional entre
NO e GABA tem sido proposto pela atividade do diazepam (agonista do receptor GABA ) de
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regular a atividade da NOS que resulta em determinados niveis do 6xido nitrico (PAUL et al.,
2001). Assim, é possivel sugerir que o NO estd envolvido nos mecanismos moleculares da
transmissao GABA¢érgica em estudos de tratamentos farmacoldgicos para ansiedade e epilepsia.

As tradicionais abordagens farmacologicas para o tratamento de doencas neuroldgicas
como depressao, ansiedade e epilepsia podem apresentar varios efeitos colaterais, problemas
de tolerabilidade e desvantagens farmacocinéticas que podem tornar a sua utilizagdo
problemaética (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.0.) ndo causa qualquer efeito
neurocomportamental adverso quando camundongos Swiss fémeas foram submetidos ao estudo
de toxicidade aguda e em doses repetidas, bem como alteracdes que indicassem toxicidade no
peso corporal e dos 6rgaos internos, consumo de alimento e nos parametros hematologicos e
bioquimicos. Em conjunto com os experimentos que demostraram um amplo potencial
terapéutico (SHARMA et al., 2016) e auséncia de toxicidade subcronica (SCHMITT et al.,
2016), o presente estudo reforca que a utilizagao do S-cariofileno encontrados em vegetais pode
conferir potenciais beneficios a satde sem apresentar indicios de neurotoxicidade.
Adicionalmente, o pS-CNF apresenta varias caracteristicas (baixo peso molecular e
lipofilicidade) que proporcionam atravessar as membranas celulares e a barreira
hematoencefalica conforme demonstrado em estudos anteriores (MURATA et al., 2015; TIAN
etal., 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 f-CNF, diazepam e imipramina.
CONCLUSAO

Os resultados obtidos fornecem um suporte adicional na compreensao dos mecanismos
neuromoleculares subjacentes as propriedades ansioliticas, antidepressivas e anticonvulsivantes
em camundongos Swiss fémeas do f-CNF. Esses resultados sdo importantes por que ajudam a
entender as acdes neurofarmacoldgicas do f-CNF que podem envolver os receptores
benzodiazepinicos/GABAérgicos ou via L-arginina-6xido nitrico. Adicionalmente, os
resultados obtidos sugerem que os receptores serotoninérgicos dos tipos 5-HT2a e 5-HT3 nao

estdo envolvidos nas propriedades ansioliticas, antidepressivas e anticonvulsivantes do -CNF.
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Efeito do tipo antidepressivo do complexo de inclusido do f-cariofileno
(f-cariofileno/metil-f-ciclodextrina) em camundongos Swiss com depressao

induzida por dor neuropatica

O p-cariofileno [(f-humuleno ou (-)-trans-cariofileno)] ¢ um sesquiterpeno biciclico com varias
caracteristicas (baixa solubilidade aquosa, volatilidade e facil oxidagao quando exposto a luz e
ao oxigénio) e atividades farmacologicas. Entre as abordagens para reverter algumas dessas
caracteristicas estao as complexagdes com ciclodextrinas que demonstram uma ampla aplicacao
nas pesquisas farmacologicas por melhorar a solubilidade e a estabilidade quimica. Assim, as
ciclodextrinas como a f-ciclodextrina podem promover a liberagao controlada do S-CNF por
diferentes mecanismos como o aumento da solubilidade e estabilidade quimica. Com relagao
ao f-cariofileno, o presente estudo consistiu em determinar o efeito farmacoldgico do S-
cariofileno livre e do seu complexo de inclusdo (f-cariofileno/metil-f-ciclodextrina) em
camundongos Swiss fémeas com depressao induzido por dor neuropatica (constri¢ao cronica do
nervo ciatico). Nesse estudo, foram utilizados os testes do campo aberto, suspensao pela cauda,
nado forcado e borrifagem de sacarose. Apds o procedimento da constri¢cao cronica do nervo
ciatico com o desenvolvimento da neuropatia, os grupos de animais avaliados com dor
neuropatica apresentaram comportamento semelhante a depressao pelo aumento do tempo total
de imobilidade no teste da suspensao pela cauda e nado forgado (superior a 300 segundos), bem
como reducdo no tempo total e na frequéncia de groomings no teste de borrifagem de sacarose
apos 28 dias do procedimento cirurgico quando comparado com os animais do grupo basal
(»<0,05). No entanto, os animais com dor neuropatica que receberam o f-cariofileno livre (200
mg/kg) ou seu complexo de inclusdo (S-CNF/MBCD 50 e 100 mg/kg) apresentaram uma
diminui¢do significativa no tempo de imobilidade no teste da suspensdo pela cauda e nado
for¢ado, bem como uma redugdo significativa no tempo total e na frequéncia de groomings
quando comparado somente com animais com dor neuropatica sem tratamento farmacoldgico
(»<0,05). Adicionalmente, foi observado que o f-cariofileno complexado (S-CNF/MACD 100
mg/kg) foi mais efetivo no efeito antidepressivo com uma dose inferior ao S-CNF livre (200
mg/kg). Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo destacam uma premissa
interessante no uso do complexo de inclusdo f-cariofileno/metil-S-ciclodextrina para o
desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas de dosagem oral com biodisponibilidade
aumentada em propriedades antidepressivas.

Palavras-chave: S-cariofileno, complexo de inclusdo, dor neuropatica, sesquiterpeno biciclico,

metil-f-ciclodextrina.
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INTRODUCAO

Diante de varias estimativas epidemioldgicas da prevaléncia da dor neuropatica, existem
diferencas nos valores das estimativas que podem ser atribuidos as metodologias de avaliagdo
e aos critérios usados para definir dor neuropatica ou dor com caracteristicas neuropaticas.
Essas estimativas sugerem uma prevaléncia global que pode variar de aproximadamente 3% ou
de 5% a 10 %, sendo que a qualidade de vida ¢ amplamente prejudicada devido ao aumento da
prescricao de medicamentos, reducdo da vida social, bem como a morbidade da dor em si
(ATTAL; BOUHASSIRA; BARON, 2018; DOSENOVIC et al., 2018). Estudos
epidemioldgicos demonstraram que algumas doengas como ansiedade, depressdo,
esquizofrenia e até o suicidio s3o bem mais comuns entre as pessoas que sofrem de dor cronica
do que na populagdo em geral. Conforme a Associagdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP), a dor neuropatica pode ser estabelecida como uma dor causada por uma lesdo ou
disfungdo que afeta o sistema somatossensorial. Adicionalmente, conforme a localizagao
anatomica da lesdo ou doenca do nervo no sistema nervoso central ou periférico, a dor
neuropatica 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 cronica
consiste na depressdo em que a longo prazo pode ser observado déficit cognitivo devido as
alteragdes na integridade anatomica e fungdes das regides cerebrais envolvidas na dor e no
controle emocional (OKIFUJI; TURK, 2016; SENO et al., 2018). Varias estudos sobre
abordagens terap€uticas com diferentes substancias quimicas para dor neuropatica tém sido
proposto, sendo que uma revisdo sistematica e meta-analise com todos os medicamentos
descritos desde 1966 destaca que a pregabalina (analogo do GABA), gabapentina (inibidor do
GABA), duloxetina (um inibidor de recaptagdo de serotonina-noradrenalina) e véarios
antidepressivos triciclicos podem ser importantes op¢des de tratamento de primeira linha para
dor neuropatica periférica e central (OBATA, 2017; ATTAL, 2018; KREMER et al., 2016).
Apesar disso, essas substancias ndo tém sido o suficiente para o controle da dor neuropatica e
a eficacia dos medicamentos antineuropaticos disponiveis apresentam varias limitagcdes que
podem ser atribuidos a ocorréncia de efeitos colaterais e inadequado ou demorado alivio da dor.
Assim, constantes estudos farmacoldgicos com produtos naturais visando o tratamento da dor
neuropatica ainda sdo necessarios e 0s sesquiterpenos sao metabodlitos secundarios encontrados

em varias espécies de plantas que tém atraido um interesse significativo devido as suas
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importantes propriedades farmacoldgicas (AWOUAFACK et al., 2013; BUCKLE, 2015;
NUUTINEN, 2018).

O f-cariofileno [(f-humuleno ou (-)-trans-cariofileno)] € um sesquiterpeno biciclico que
demonstrou efeito analgésico em modelos de dor neuropatica e atividade comportamental
semelhante aos antidepressivos (KLAUKE et al., 2014; SEGAT et al., 2017; SINGH et al.,
2017). No entanto, o potencial farmacoldgico em modelo animal de depressdo induzida por dor
neuropatica nao tem sido investigado. O fS-cariofileno ¢ um hidrocarboneto volatil 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 esta entre os majoritarios sesquiterpenos encontrados em quantidades
variaveis nos alimentos vegetais (GERTSCH et al., 2008; BUCHBAUER; ILIC, 2013; YANG
et al., 2012).

Estudos farmacoldgicos ndo clinicos destacaram auséncia 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), doenga hepatica gordurosa nao
alcodlica (KAMIKUBO et al., 2016), aterosclerose hipercolesterolémica (BALDISSERA et al.,
2016), encefalomielite autoimune experimental (FONTES et al., 2017), hiperglicemia mediada
pelo estresse oxidativo e inflamacdo (BASHA; SANKARANARAYANAN, 2016) e para o
tratamento da ansiedade (BAHI et al., 2014). Adicionalmente, estudos neurofarmacologicos
demostraram potencial efeito na diminui¢do da excitoxicidade mediada pelo glutamato (ASSIS
et al., 2014), atividade anticonvulsivante contra convulsdes induzidas por pentilenotetrazol
(OLIVEIRA et al., 2016), neuroprote¢do contra os efeitos toxicos do peptideo f-amiloide
(CHENG et al.,, 2014) e pela inibicdo da neurodegeneracdo dopaminérgica e resposta
neuroinflamatdria (OJHA et al.,2016).

Conforme destacado no paragrafo anterior, o f-cariofileno apresenta um amplo
potencial farmacologico mesmo considerando a sua baixa solubilidade em agua, volatilidade e
facil oxida¢do quando exposto a luz e ao oxigénio. Essas caracteristicas resultam em baixa
biodisponibilidade do f-CNF. Entre as abordagens para reverter algumas dessas limitagdes
estdo as complexagdes com ciclodextrinas que demonstram uma ampla aplica¢ao nas pesquisas
farmacologicas por melhorar a solubilidade e a estabilidade da substancia quimica. Assim, as
ciclodextrinas como a f-ciclodextrina e metil-f-ciclodextrina podem promover a liberagao
controlada do S-CNF por diferentes mecanismos como o aumento da solubilidade e estabilidade

quimica (LIU et al., 2015; SANTOS et al., 2017).
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Assim, o propodsito principal deste estudo consistiu em determinar o efeito
farmacolédgico do f-cariofileno livre e do seu complexo de inclusdo (f-cariofileno/metil-f-
ciclodextrina) no modelo animal de depressao induzido por dor neuropatica (constrigdo cronica
do nervo ciatico). Nesse estudo, serao utilizados o teste do campo aberto, suspensao pela cauda,

nado for¢ado e borrifagem de sacarose.
MATERIAL E METODOS
p-cariofileno e compostos quimicos

O f-cariofileno [Formula molecular: CisHa4, peso molecular: 204,36, CAS: 87-44-5;
pureza > 98,5% (Figura 1A)], Tween 80, imipramina e metil-f-ciclodextrina (Figura 1B)
foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Todos os outros reagentes quimicos
utilizados foram de grau analitico. As solugdes dos compostos quimicos utilizados no presente

estudo foram preparadas e usados no dia dos experimentos.

Figura 1: Estrutura quimica do f-cariofileno [(1R,4E,95)-4,11,11-trimetil-8-

metilidenebiciclo[7.2.0]Jundec-4-eno] e da metil-f-ciclodextrina, respectivamente.
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Fonte: Autoria propria.
Preparacao do complexo de inclusio do f-cariofileno com metil-f-ciclodextrina

O método de liofilizagao foi utilizado para obten¢do do complexo de inclusdao do f-
cariofileno com metil-f-ciclodextrina (Figura 1B) ap6s a preparacdo da mistura fisica. A

mistura fisica entre o f-cariofileno e metil-f-ciclodextrina foi preparada num almofariz na
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proporc¢ao molar 1:1 e usada como referéncia. O produto final obtido apds a liofilizacdo foi
armazenado em vidro ambar até a caracterizacdo utilizando as técnicas de calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(IVTF), microscopia eletronica de varredura, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN 'H), espectroscopia de efeito nuclear de Overhauser (NOESY) e simulacdo de diniAmica
molecular (MD). Todos esses procedimentos ja foram descritos detalhadamente por Santos et

al. (2017). O rendimento obtido para o complexo de inclusdo do f-cariofileno foi de 66,22%.
Animais e condi¢Oes experimentais

Os camundongos Swiss fémeas (25-30 g) utilizados no presente estudo foram obtidos
do Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui (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 a agua filtrada
disponivel em garrafas graduadas e comida (pellets de racdo Purina). Todos os animais
utilizados foram mantidos em gaiolas de polipropileno (30 x 20 x 13 cm) com o maximo de
cinco animais por gaiola e inicialmente aclimatados no Laboratorio de farmacologia da dor
(LAFDOR — Ntcleo de Pesquisas em Plantas Medicinais — NPPM) por dez dias antes da
realizacdo dos experimentos. Todos os testes comportamentais foram realizados entre as 10:00
e 16:00 horas.

O méaximo de esforgo foi feito para minimizar tanto o sofrimento quanto o niamero de
animais utilizados, sendo que cada experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI#012/15) e realizado
de acordo com os principios éticos estabelecidos pela Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizagdo de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica (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 farmacolégicos

Os animais foram organizados aleatoriamente em oito grupos com oito animais cada
(n=8). Grupo I: grupo controle que recebeu por via oral (v.0.) apenas Tween 80 0,05%
dissolvido em solugdo salina 0,9% (veiculo) (10 mL/kg, v.0.). Grupo II: grupo sham (falso
operado) que recebeu apenas veiculo (10 mL/kg, v.0.). Grupo III e IV: grupos de animais que

receberam o f-cariofileno nas doses de 100 ¢ 200 mg/kg (v.0.), respectivamente. Grupo V:
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grupo de animais que recebeu a metil f-ciclodextrina na dose de 200 mg/kg (v.o.). Grupo VI e
VII: grupos de animais que receberam o f-cariofileno/metil-S-ciclodextrina nas doses de 50 e
100 mg/kg (v.0.), respectivamente. Grupo VIII: grupo de animais que recebeu a imipramina (50
mg/kg, v.0.).

O f-cariofileno puro e complexado foram emulsificados em Tween 80 0,05% dissolvido
em solucdo salina 0,9% (veiculo) e administrado por via oral (v.0.) apenas uma Unica vez nas
para avaliagdo detalhada dos testes comportamentais (campo aberto, suspensdo pela cauda,
nado forcado e borrifagem de sacarose) apos uma hora de tratamento. A imipramina (50 mg/kg,
v.0.) foi solubilizada em veiculo e serviu como controle positivo no teste nado forgado,
suspensdo pela cauda e borrifagem de sacarose apds uma hora de tratamento. As doses do f-
cariofileno e das outras substancias utilizadas foram estabelecidas a partir de estudos anteriores
(OLIVEIRA et., 2018, MACHADO et al., 2015, DONATO et al., 2014).

Apos a organizagdo dos grupos de animais em gaiolas metabolicas de polipropileno, os
protocolos experimentos foram divididos em 3 etapas seguidas. Na primeira etapa ndo houve
procedimento cirtrgico e nem tratamento farmacologico (experimento basal), sendo que cada
grupo de animais foi avaliado nos testes comportamentais (Von frey, campo aberto, suspensao
pela cauda, nado for¢cado e borrifagem de sacarose). Posteriormente e conforme a Figura 2, na
segunda etapa foi realizado o procedimento cirtrgico e ndo houve o tratamento farmacoldgico
com f-cariofileno livre, complexado (f-cariofileno/metil-S-ciclodextrina) ou imipramina,
sendo que cada grupo de animal foi avaliado semanalmente no teste Von frey para verificacao
do surgimento da dor neuropatica. No fim da quarta semana foi realizado os testes
comportamentais para verificacdo do surgimento do comportamento semelhante a depressao
pelo aumento do tempo total de imobilidade no teste da suspensao pela cauda e nado forgado,
bem como a redu¢do no tempo total e na frequéncia de groomings no teste de borrifagem de
sacarose. Os experimentos da terceira etapa foram realizados apds a quarta semana em que foi
realizado o tratamento com f-cariofileno livre (Grupo III e 1V), complexado (/-
cariofileno/metil-f-ciclodextrina) (Grupo VI e VII) ou imipramina (Grupo VIII) para realizagao
de todos os testes comportamentais (campo aberto, suspensdo pela cauda, nado forgcado e
borrifagem de sacarose) e avaliacdo do efeito antidepressivo conforme representado na Figura

2.
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Figura 2: Representacdo esquematica das etapas e protocolos experimentais desenvolvidos no
presente estudo.
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Teste do campo aberto (TCA); Teste da suspensdo pela cauda (TSC); Teste do nado forcado
(TNF); Teste da borrifagem de sacarose (TBS).

Fonte: Autoria propria.
Procedimentos cirurgicos - Constricio parcial do nervo ciatico

Apo6s a anestesia com cloridrato de xilazina (15 mg/kg) e cloridrato de cetamina (80
mg/kg) intramuscular, os animais utilizados foram submetidos & compressao parcial do nervo
ciatico direito que foi exposto por meio da separacdo do musculo biceps femoral com pinga
ponta romba para a liberagdo do tecido conjuntivo circundante. Apds a localizagao do nervo
com uma pinga, foi realizado levemente uma ligadura usando fio de seda (3-0 Shalon®) para
circundar todo o didmetro do nervo ciatico. Todas as ligaduras foram realizadas
cuidadosamente pelo mesmo pesquisador para garantir a homogeneidade no procedimento.
Apos a ligadura, a pele foi suturada e cada animal foi tratado com solugao topica de clorexidina

(2%) e colocado em gaiola metabdlica com antissepsia prévia. O procedimento cirdrgico no
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grupo sham foi somente para exposi¢do do nervo ciatico sem a ligadura (SELTZER et al.,

1990).
Teste de Von Frey

Filamentos de von Frey foram utilizados para avaliagao do limiar nociceptivo mecanico.
Assim, cada animal foi acondicionado em caixa de polipropileno sob uma plataforma fenestrada
de arame elevada para permitir o acesso a superficie plantar das patas traseiras. Os animais
foram aclimatizados por pelo menos 30 min antes dos testes comportamentais. O Limiar
Nociceptivo Mecanico foi mensurado na superficie plantar, que foi tocada com trés repetigdes,
por diferentes filamentos partindo das menores concentragdes, em gramas, para as maiores
(0,16g - 15g). Todos os grupos de animais foram submetidos a avaliagdo prévia (basal) e
semanalmente reavaliados durante quatro semanas apos a cirurgia (CHAPLAN et al., 1994;

ANDRADE PROSPERO et al., 2018).
Teste do campo aberto

Os animais submetidos ao tratamento por via oral com f-cariofileno foram colocados
um por vez no campo aberto feito de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15
cm) e dividido em nove quadrados de areas iguais para avaliacdo da atividade exploratoria
espontanea. Os parametros observados durante 5 minutos foram o nimero total de quadrados
cruzados com as quatro patas, nimero de comportamento de autolimpeza (groomings), nimero
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 suspensio pela cauda

A suspensao pela cauda dos animais foi realizada conforme descrito por Steru et al.
(1987). Um pedago de fita adesiva foi usado para suspender cada animal em tratamento pela
cauda com uma altura de 30 cm acima de uma superficie plana. O experimento foi realizado
durante 6 minutos para determinar o tempo de imobilidade que foi definido pela auséncia de
movimentos bruscos (o animal pode movimentar levemente a cabega ou as patas dianteiras,

sem mexer o corpo) ou auséncia 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
borrifagdo de uma solucdo de sacarose (10%, peso/volume) no dorso para induzir um
comportamento de autolimpeza (groomings). O tempo total de autolimpeza e a frequéncia

foram registrados durante 5 minutos.
Teste do nado forcado

O teste do nado forgado foi realizado conforme descrito por Porsolt et al. (1978). Cada
animal em tratamento foi colocado em um cilindro (10 x 25 cm) com 10 cm?® de agua
(temperatura entre 25 + 1 °C) durante 6 minutos para determinar o tempo de imobilidade, em
que o animal permanece flutuando passivamente na agua fazendo pequenos movimentos para
manter a sua cabeca acima da agua. A agua para cada animal em tratamento era trocada para

evitar uma interferéncia comportamental.
Analise estatistica

Os resultados numéricos foram expressos como média = E.P.M (erro padrao da média).
As estatisticas dos resultados foram analisadas utilizando one way ou two way ANOV A seguida
pelo teste Newman-Keuls como post hoc. Diferengas significativas entre os grupos avaliados

foram considerados quando p<0,05 (GraphPad Prism 6.01).
RESULTADOS
Constricao parcial do nervo ciatico/Teste de Von Frey

Os animais com dor neuropatica diminuiram significativamente o limiar nociceptivo
mecanico na primeira semana apos o procedimento cirtirgico para a constri¢ao parcial do nervo
ciatico quando comparado com grupo sham evidenciando assim a instalacdo da neuropatia por
injuria nervosa (Figura 3, p<0,05). Conforme destacado no presente estudo, os animais com
dor neuropatica apresentaram comportamento semelhante a depressao pelo aumento do tempo
total de imobilidade no teste da suspensdo pela cauda (Figura SA, p<0,05) e nado forcado
(Figura 5B, p<0,05), bem como redu¢do no tempo total e na frequéncia de groomings no teste

de borrifagem de sacarose (Figura 6, p<0,05) apds 28 dias do procedimento cirurgico (Figura
3).
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Figura 3: Resultados do limiar nociceptivo mecanico (LNM) no modelo de dor neuropatica

por constri¢do parcial do nervo cidtico da pata direita.
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Os resultados representam a média + E.P.M. "p<0,05 em relagdo ao grupo Sham (two way

ANOVA e Newman-Keuls como post hoc teste).
Teste do campo

Os animais com dor neuropatica sem tratamento apresentaram reducdes significativas
no numero de cruzamentos (Figura 4, p<0,05), rearings (Figura 4, p<0,05), groomings
(Figura 4, p<0,05) e numero de cruzamentos na area central (Figura 4, p<0,05) quando
comparado com os animais dos experimentos basal. Diferentemente do observado para os
animais com dor neuropatica sem tratamento, os animais que receberam o f-cariofileno livre
(B-CNF 100 mg/kg) e complexado (S-CNF/MSCD 50 e 100 mg/kg) depois da indugdo da dor
neuropatica e apOs a quarta semana aumentaram significativamente todos os parametros

avaliados no teste do campo aberto (Figura 4, p<0,05).
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Figura 4: Resultados da atividade exploratéria espontdnea do fS-cariofileno livre (-CNF) e

complexado com metil-f-ciclodextrina (S-CNF/MSCD) no teste do campo aberto.
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Os resultados representam a média + E.P.M. "p<0,05 em relagiio aos animais do experimento
basal (Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo salina 0,9%) (two way ANOVA e Neuman-
Keuls como post hoc teste). “p<0,05 em relagdo em relagdo aos animais com dor neuropatica
sem o tratamento farmacoldgico (Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo salina 0,9%) (two

way ANOVA e Neuman-Keuls como post hoc teste).
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Teste da suspensio pela cauda

Os animais com dor neuropatica sem tratamento apresentaram um aumento significativo
no tempo de imobilidade quando comparado com os animais do grupo basal no teste da
suspensao pela cauda (Figura 5A, p<0,05) e nado forcado (Figura 5B, p<0,05). No entanto, os
animais com dor neuropatica que receberam o f-cariofileno livre (f/-CNF 100 mg/kg) e
complexado (S-CNF/MACD 50 e 100 mg/kg) apresentaram uma diminui¢ao significativa no
tempo de imobilidade no teste da suspensdo pela cauda (Figura 5A, p<0,05) e nado forgado
(Figura 5B, p<0,05) quando comparado somente com animais com dor neuropatica sem

tratamento farmacolégico.

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

com metil-$-ciclodextrina (S-CNF/MACD) e da imipramina (IMP) no teste da suspensao pela
cauda (A) e nado forcado (B).

A
*

-_— N W
[—J T —— T )
[— . — I — . — ]

Imobilidade (s)

S

400

N W
S 2
=

Imobilidade (s)

S
S
S

b

[ Basal/sem dor neuropélticaQS N
Dor Neuropatica/sem tratamento
Dor Neuropatica/com tratamento

Os resultados representam a média = E.P.M. "p<0,05 em relacio aos animais do experimento

basal (Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo salina 0,9%) (two way ANOVA e Neuman-
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Keuls como post hoc teste). *p<0,05 em relagdo em relagio aos animais com dor neuropatica
sem o tratamento farmacoldgico (Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo 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 ap6s a borrifagem de sacarose 10%, os
animais com dor neuropatica sem tratamento apresentaram uma reducao significativa no tempo
total e na frequéncia de groomings quando comparado com os animais do grupo basal (Figura

6A ¢ 6B, p<0,05).

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

(complexado (S-CNF/MBCD) e da imipramina (IMP) no teste de borrifagem de sacarose.
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Os resultados representam a média = E.P.M. "p<0,05 em rela¢do aos animais do experimento
basal (Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo salina 0,9%) (two way ANOVA e Neuman-

Keuls como post hoc teste). *p<0,05 em relacdo em relagio aos animais com dor neuropatica
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sem o tratamento farmacoldgico (Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo salina 0,9%) (two
way ANOVA e Neuman-Keuls como post hoc teste). Tempo total de autolimpeza (groomings)

(A) e frequéncia de autolimpeza (groomings) (B).
DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo consistiu em avaliar o efeito farmacologico do f-
cariofileno livre e complexado sobre as alteragdes comportamentais depressivas induzidas por
dor neuropatica estabelecida por compressao parcial do ciatico em camundongos Swiss fémeas.
O principal resultado farmacoldgico obtido foi a demonstragdo de que o p-cariofileno
complexado foi bem mais efetivo na atividade comportamental semelhante ao antidepressivo
com uma dose inferior ao f-cariofileno livre. Esses resultados possibilitam uma melhor
compreensdo das propriedades farmacoldgicas do fS-cariofileno, bem como os mecanismos
envolvidos na sua acdo antidepressiva.

Atualmente, multiplas abordagens técnicas tém sido utilizadas para aumentar a
solubilidade aquosa de compostos farmacolégicos como o uso de lipossomas, nanoparticulas,
microemulsdes e complexos de inclusdo com ciclodextrinas. As ciclodextrinas sao classificadas
em a, f e y que contém 6, 7 ¢ 8 unidades de glicopiranosideo, respectivamente, com grupos
hidroxilas primarios e secundarios localizados nas bordas estreitas e mais largas de uma
estrutura em forma de cone truncada. Entre as diferentes ciclodextrinas, as  sdo amplamente
utilizadas devido ao seu prego ser menor, facil disponibilidade e orientagdo estrutural favoraveis
a formagdo de complexos de inclusio (GHARIBZAHEDI; JAFARI, 2017; KFOURY et al.,
2016). As ciclodextrinas melhoraram a estabilidade e biodisponibilidade in vivo conforme ja
relatado no estudo farmacoldgico de SANTOS et al., (2016) em relagao as atividades anti-
inflamatoria, protetora gastrica e antioxidante quando comparado com f-cariofileno livre.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que os camundongos Swiss
fémeas com constri¢ao do nervo ciatico desenvolveram comportamento semelhante a depressao
pelo aumento do tempo total de imobilidade no teste da suspensao pela cauda e nado forgado,
bem como redugdo no tempo total e na frequéncia de groomings no teste de borrifagem de
sacarose. Esses resultados estdo de acordo com as evidéncias ndo clinicas e clinicas que
destacam uma relacdo entre dor crénica e depressdo, sendo que varios estudos prévios
demostraram que a dor neuropatica persistente pode resultar em alteracdes de comportamento
tipicas da depressdao 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 administragdo aguda do p-cariofileno reduziu significativamente o tempo de
imobilidade semelhante a imipramina e os resultados descritos na Figura S estdo conforme
demonstrados pelo estudo de Bahi et al. (2014) em camundongos Swiss machos, o que pode
sugerir que o comportamento antidepressivo apds o tratamento com S-cariofileno ocorre
independentemente da diferenca de sexo. Com doses inferiores, o f-cariofileno complexado a
partir da dose de 50 mg/kg apresentou significativo efeito anti-imobilidade no teste da
suspensao pela cauda e nado for¢ado quando comparado somente com o f-cariofileno livre.
Adicionalmente, os resultados do f-cariofileno livre e complexado em ambos os testes foram
acompanhados pelo aumento da atividade locomotora quando considerado o nimero de
cruzamentos no teste do campo aberto, bem como um aumento no nimero de cruzamentos na
area central exercendo efeito comportamental semelhantes aos ansioliticos.

Para verificar outro parametro do efeito antidepressivo do p-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 auséncia 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 suspensao pela cauda e nado for¢ado, a administracdo aguda do f-cariofileno livre
e complexado fez com os grupos de animais apresentassem uma maior duracao e frequéncia de
grooming, evitando assim comportamento anedonico.

Embora os testes da suspensdo pela cauda e nado forcado em animais com dor
neuropatica estabelecida por compressao parcial do ciatico possam predizer o potencial
antidepressivo do f-cariofileno livre e complexado, o uso de outros modelos animais como
bulbectomia olfatoria, estresse leve cronico, hipofagia induzida pela novidade e estresse
causado pela derrota social podem fornecer uma maior validade nos resultados antidepressivo
do f-cariofileno. Além disso, uma vez que os mecanismos que podem justificar os efeitos anti-
imobilidade do f-cariofileno ainda precisam ser amplamente explorados, o presente estudo
destaca a importancia do complexo de inclusdo f-cariofileno/metil-f-ciclodextrina sobre a

atividade neurofarmacologica.
CONCLUSAO

Nos protocolos experimentais, [-cariofileno complexado melhorou a atividade
comportamental semelhante ao antidepressivo com uma dose inferior ao f-cariofileno livre.

Assim, os resultados obtidos neste estudo destacam uma premissa interessante no uso do
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complexo de inclusdo p-cariofileno/metil-f-ciclodextrina para o desenvolvimento de

formulagdes farmacéuticas de dosagem oral com biodisponibilidade aumentada.
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CONSIDERACOES FINAIS

O potencial farmacolégico do S-cariofileno [(f-humuleno ou (-)-trans-cariofileno)] nos
ultimos anos tem sido amplamente pesquisado € a compreensao do perfil de toxicidade desse
composto bioativo extraido de varias espécies de plantas ¢ importante. Conforme os resultados
descritos no Capitulo 1, a toxicidade aguda em camundongos Swiss fémeas avaliada pela
diretriz 423 da OECD estabeleceu que o f-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 ndo houve alteracdes significativas que indicassem toxicidade no peso corporal,
consumo de alimento e agua, parametros hematoldgicos e bioquimicos, bem como nos
biomarcadores de estresse oxidativo no figado e rim. Adicionalmente, os resultados
histopatologicos dos animais tratados com f-cariofileno (300 e 2000 mg/kg) ndo comprometeu
orgdos como figado, rim, coragdo e pulmdo. Além do estudo toxicoldgico, o estudo
neurofarmacoldgico com f-cariofileno proporcional um suporte adicional na compreensao dos
mecanismos neuromoleculares subjacentes as propriedades ansioliticas, antidepressivas e
anticonvulsivantes em camundongos Swiss fémeas. Esses resultados sdo importantes porque
propriedades ansioliticas, antidepressivas e anticonvulsivantes do S-cariofileno podem envolver
a via molecular L-arginina-6xido nitrico que ainda € pouco pesquisada. Os resultados obtidos
sugerem que os receptores serotoninérgicos dos tipos 5-HT24 e 5-HT3 ndo estdo envolvidos nas
propriedades ansioliticas, antidepressivas e anticonvulsivantes do S-cariofileno. Nesse estudo,
um modelo acional de estudo neurofarmacolégico (depressao induzida por dor neuropatica) foi
empregado para determinagdo das propriedades antidepressivas do f-cariofileno livre e do seu
complexo de inclusdo (f-cariofileno/metil-f-ciclodextrina). Conforme os resultados obtidos no
presente estudo, o S-cariofileno quando complexado com metil-S-ciclodextrina foi mais efetivo
nas propriedades antidepressivas com uma dose inferior ao f-cariofileno livre. S-cariofileno
apresenta baixa solubilidade em 4gua e os resultados obtidos descritos no Capitulo 3 destacam
uma premissa promissora na aplicagdo do complexo de inclusdo [-cariofileno/metil-f-
ciclodextrina para o desenvolvimento de formula¢des farmacéuticas de dosagem oral com

biodisponibilidade aumentada em propriedades antidepressivas.
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PERSPECTIVAS

1) Confirmar uma maior eficicia do potencial das propriedades ansioliticas do S-cariofileno
complexado com metil-f-ciclodextrina em camundongos Swiss (Mus musculus) com dor
neuropatica (constri¢ao cronica do nervo ciatico) utilizando o teste do campo aberto, labirinto

em cruz elevado e da alimentacdo suprimida pela novidade.

2) Confirmar uma maior eficécia do potencial neuroprotetor do S-cariofileno complexado com
metil-f-ciclodextrina contra crises epilépticas induzida pelos quimioconvulsivantes

(pilocarpina, pentilenotetrazol e isoniazida).

3) Determinar 0s mecanismos moleculares mediado por  receptores
benzodiazepinicos/GABAérgicos, serotoninérgicos (5-HT2A e 5-HT3) e a via L-arginina-
oxido nitrico (NO) das propriedades ansioliticas e antidepressivas do S-cariofileno complexado

com metil-f-ciclodextrina em camundongos Swiss com dor neuropatica.

4) Determinar a concentragdo de f-cariofileno presente no complexo de inclusdo.
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Campus Universitario Ministro Petrbnio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP. 64049-550
Telefone (88) 3215-5734 _e-mail ceeapl@ufpi.edu.br
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a responsabilidade da Profa. Dra. FERNANDA REGINA DE CASTRO ALMEIDA do
Departamento de Bioquimica e Farmacologia/lCCS/UFPI, com Carta de Aprovagao deste
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Non-clinical toxicity of f-caryophyllene, a dietary cannabinoid: Absence of [ )

adverse effects in female Swiss mice =
George Laylson da Silva Oliveira™*, Keylla Conceicio Machado®, Kitia Conceicio Machada®,

Ana Paula dos Santos C.L. da Silva®, Chistiane Mendes Feitosa®,

Fernanda Regina de Castro Almeida™*

*c:mpnau;&mmuummumrqmmmm B!

® Dupare mere of Phavmacy, Fecdend [haversty of Plasd, 6 4040550, Teresing, Srosl!

* Deparawers of Chemitiay, Uiatversiy Federd of Phmsl, &#049-550, Teresing, Bras

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keypwards proaryophyllene is a food additive that & bund in food plants and bas boad pharmamlogical potential
Aome ok However, litle toximlogia] information has been reported and its use is based on the fact dhat this bicyclic
Foraryopiyliens sesqrie=rpene is daily consumed 2 & plant food in much larger quamtities than = a food additive. Thus, this
Byl sequiapens study evaluied acue {14day) and repested dose (28 days ) omal foaryophyllens toxicity in female Swics mice
E‘i‘dﬂ i analyzing changes in bochy weight, fiod intake, water intake, hemawlogio] and bischemical parameters, organ

weight after necropay, mxilative stvess markers and histopsthalogy of varous tisues, Acute (300 and 2000 mg/
kgl and repeated-dose (300 and 2000mg,Jg) tox city shudies wene pefomed aooonding to the Orgamimtion fior
Foonomic Cooperation and Development {GECD) guideline 423 and 407, rspectively. There was alwence of
adverse clinical signs and monality in any animal subjscted to aoe and repested-dose toxicity shdy. In ad-
dition, no significant changes inbady weight, food and water intake, oxidative sies iomadkers, hematal ogical
and binchemiom] pammeters wene abserved when mmparesd o ocmntrol group from singledose and epested-dme
toxicity study. Thersfore, the remlts of this smdy provide an mndextanding of the wxidty pofile of f-cr
vophyllene which can be considered a compound with tocicity ot doses higher then X mg kg body weight.

1. Introdoct on Sankaramnr ayanan, 2116) amd Ji_l.l‘pﬁhpkieml.c affect {Raldlssem ot al,
1016 ), preventon of non-alooholic fany lver disease (Kamihubo e al,

Frearyophyllene (f-humulene or |- )-tam-caryophyllens) is a bi 2016), newroprotective (Santos & al, 2017), antdepressant, anxdolytle
cyelic sesquiterpene with an Imponant role in e chemisiry of ses (Bald et al, 2014), antdconvakant (Liu et al, 2015), antlcancer {Fidyt

S T S R " i aaa T B TR PN PR BRI ¥ T R ! SR ' [ T SRS R P



172

ANEXO C: Confirmagao de submissdo ao sistema editorial para a Life Sciences (B1)

Fwd: Submission Confirmation caixa de entrada x

Ana Paula dos Santos Correia Lima da Silva UFPI
para eu

inglés portugués Traduzir mensagem

Forwarded message
De: Life Sciences <gessenver@eesmail elsevier com>
Date: qui, 7 de mar de 2019 16:21

Subject: Submission Confirmation

To: <apaulasantosliima@ufpiedu br=

*** Automated email sent by the system ***

Dear Dr. Silva,

Your submission entitled "Different neuromolecular modulations of <beta=-caryophyliene on anxiolytic, antidepressant and anti

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to Elsevier Editorial Systems as an author. The URLis

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.

Thank you for submitting your work to this joumnal.

Kind regards,



