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RESUMO

O beta-cariofileno é um sesquiterpeno biciclico natural encontrado nos 0leos
essenciais de plantas medicinais, com atividades farmacoldgicas como
anticancer, hepatoprotetora, gastroprotetora, nefroprotetora, antimicrobiana,
imunomoduladora, anti-inflamatoria e antioxidante. As duas Ultimas atividades
farmacoldgicas despertam interesses em estudos sobre suas acdes em
disturbios neuroldgicos. Assim, o objetivo do estudo foi de avaliar os efeitos do
beta-cariofileno, em modelos animais (camundongos Swiss machos) para
epilepsia e ansiedade. Doses de 30, 100 e 300 mg/kg, via intraperiotoneal foram
aplicadas nos estudos anticonvulsivos, e de 25, 50 e 75 mg/kg i.p. para avaliacéo
ansioliticas. Os testes com pentilenotetrazol (85 mg/kg i.p), eletrochoque
maximo, acido cainico (30 mg/kg i.p.), Rota Rod e do labirinto aquatico de Morris
foram usados na avaliagcdo anticonvulsivante, e os testes de Labirinto em Cruz
Elevado, Claro ou Escuro e de Esconder Esfera, Rota Rod para atividade
ansiolitica. O ensaio de peroxidacéo lipidica foi usado na avaliacdo de danos
oxidativos no modelo de epilepsia. Os efeitos toxicoldgicos e antioxidantes, em
0,3; 0,7; 1,5 e 3 mM, foram avaliados em Artemia salina e em Saccharomyces
cerevisiae, como também frente aos radicais é&cido 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilico,2,20-azinobis-3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico e hidroxila. O beta-
cariofileno apresentou efeitos anticonvulsivantes na dose de 30 mg/kg no modelo
com eletrochoque maximo, sem neurotoxicidade, como observado no Rota Rod,
como também no modelo com acido cainico, e de forma correlacionada ao baixo
nivel de peroxidacao lipidica, como também diminui¢éo de laténcia dependente
da dose, no teste do Labirinto Aquatico de Morris. Entretanto, no modelo com
pentilenotretazol n&o foi observado efeito anticonvulsivante.  Atividades
ansioliticas foram observadas pelo aumento do nimero de entradas nos bracos
abertos e o tempo de permanéncia no compartimento claro e por diminui¢do no
namero de esferas escondidas sem interferir no desempenho de camundongos
no Rota Rod. Ndo apresentou toxicidade em A. salina. Efeitos antioxidantes
foram observados em S. cerevisiae frente ao peroxido de hidrogénio (10 mM) e
nos testes in vitro. Correlacdes estatisticas foram observadas entre os efeitos
ansioliticos com as atividades antioxidantes. O beta-cariofileno € um composto
promissor para formulagbes neurofarmacoldgicas, por suas atividades
anticonvulsivantes, como agonista do receptor carnindide, e ansioliticas
possivelmente, por mecanismos associados ao seus efeitos antioxidantes.

Palavras-chave: Beta-cariofileno, doencas neurolégicas, modelos animais.



ABSTRACT

Betacariophilene is a natural bicyclic sesquiterpene found in essential oils of
medicinal plants, with pharmacological activities such as anticancer,
hepatoprotective, gastroprotective, neproprotective, antimicrobial,
immunomodulatory, anti-inflammatory and antioxidant. The last two
pharmacological activities arouse interest in studies of their actions in neurological
disorders. Thus, the objective of the study was to evaluate the effects of beta
caryophyllene in animal models (Swiss female mice) for epilepsy and anxiety.
Doses of 30, 50, 100 and 300 mg / kg, i.p. were applied in the anticonvulsive
studies, and 25, 50 and 75 mg / kg i.p. for anxiolytic evaluation. The tests with
Pentilenotetrazole (85 mg / kg ip), maximal electroshock, caffeic acid (30 mg / kg
ip), Rota Rod and the aquatic labyrinth were used in the anticonvulsive evaluation,
and the Labeled High, Light or Dark to Hide Sphere, Rod Route for anxiolytic
activity. The lipid peroxidation assay was used to evaluate oxidative damage in
the epilepsy model. The toxicogenic and antioxidant effects, in 0.3; 0.7; 1.5 and 3
mM, were evaluated in Artemia salina and Saccharomyces cerevisiae, as well as
the radicals 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazylic acid, 2,20-azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid and hydroxyl. Beta-caryophyllene presented
anticonvulsant effects at the dose of 30 mg / kg in the model with maximum
electroshock, without neurotoxicity, as observed in the Rod Route, as well as in
the model with kainic acid, and in a way correlated to the low level of lipid
peroxidation, as well as decrease of dose-dependent latency in the Morris Aquatic
Labyrinth test. However, no anticonvulsive effect was observed in the
pentilenotretazole model. Anxiolytic activities were observed by increasing the
number of open arms entrances and the dwell time in the clear compartment and
by decreasing the number of hidden beads without interfering with the
performance of mice in the Rod Route. No toxicity was observed in A. salina.
Antioxidant effects were observed in S. cerevisiae against hydrogen peroxide (10
mM) and in the in vitro tests. Statistical correlations were observed between
anxiolytic effects and antioxidant activities. Beta-caryophyllene is a promising
compound for neuropharmacological formulations, because of its anticonvulsant
activities, as a carninoid receptor agonist, and possibly anxiolytic, by mechanisms
associated with its antioxidant effects.

Keywords: Beta-cariophilene, neurological diseases, animal models.
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Papel neuroprotetor do beta-cariofileno (BCF)

Possiveis vias neuro-imunomodulatérias do beta-cariofileno
(BCF). [BCF pode estimular as células T CD8, que eventualmente
estimula as células T CD4 a converter as células T CD4 em
(células T CD4 +). As citocinas pro-inflamatorias (por exemplo, IL-
6, TNF-a, TGF-B, IFN-y) por acédo das células T CD4 + podem
estimular as células Thl, Thl7 e Treg e modular as atividades
neurolégicas.]

Possivel efeito analgésico do beta-cariofileno (BCF). [Através da
estimulacdo do CB2R, ou sistema p38 MAPK / NF-kB, o BCF pode
regular negativamente a ativagdo da microglia, levando a
regulacédo negativa do receptor de quimiocina C-C tipo 2 (CCR2) e
INOS, o que acabara reduzindo a dor neuropatica.

Figura 5. Possivel efeito anti-Alzheimer do beta-cariofileno (BCF).
[(A) O BCF pode inibir a sintese de o6xido nitrico (NO) e beta-
amiléide (AB), responsavel por proteger as fungées mitocondriais
e sinapticas, juntamente com a transducéo de sinal neuronal. O
processo global inibe a neurodegeneragédo, a gliose e a
hiperfosforilacdo da proteina tau, sugerindo um efeito anti-
Alzheimer. (B) O BCF, via ativagédo do CB2R, pode ativar o PPAR-
y e, eventualmente, o PI3K, Raf (membro da familia serina /
treonina-proteina cinase), quinase quinase MAP (MEK) -1/2 e
ERK-1/2, que causa a sobrevivéncia das células neuronais.]
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1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre a origem das patologias neuropsiquiatricas,
doencas neurolégicas (epilepsia) e transtornos emocionais (ansiedade),
representa uma das areas mais urgentes e dificeis da pesquisa cientifica atual
(BAKER; CASWELL; ECCLES, 2019). Diversos estudos apontam associacdes
entre estresse oxidativo e patologias no Sistema Nervoso Central (SNC),
caracterizando o estresse oxidativo como um dos mecanismos para a etiologia
de alteracdes no SNC de forma multifatorial (MACHADO et al., 2018).

A epilepsia acomete cerca de 50 milhdes de individuos no mundo e é
caracterizada pela ocorréncia de convulsdes espontaneas recorrentes, em
consequéncia da atividade neuronal excessiva (PEARSON et al., 2015; WALSH
et al., 2016). E um distdrbio neuroldgico que se caracteriza por convulsdes
espontaneas, bem como pelo comprometimento da aprendizagem e da memoria
como um fator de comorbidade (VERROTTI et al., 2015; CLARY; SNIVELY;
HAMBERGER, 2018). Apesar das crises serem contidas com medicamentos
antiepilépticos, ainda existem pacientes que permanecem refratarios a terapia
(VIDAURRE; GEDELA; YAROSZ, 2017).

A ansiedade se caracteriza como uma desordem emocional grave que
pode surgir como um estado de tensdo, como reacdes normais ao estresse até
0 momento em que comecam a causar sofrimento (CUIJPERS, et al., 2014) e se
caracteriza como uma forma particular de inibicAo comportamental, sendo
considerado o quarto transtorno psiquiatrico mais frequente, atingindo entre 2,5%
e 3% da populacdo mundial (FORMIGA et al., 2012). Seu tratamento
farmacoldgico de primeira linha séo os benzodiazepinicos que, apesar da eficacia
clinica, a maioria dos farmacos desta classe apresenta muitos problemas, como
sedacdo, relaxamento muscular, amnésia anterdgrada e risco de instabilidade
gendbmica (GOMES JUNIOR et al., 2018; CORNETT et al., 2018).

Cabe ainda enfatizar que o uso crénico dos benzodiazepinicos pode levar
a efeitos psicomotores, tolerdncia e dependéncia (MACHADO et al., 2018).
Assim, a busca de novas drogas vem despertando pesquisas para O
desenvolvimento de novos agentes antiepilépticos com melhor eficacia e
seguranca toxicogenética. E primordial ressaltar que a procura por alternativas

com baixa toxicidade e que apresentem atividade antioxidante evidencia a
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importancia de estudos farmacoldgicos, a exemplo deste estudo, como uma
possivel alternativa terapéutica eficaz (SHAFIEE et al., 2018).

O cérebro € especialmente vulneravel a lesdo oxidativa devido a alta
utilizagéo de oxigénio e geracao de radicais livres, mecanismos insuficientes de
defesa antioxidantes, alto teor de acidos graxos poli-insaturados oxidaveis e
presenca de metais ativos, de ferro e cobre, que catalisam reacdes que envolvem
radicais livres (DIXON; STOCKWELL, 2014; KIM et al., 2015). Além disso,
fungbes dos sistemas antioxidantes podem estar alteradas durante a
fisiopatologia das doencas que afetam o funcionamento do SNC (MECOCCI;
POLIDORI, 2012) sendo, portanto, necessaria a investigacdo de novos agentes
gue atuam no SNC com propriedades antioxidantes, considerando a importancia
de terapias com o uso de antioxidantes (HALLIWELL, 2006; BALMUS et al.,
2016) para interferir em processos inflamatorios, oxidantes, mitocondriais e
apoptoticos que podem afetar fungdes cognitivas (HALLIWELL et al., 2012), uma
vez que aumento de dano oxidativo estd implicado no desenvolvimento de
ansiedade e epilepsia (BOUAYED; BOHN, 2010; VAVAKOVA et al., 2015).

O beta-cariofileno (BCF) € um sesquiterpeno biciclico que inclui os
isbmeros alfa (a), beta (B) e gama (y). Dentre estes isébmeros, o BCF
desempenha um importante papel na quimica dos sesquiterpenoides, o qual esta
entre 0s sesquiterpenos mais encontrados em muitos Oleos essenciais de
alimentos vegetais como orégano (Origanum vulgare L.) (LOZANO et al., 2004),
pimenta (Piper nigrum L.) (ORAV et al., 2004) e cravo (Eugenia caryophyllata)
(SILVESTRI et al.,, 2010). Estudos ja desenvolvidos em varios modelos
experimentais demonstraram promissoras atividades como anti-hiperglicémico
(BASHA; SANKARANARAYANAN, 2014), antitumoral (LEGAULT; PICHETTE,
2007), analgésico, anti-inflamatério (BAKIR et al., 2008), antimicrobiano
(DAHHAM et al., 2015), antidepressivo (DE OLIVEIRA et al.,2018) e ansiolitico
(BAHI et al., 2014), porém, sem mecanismo de agao.

O BCF possui caracteristica lipofilica, o que facilita sua entrada nas
células. Varios constituintes de 6leos essenciais possuem diferentes atividades
biologicas no SNC, o que indica que sdo capazes de atravessar a barreira
hematoencefalica (ELMANN et al., 2019). E um fitocanabinoide, que atua,
seletivamente, sobre o receptor canabinoide-2 (CB2) e seus efeitos

farmacoldgicos sao bastante estudados (KLAUKE et al., 2014). Estudos também
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BCF tem demonstrado a capacidade antioxidante in vitro e in vivo frente as
Espécies Reativas do Oxigénio (ERO’s) evitando o dano oxidativo (DAHHAM et
al., 2015).

Devido sua alta prevaléncia e auséncia de um tratamento
antiepileptogénico com baixa toxicidade e maior eficacia, reforca a hipotese e
necessidade da realizacdo de novos estudos e criacdo de modelos animais
experimentais que permitam compreender 0os mecanismos fisiopatolégicos
bésicos e identificar tratamentos eficazes. Se considera valido o modelo animal,
gue € capaz de reproduzir caracteristicas clinicas, que podem entdo ser
transferidas para seres humanos ou outros animais (KANDRATAVICIUS, 2014,
PERUCCA; BATTINO; TOMSON, 2014).

Assim, na perspectiva de contribuir com a producéo cientifica na busca de
novos farmacos para terapias de disturbios neurolégicos foi realizado o trabalho
de tese intitulado: “Estudos farmacolégicos do beta-cariofileno em modelos
animais para epilepsia e ansiedade”. O estudo foi didaticamente dividido em
capitulos (Figura 1): o 1° Capitulo versa sobre “ Uma revisdo sistematica
sobre as perspectivas neuroprotetoras do beta-cariofileno” feita com base
em artigos cientificos submetidos e publicados em revistas de carater
internacional com o objetivo de fornecer uma maior abrangéncia sobre as
atividades farmacoldgicas do beta-cariofileno nos resultados encontrados e
torna-los disponiveis a outros grupos de pesquisa. O 2° Capitulo,
“Caracterizacao farmacoldgica do agonista do receptor canabinoide 2, beta-
cariofileno em modelos de convulsdo em camundongos”, que apresenta um
estudo ndo clinico da atividade anticonvulsivante e investigagdo da memoria
espacial em camundongos, bem como estudo oxidativo na inducdo de
peroxidacao lipidica em hipocampo de camundongos. O 3° Capitulo intitulado de
“‘Beta-cariofileno em modelos animais: Perspectivas para terapias da
ansiedade” relata os efeitos ansioliticos do beta-cariofileno, seus efeitos
toxicogenéticos em Artemia salina e S. cerevisiae, bem como suas atividades

antioxidantes in vivo e in vitro.
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Figura 1: Organizacado da Tese
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2 OBJETIVOS

2.1Geral

Avaliar os efeitos farmacolégicos do beta-cariofileno sobre o sistema
nervoso central, em modelos experimentais de epilepsia e
ansiedade, bem como caracterizar seus efeitos toxicoldgicos em
Artemia salina e oxidante/antioxidantes, frente a captura de radicais
livres e modulacdo de danos oxidativos induzidos pelo peréxido de

hidrogénio, em Saccharomyces cerevisiae.

2.2Especificos

Produzir artigo de reviséo sistematica do beta-cariofileno sobre seus
efeitos neuroprotetores com base em bancos de dados cientificos;
Avaliar os possiveis efeitos toxicologicos, comportamentais e
antiepilépticos do beta-cariofleno em modelos animais
(camundongos) de epilepsia induzido por pentilenotetrazol e acido
cainico, e por meio dos testes de eletrochoque maximo, bem como
determinar os niveis de peroxidacao lipidica ex vivo no hipocampo
de camundongos;

Investigar os efeitos do beta-cariofileno nos possiveis prejuizos na
memoria induzidos em camundongos pelo teste de labirinto aquatico
de Morris.

Verificar os possiveis efeitos ansioliticos do beta-cariofileno em
modelos animais nos testes comportamentais de Rota Rod, Labirinto
em Cruz Elevado, Claro e Escuro e Teste de Esconder Esferas.
Avaliar os efeitos toxicos do beta-cariofileno em Artemia salina e seu
potencial antioxidante in vitro frente aos radicais 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH"), 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico
(ABTS™) e radicais hidroxila (OHe);
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e Determinar os possiveis efeitos antioxidantes do beta-cariofileno em
linhagens de Saccharomyces cerevisiae frente aos danos oxidativos

induzidos pelo peréxido de hidrogénio.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Os produtos naturais e suas atividades farmacoldgicas

Os produtos naturais de plantas e animais sdo a principal fonte de
praticamente todas as preparacdes medicinais, como também desempenham
importante papel no processo de descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos. Assim, fornecendo pistas de novos compostos que entraram em
ensaios clinicos, particularmente como agentes para industria farmacéutica
(HARVEY, 2008; DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012; NEWMAN; CRAG, 2012).

Cabe enfatizar que os produtos naturais possuem vantagem adicional em
relacdo aos compostos sintéticos, pelas propriedades de "semelhangas com
seus metabdlitos” (HERT et al., 2009). Tais compostos ndo sdo apenas
biologicamente ativos, mas também s&o, substratos para um ou mais sistemas
transportadores que podem guiar 0s compostos para o seu local de acéo
intracelular, colocando produtos naturais em espaco quimico biologicamente
mais relevante do que compostos sintéticos (Figura 2) (HARVEY; EDRADA-
EBEL; QUINN, 2015).

Figura 2: Espaco quimico biologicamente relevante de produtos naturais e

compostos sintéticos.
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Fonte: Adaptado de Harvey; Edrada-Ebel; Quinn, (2015)
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Além da vantagem de “semelhanca de metabdlito”, é observado um grau
elevado na biodisponibilidade desses compostos naturais, de particular
importancia, para a continuidade de testes mais funcionais em organismos
modelo (SCHENOME et al., 2013), principalmente pela anédlise de seu teor e
de suas caracteristicas fenotipicas (EGGERT, 2013). Existe uma ampla gama
de indicacdes, além da atividade antimicrobiana, anticancerigena e em
modelos de neuropatia diabética (JI et al., 2013), como também propriedades
farmacologicas como: antiviral (SONG et al., 2017), anti-inflamatorios e
antioxidantes (ROSAS; CORREA; DAS GRACAS HENRIQUES, 2017), para
terapia de Alzheimer (ZHU et al., 2013), e em especial para terapia de epilepsia
(EKSTEIN; SCHACHTER, 2010; REHMAN et al., 2019), o que assegura 0S
estudos dos potenciais dos produtos naturais para a neuroprotecédo (Figura 3)
(KHAZDAIR et al., 2019).

Figura 3: Efeito neuroprotetor de produtos naturais de origem vegetal
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Fonte: Adaptado de Khazdair et al. (2019)
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3.2 Oleos essenciais e atividades farmacolégicas

As plantas séo as fontes importantes de compostos naturais com diversas
bioatividades, permitindo seu uso para fins de producao de alimentos funcionais
e medicinais (PETROVIC et al., 2017). Especialmente, numerosas plantas
aromaticas e especiarias sao altamente valorizadas nas industrias farmacéutica,
alimenticia e cosmética, devido a sua capacidade de fragrancia (VALDERRAMA;
RUIZ, 2018). Destas, sdo extraidos componentes naturais, biologicamente
ativos, como os 6leos essenciais (OEs) que sé&o liquidos lipofilicos com
propriedades farmacoldgicas (AMATISTE, et al.,, 2014; HAMEDI; RAZAVI-
ROHANI; GANDOMI, 2014; YOUSEFI et al., 2017).

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de compostos volateis
produzidos por organismos vivos e isolados por meios fisicos como por
destilacdo de uma planta inteira ou parte de planta de origem taxon6émica
conhecida (FRANZ, 2010; BASER; WINDISCH, 2010). O termo “bleos
essenciais” surgiu porque “6leos” foram supostamente “essenciais” para a vida,
e tém uma longa histéria de uso humano para fins cosméticos e medicinais.
Estima-se que, de 3.000 6leos essenciais conhecidos, 300 foram reconhecidos
como comercialmente importantes (ZHAI et al., 2018). S&o fluidos hidrofébicos
e aromaticos extraidos de diversas plantas, que possui uma composi¢ao quimica
complexa (HERAVI; PARASTAR, 2011; BONIFACIO et al., 2014). Estes 6leos
sdo compostos por moléculas volateis, como monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropenos (FRANZ, 2010).

Seus componentes sao biossintetizados pelas plantas como metabdlitos
secundarios e desempenham um papel importante na protecao contra patégenos
e predadores (ASBAHANI et al., 2015). Uma composicao tdo complexa de OEs
carrega um amplo espectro de aplicacbes possiveis em muitos campos, por
exemplo, de alimentos, agricola e farmacéutico (TUREK et al., 2013; De MATOS
et al., 2018). Os compostos com bioativos naturais que tém efeitos positivos sob
os seres humanos e animais (PUVACA et al., 2013). Por causa das propriedades
antimicrobianas, anti-inflamatérias e antioxidantes, os 6leos essenciais tém sido
amplamente utilizados como medicamentos tradicionais para prevenir ou
melhorar a saude em humanos (KIM; FAN; APPLEGATE, 2008; BRENES;
ROURA, 2010). Os componentes bioativos em 6leos essenciais estdo sendo
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identificados e alguns progressos foram feitos para elucidar os mecanismos
subjacentes as funcdes desses compostos em animais, levando ao aumento dos
esforcos de pesquisa que visam a utilizacao de 6leos essenciais (LI et al., 2012),
até mesmo para obtencdo de compostos sintéticos (STATHAKIS; GKIZIS;
ZOGRAFOS, 2016).

Grupos funcionais de 0leos essenciais farmacologicamente significativos
sdo em sua maioria de origem terpenoide e nao terpenoide, A respeito dos 6leos
essenciais comercialmente significativos, os hidrocarbonetos monoterpenoides
se destacam, como o a-pineno (ISMAN; MACHIAL, 2006), o limoneno
(CIRIMINNA et al., 2014) ou o p-cimeno (FADEL et al., 2011). Os monoterpenos
tém pronunciado efeitos antivirais e produzem um efeito de secagem na pele
(SCHNAUBELT, 1999). Deve se destacar a importancia de veiculacdo para o
melhor uso de 6leo essenciais, como no exemplo do fenil hidrocarboneto p-
cimeno, devido a seus efeitos de sensibilizacdo da pele. Portanto, O6leos
essenciais ricos em p-cimeno devem ser evitados em aplicacdes tépicas
(BOWLES, 2003). Os fendis também podem demonstrar esses efeitos,
juntamente com hepatotoxicidade, se ingeridos em concentracdes elevadas ou
concentracfes moderadas durante um longo periodo. Quanto a sesquiterpenos,
como o o-bisabolol e chamazuleno, foram associados a atividade anti-
inflamatéria (SADGROVE; JONES, 2015).

Diversos Oleos volateis possuem uma variedade de atividades
farmacolégicas ansiolitica (ALMEIDA et al., 2012), antiepiléptica (COSTA et al.,
2012), anticancerigenos (ALENCAR et al., 2017; ISLAM et al., 2016; ISLAM,
2017) elou antinociceptiva (CAMPELO et al., 2011) entre outras. Estes efeitos
sdo, provavelmente, devido a diversidade estrutural dos constituintes quimicos
presentes nos 6leos essenciais de plantas medicinais arométicas (MELO et al.,
2010). Considerando o fato de que os 6leos essenciais e 0s seus constituintes
séo utilizados em cosmeéticos e produtos farmacéuticos, € de grande relevancia
analisar o potencial farmacolégico destes compostos. Além disso, deve ser
destacado que a farmacologia dos 6leos essenciais € influenciada por seus
grupos funcionais (SADGROVE; JONES, 2015) (Figura 4).
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Figura 4: Tipos farmacoldgicos de Oleos essenciais definidos por grupo funcional
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Grupos quimicos especificos como fenol de 6leos essenciais, contendo
carvacrol, tem sido potencialmente implicado em atividade antioxidante
(ARISTATILE et al., 2011). Entretanto, em concentragbes mais elevadas,
juntamente com uma série de outros fendis e mais especificamente,
fenilpropanoides, como o safrole; eugenol metilado, demonstram
hepatotoxicidade (BURT, 2004; JIN et al., 2011; HERRMANN et al., 2013). A
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exemplo de aldeidos, o citronelal desempenha efeito repelente contra insetos
(MAIA; MOORE, 2011).

O terpenoide canfora, bem conhecido por ser uma cetona, este continua a ser
usado para reducdo de dores musculares (BARKIN, 2013) e possui atividade
antimicrobiana (ANAND et al., 2011; CHEN; VERMAAK; VILJOEN, 2013). Os
éteres quando ocorrem em estruturas ciclicas sdo denominados de o6xidos, 0
representante mais conhecido desse grupo é o eucalipol. As plantas detentoras
deste composto produzem  efeitos expectorantes, utilizados no
descongestionamento em pacientes resfriados e com tosse (BASER;
BUCHBAUER, 2010). As lactonas sao encontradas em diversos 6leos essenciais
(ZUZART; SALGUEIRO, 2015) e o seu nome € resultante do &cido lactico
(C3HeO3). Efeitos expectorantes desses compostos ja foram observados, mas
ainda existem divergéncias sobre a aplicacdo topica, devido alguns estudos
destacarem sensibilizacdo cutanea. Entretanto, as lactonas também possuem
atividade anti-inflamatdria e contra o cancer (MERFORT, 2011; MATHEMA et al.,
2012).

As cumarinas estdo associadas a atividade anticoagulante. Esse efeito pode
ser empregado no tratamento de doencas cardiovasculares (BOWLES, 2003).
Estudos com cumarinas biologicamente ativas isopsoraleno, xantiletina,
extraidas em 6leos essenciais, podem ser implicadas nos usos terapéuticos
tradicionais (SADGROVE; JONES, 2015).

3.3Atividades farmacoldgicas dos sesquiterpenos

Os sesquiterpenos sdo compostos organicos encontrados nas células
secretoras das Asteraceae, os laticiferos, assim como nos vacuolos de diversas
plantas que estdo sobre estresse, que sao culturalmente utilizados para
tratamento de diarreias, queimaduras, resfriados e neurodegradacéo
(CHADWICK et al., 2013). Sao biossintetizados pelas plantas no seu reticulo
endoplasmatico por enzimas especificas e modificados por outras através de
oxidacao e glicosilacdo. Esse processo da a capacidade de sintetizar diversas
estruturas como metabolitos secundarios (Figura 5) que sdo compostos por uma
configuragéo inicial de 15 carbonos, apresentando-se em formas ciclicas quando

funcionais (CHADWICK et al., 2013). Estas diversas estruturacdes produzidas
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podem ter sido decorrentes de uma dinamica evolutiva contra qualquer injaria
gue a mesma tenha sido exposta (PERASSOLO et al., 2018).

Figura 5: Representacao esquematica da biossintese dos sesquiterpenos
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Notas: AACT: acetoacetil-CoA tiolase. HMGS: HMGS-CoA sintase. HMGR: HMGS-CoA
redutase. MVK: melavonato quinase. PMK: fosfomelavonato quinase. MVD: melavonato
difosfato descarboxilase. IDI: isoprenil difosfato isomerase. FDS: farnesil difosfato
sintase.
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Pela sua ampla modificagdo nas plantas, de tempos em tempos, séo
descobertos novos tipos de sesquiterpenos. Entre 2006 e 2011 foram
descobertos 65; e, mais recentemente, no ano de 2017, foram descritas mais 12
estruturas inéditas, o que demonstra a ampla diversidade que existe deste
composto (FRAGA, 2012; CHEN et al.,, 2017). Por conta deste uso cultural,
pesquisas mais aprofundadas foram feitas sob o seu efeito biolégico. Nestes
estudos foram observadas diversas atividades como anti-inflamatorio,
antitumoral, doencas cardiovasculares, antimutagénica, antimicrobiana,
antifuingica e atividade antioxidante. As duas Uultimas atividades estéo
intimamente ligadas em que auxiliam a protecdo das plantas contra agressdes
(CHADWICK et al., 2013; KUBO et al., 1996).
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A atividade antimicrobiana atribuida de forma ampla aos sesquiterpenos
esta relacionada a capacidade de aumentar a permeabilidade da parede celular
dos fungos e bactérias, facilitando a passagem dos antibiéticos, funcionando,
principalmente, como um modulador (BREHN-STECHER; JOHNSON, 2003). E,
por conta desta enorme gama de atividades e mecanismos apresentados pelos
sesquiterpenoides, estudos para um maior conhecimento deles sdo necessarios
(STATHAKIS; GKIZIS; ZOGRAFOS, 2016).

Uma possivel justificativa da sua acao j& havia sido discutida por um grupo
de pesquisadores em 1996. Apds andlises feitas em linhagens celulares
conseguiram pressupor a atuacdo dos sesquiterpenos, principalmente as
variacoes do cariofileno, como atuante direto na reducdo do peroxidacdo em até
70%, dependendo da varia¢do. Quando analisados os efeitos citotoxicos do beta-
cariofileno, em diversas linhagens celulares tumorais, especialmente sobre as
células de cancer de mama de isolado clinico obteve seu maior potencial de acéo
antitumoral (KUBO et al., 1996).

3.4 Beta-cariofileno e suas atividades bioldgicas e /ou farmacoldgicas

O beta-cariofileno (CisH24) (4,11,11-trimetil-8-metilenobiciclo[7,2,0]Jundec-
4-eno) Figura 6, € um sesquiterpeno biciclico encontrado em 6leos essenciais
de varias plantas, como por exemplo, Piper nigrum (POLITEO et al., 2011),
Zingiber nimmonii (SABULAL et al., 2006), e no 6leo, ou balsamo, de copaiba,
Copaifera reticulata (VEIGA JUNIOR et al., 2007). Vem sendo muito utilizado na
medicina popular nas regides Norte e Nordeste do Brasil, € uma das substancias
volateis expelidas pelo milho, com o propésito de minimizar danos provocados
por animais herbivoros ou por patdgenos (RASMANN et al., 2005).
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Figura 6: Estrutura molecular do 4,11,11-trimetil-8-metilenobiciclo [7,2,0] undec-

4-eno.
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Fonte: dos autores

Em resposta a ataques de herbivoros ou mudanca nos fatores abioticos,
0 beta-cariofileno (BCF) liberado pelas plantas na atmosfera (BORGES et al.,
2013), é também comercialmente utilizado no setor alimenticio e de cosméticos,
devido ao seu odor caracteristico (BASHA; SANKARANARAYANAN, 2016).
Além disso, o BCF tem demonstrado diferentes propriedades farmacoldgicas, tais
como antitumoral (LEGAULT; PICHETTE, 2007), analgésico, anti-inflamatério
(BAKIR et al., 2008; CHANG et al.,, 2013), anti-hiperglicémico (BASHA,;
SANKARANARAYANAN, 2014) antimicrobiano (DAHHAM et al.,, 2010)
antidepressivo (DE OLIVEIRA et al., 2018) antioxidante (DAHHAM et al., 2015) e
ansiolitico (BAHI et al., 2014).

Apresenta um odor “amadeirado” e picante caracteristico, o que tem feito
com que o BCF seja utilizado em alguns alimentos e bebidas para conferir sabor
citrico; e como aromatizante em detergentes, sabdes, locbes e cremes. Além
disso, também esta presente na lista dos “Aditivos Permitidos em produtos do
tabaco” no Reino Unido (DI SOTTO et al., 2010). Estudos destacam o efeito
protetor do sistema de sinalizacdo canabinoide, visto que o BCF atua como um
agonista do CB2, sugerindo que o composto exerce efeitos profilaticos e
curativos contra disturbios neuronais inflamatérios por meio de seu mecanismo
antioxidante e anti-inflamatorio (SANTOS et al., 2017; GERTSCH, 2017).

O BCF foi aprovado pela Food and Drug Administration dos Estados
Unidos e agéncias europeias como aditivo alimentar, intensificador de sabor e

agente aromatizante (CHICCA et al., 2014). E também um agonista CB2



41

completo que pode ser usado para tratar varios disturbios, como isquemia
cerebral (PERTWEE, 2009) e les6es (ZARRUK et al., 2012), lesdes cerebrais
(ZHANG et al., 2008), neuroinflamacdo (ZHANG et al., 2009), bem como
problemas em células gliais, do hipocampo e cerebelo (LANCIEGO et al., 2011).
O BCF atua como um potente antagonista dos receptores de acetilcolina
nicotinicos e é desprovido de efeitos mediados por receptores serotonérgicos e
GABAérgicos (KATSUYAMA et al., 2013).

3.4.1 Antioxidante

A acdo antioxidante BCF foi demonstrada pela capacidade protetora
contra fibrose hepatica pela inibicdo 5-lipoxigenase, que participa ativamente do
processo de fibrogénese, e reduziu na peroxidacdo lipidica e mostrou alta
atividade de eliminag&o contra radical hidroxila e anion superoxido (CALLEJA et
al., 2013). O modelo de fibrose hepética foi desenvolvido pela indugcdo do
estresse oxidativo. Portanto, a atividade hepatoprotetora observada se deve,
principalmente, a capacidade antioxidante como o processo de inibicdo da
peroxidacdo lipidica, que requer trés etapas principais, com a formacédo de
radicais livres, ocorre a iniciagcdo em que comeca via ataque desses radicais e
abstracao de protons de um lipideo insaturado para um radical lipidico, que reage
com o oxigénio molecular de outro lipideo insaturado para formar radical
lipoperoxil ou se regenera para novo radical lipidico, respectivamente. A
propagacdo desses radicais continua até a terminar peroxidacdo lipidica
formando qualquer espécie reativa ou lipidica (REPETTO; SEMPRINE;
BOVERIS, 2012) (Figura 7).
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Figura 7: Mecanismos gerais da peroxidacao lipidica
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Fonte: Adapatado de Repetto; Semprine; Boveris, 2012.

Em outro estudo, o BCF a 50 mg/kg (ip) reduziu a atividade da 6xido nitrico
sintase indutivel (iNOS), restaurando as enzimas antioxidantes e inibindo a
peroxidacgéo lipidica e deplecdo de glutationa em ratos Wistar. Os resultados de
pesquisas indicam que a producao excessiva de espécies reativas de oxigénio e
NO € conhecida por induzir toxicidade neuronal. Desta forma, o efeito
antioxidante pode estar ligado a sua atividade neuroprotetora (KOUSAI et al.,
2004; ISLAM et al., 2016).

O tratamento com BCF exerceu significativo efeito cardioprotetor por seu
efeito agonista do receptor CB2 ao recuperar os tecidos do coracdo, melhorando
a funcao cardiaca, mitigando o estresse oxidativo, a inflamacéo e a apoptose em
ratos tratados com doxorrubicina (MEERAN te al., 2019). Askari e Shafiee-Nick
(2019) demonstraram efeitos protetores da BCF contra a toxicidade em
oligodendrocitos induzidos por lipopolissacarideo foram mediados via receptor
CB2 através de diferentes vias, em baixa (0,2 e 1uM), e altas concentracdes (10—
50uM), respectivamente (Figura 8 A). O efeito neuroprotetor e antioxidante do
BCF é promissor ainda pela capacidade de agir, sinergicamente, com outros

medicamentos, a exemplo da imipramina e fluoxetina em distarbios
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neurodegenerativos. O tratamento de BCF restaurou a viabilidade celular em
células SH-SY5Y (neuroblastos) suprimindo a liberacéo de desidrogenase lactica
induzida por 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP), a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, preveniu a apoptose induzida por MPP + de SH-SY5Y através da
inibicdo da regulacdo positiva de Caspase-3 clivada, Bax, e restaurando a
expressao de Bcl-2. Além disso, restaurou a reducéo no potencial de membrana
mitocondrial induzida por MPP, aumentou a atividade intracelular de glutationa e
glutationa peroxidase (Figura 8 B) (WANG; MA; DU, 2018; ASKARI e SHAFIEE-
NICK, 2019).

Figura 8: Efeitos antioxidante e neuroprotetor do BCF.
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Fonte: Adaptado de Askari e Shafiee-Nick (2019)

Notas: LPS: lipopolissacarideo.CB2: receptor canabidioide 2. Nrf2: fator nuclear
fator 2 relacionado ao eritrocito 2. HO-1: heme oxigenase. PPAR-y: Receptor
ativado por proliferador de peroxissoma. BAX: proteina X associada a BCL2.
BCL-2: linfoma de células B2.

3.4.2 Antinociceptiva

Os efeitos antinociceptivos do BCF nédo foram estudados isoladamente,
mas em Oleo essencial de Piper aleyreanum, que contém elevados niveis desse
composto. E foi observado reducdo significativa das fases neurogénicas e
inflamatorias em ratos que receberam doses via oral (1000 mg/Kg) do OE
contendo BCF. Também foi demonstrado efeito gastroprotetor nesses animais
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com restauracao dos niveis de GSH gastrico (LIMA et al., 2012). O mesmo efeito
antinociceptiva foi observado no OE de Hyptis fruticosa, com efeito significante
em doses subcutaneas de 100, 200 e 400 mg/Kg em ratos (MENEZES te al.,
2007).

3.4.3 Antitumoral

O BCF exibiu efeitos antiproliferativos contra células cancerosas do coélon,
induzindo a apoptose via condensacao nuclear e fragmentacdo (DAHHAM et al.,
2015). O mesmo efeito apoptotico foi observado no efeito sinérgico com o fitol
em células cancerigenas epidermoides (PAVITHRA; MEHTA; VERMA, 2018) e
com doxorrubicina em células de cancer de mama ativando apoptose
(HANUSOVA et al., 2017). Dahham et al. (2016) demonstraram que OE de
Aquilaria crassna contendo BCF reduziu a migracdo e viabilidade celular de

células cancerigenas de pancreas significativamente.

3.4.4 Antimicrobianas

Yoo e Jwa (2018) demonstraram a atividade antimicrobiana do BCF contra
Streptococcus mutans pela inibicdo de glicosiltransferase, uma das enzimas
responsaveis por sintetizar glucano insoltvel que ajuda na agregacéao bacteriana
(KRETH et al., 2008). O BCF tem atividade antimicrobiana contra bactérias
aerébicas gram-positivas e bactérias aerdbicas gram-negativas como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli (YANG; HU; FENG, 2015; DAHHAM et
al., 2015) Pseudomonas aeruginosa (DE OLIVEIRA NEVES et al.,, 2018) e
antifngico (DE OLIVEIRA NEVES et al., 2018). Curiosamente, o BCF é mais
eficaz contra bactérias gram-positivas do que as bactérias gram-negativas
(DAHHAM et al., 2015).

Além disso, os extratos incluindo beta-cariofileno da Artemisia feddei
mostraram atividade antimicrobiana contra bactérias orais relacionadas a carie
dentaria e periodontite (CHA et al., 2007). Pode-se inferir que S. aureus foi mais
suscetivel a acdo do BCF do que bactérias gram-negativas, devido a auséncia
de qualguer membrana externa protetora capaz de restringir a difusdo de

compostos hidrofébicos através de sua cobertura lipopolissacaridica. No entanto,
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nem todos os estudos concordam com a maior suscetibilidade de gram-positivos
(BURT, 2004).

Os OEs possuem mecanismos de acao contra microorganismos
complexos e ainda ndo foram completamente explicados. Esses mecanismos
sao geralmente reconhecidos relacionados a natureza hidrofébica dos OEs, que
sdo capazes de alterar a estrutura da membrana celular, expandindo-a,
aumentando sua fluidez / permeabilidade e, consequentemente, afetando os
processos de transporte (BURT, 2004). Este mecanismo pode levar ao
vazamento de ions, diminuicdo do potencial de membrana, disfuncdo da bomba
de protons e enfraguecimento do pool de ATP (Figura 9), efeitos que ja foram
atribuidos a BCF (HUANG et al., 2012). Deve se ressaltar que ha perspectiva no
uso de OEs como o BCF em conjunto com antibiéticos para tratamento de
infeccdes (PEREZ ZAMORA; TORRES; NUNEZ, 2018; SHARIFI-RAD et al.,
2018).

Figura 9: Mecanismos de agé&o antibacteriano do BCF.
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Fonte: Notas: SHARIFI-RAD et al., 2018.
ATP: adenosina trifosfato.

3.4.5 Patologias neurolégicas

Ha um aumento na pesquisa de doencas neuroldgicas para a melhor

elucidacdo de seus mecanismos patologicos e potenciais fatores de risco
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(CHECKOWAY; LUNDIN; KELADA, 2011). Essas patologias estéo associadas a
etiologias multifatoriais, problemas sociais e financeiros (SAXENA; PICO, 2011).
Nesse sentido, compostos com capacidade anti-inflamatéria, que agem em
diversos sistrmas celulares (Figura 10), tém sido sugeridos para reduzir 0 risco
do desenvolvimento ou adiar a progressao de doencas neurodegenerativas como
Alzheimer (MCGEER; SCHULZER; MCGEER, 1996; LLEO; GALEA; SASTRE,
2007).

Figura 10: Alvos celulares de anti-inflamatorios néo esteroidais (AINES) visando

diferentes populacdes celulares.
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Fonte: Adaptado de Lleo; Galea; Satre, (2007).

Notas: ONSI: 6xido nitrico sintase indutivel. PAFG: proteina acida fibrilar glial. a — ACT:
a — quimiotripisina. ApoE: Apolipoproteina E. COX: ciclooxigenase. AB: peptideo -
amiloide. TAU: proteina TAU. AINESs: anti-inflamatérios ndo esteroidais.

Além disso, processos patologicos, incluindo inflamacdo, estresse
oxidativo, apoptose, disfuncdo mitocondrial e fatores genéticos, levam a
degeneragdo neuronal na doenca de Parkinson (BEAL, 2003; FAROOQUI;

FAROOQUI, 2011). O estresse oxidativo foi relatado por uma das principais

causas do desenvolvimento e ou piora no quadro clinico da depresséo,
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ansiedade e epilepsia (PATKI et al., 2013; PATEL, 2004; SHIN et al., 2011).
Portanto, a baixa atividade antioxidante do cérebro em relacdo a outros tecidos,
tornou o tecido cerebral suscetivel a danos oxidativos e a possiveis complicagcfes
neurolégicas (Figura 11).

Figura 11: Modelo de ativacdo microglial induzida por estresse oxidativo na

regulacéo da neurodegeneracéo.
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Fonte: SHIN et al., 2011

Notas: ERO’s: espécies reativas do oxigénio. IL-1: interleucina-1. IL-6: interleucina 6.
COX-1: ciclooxigenase-1. INOS: 6xido nitrico sintase indutivel. TNF-a: fator de necrose
tumoral a. DQ: dopamina-quinonas. IFN-y: interferon vy.

E observado que antioxidantes como a enzima superoxido dismutase
(SOD) (CAMELLO-ALMARAZ et al., 2008) e antioxidante ndo enzimatico, como
grupo tiol total (TEWARI et al., 2014), estdo presentes no cérebro. Também séo
encontrados altos niveis de acidos graxos poli-insaturados, no sistema nervoso
central, que sdo sensiveis as reacdes de peroxidacdo (CAMELLO-ALMARAZ et
al., 2008). A investigacao de produtos naturais evidencia ser fonte de possiveis
candidatos para o tratamento de patologias neurolégicas por suas propriedades
medicinais como antioxidante, anti-inflamatoria e imunomoduladora (Figura 12)
(KHAZDAIR et al., 2019)
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Figura 12: Mecanismo diferente de propriedades médicas de ervas medicinais
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Fonte: Adaptado de Khazdair et al. (2019)

Notas: GSH: glutationa. SOD: superoxido dismutase. CAT: catalase. NO: Oxido nitrico.
MDA: malondialdeido. PLA: Fosfolipase A2. PGE2: Prostaglandina-E2. IL-1pB:
interleucina-1pB. IL-6: interleucina 6. COX-1: ciclooxigenase-1. iINOS: 6xido nitrico sintase
indutivel.

3.5 Doencas em estudo
3.5.1 Epilepsia

As crises epilépticas sdo conhecidas por ser uma série de convulsées,
evidenciada pela incidéncia transitoria de alguns sinais e/ou sintomas e sao
classificadas de acordo como a consciéncia atingida (convulsdes conscientes
focais ou conscientes generalizadas) e se ha envolvimento motor. Sintomas e
sinais especificos, tais como automatismos, mioclénicas ou atividade tdnico-
clonica, podem ser usados para sua classificacédo (FISHER et al., 2017; FALCO-
WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018). As crises que levam ao envolvimento
motor bilateral geralmente tém a fase do endurecimento (ténico), seguidas por
uma fase de contracdo muscular (clénica), e sdo conhecidas como convulsdes
tbnico-clénicas (também conhecidas como convulsdes “grande mal”)
(JOHNSON, 2018).

A epilepsia é uma condicao neuroldégica comum, representando cerca de
30 a 35% dos casos (MACCOTTA et al., 2013; CURTIS; AVOLI, 2015). Pode

surgir de patologias cerebrais subjacentes variadas, do neurodesenvolvimento,
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de distarbios, tumores, acidente vascular cerebral e doencas
neurodegenerativas. Portanto, ndo é uma doenca isolada (Figura 13) (FALCO-
WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018). Pode ser causada também por um
disturbio genético (por exemplo, uma mutagcdo do gene unico do canal ibnico
neuronal) ou mesmo idiopatica em que a causa ndo é encontrada (PANAHI et
al., 2019).

Figura 13: Causas da epilepsia
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Fonte: Adaptado de OMS (2019)

Uma crise epiléptica é definida pela LIAE (Liga Internacional contra a
Epilepsia) como uma ocorréncia transitéria de sinais e/ou sintomas devidos a
atividade neuronal anormal excessiva; enquanto a epilepsia é a tendéncia
duradoura de ter convulsbes recorrentes (BERG; MILLICHAP, 2013; MURO;
CONNOLLY, 2014; THOM, 2019). Por exemplo, uma crise epiléptica Unica pode
ser secundaria a intoxicacdo, infeccdo ou doenga febril e ndo constitui um
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diagndstico de epilepsia. Convulsdes podem ser focais ou generalizadas, com ou
sem perda de consciéncia (GULATI; KAUSHIK, 2016).

Em muitos casos, a epilepsia acaba sendo uma carga cronica que dura a
vida inteira. O objetivo de qualquer terapia de epilepsia € a diminuicdo de
convulsdes sem eventos adversos associados ao tratamento (STEINHOFF,
2005). O padrao-ouro do tratamento da epilepsia € o medicamentoso com drogas
antiepilépticas (DAESs). E baseado no conceito de supressido profilatica da
atividade convulsiva e, portanto, na redugdo ou mesmo eliminagdo do risco de
novas convulsdes em pessoas com suscetibilidade a convulsdes recorrentes
(TOMSON; STEINHOFF, 2012).

Contudo, cerca de 2/3 dos pacientes com epilepsia sao sensiveis ao
tratamento com DAEs. Este fato tem estimulado pesquisas para o
desenvolvimento de novos agente antiepilépticos com maior seguranca e eficacia
gue os disponiveis atualmente (SHORVON; GOODRIDGE, 2013; LEE, 2014;
STEINHOFF; STAACK; HILLENBRAND, 2017).

Assim, convulsdes em aproximadamente 1/3 das pessoas com epilepsia
sdo mais dificeis de tratar. De acordo com uma definicdo recente da ILAE, a
resisténcia das DAEs € definida como “falha de testes” de suas drogas
antiepilépticas toleradas, apropriadamente escolhidas (monoterapias ou em
combinacao) para alcancar a diminuicao das crises epilépticas (KWAN, 2010). A
eficacia dessas drogas ndo parece afetar a progressao ou a histéria natural da
epilepsia. Além disso, ndo ha atualmente nenhuma droga disponivel contra o
desenvolvimento de epilepsia (LOSCHER; SCHMIDT, 2012).

A lesé@o cerebral resultante da epilepsia € um processo dinamico que
compreende multiplos fatores que contribuem para a morte celular neuronal
(Figura 14). Estes podem envolver fatores genéticos, disfuncdo mitocondrial
induzida por citotoxicidade, niveis alterados de citocinas e estresse oxidativo
(FERRIERO, 2005). Atividade semelhante a convulsdes, em nivel célular, inicia-
se com um influxo significativo de célcio através de canais de ions dependentes
de voltagem e dependentes de N- metil- d-aspartato (VAN DEN POL,;
OBRIETAN; BELOUSOV, 1996). Os ions intracelulares elevados levam a
cascatas bioquimicas, que desencadeiam a morte neuronal aguda apds o
processo epilético. Além disso, altos niveis de calcio intracelular podem induzir
espécies reativas de oxigénio (ERO) (AGUIAR et al., 2012).
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Figura 14: Modelo de relacédo entre o estresse oxidativo, epilepsia e apoptose.
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Notas: AIF: fator indutor de apoptose. Apaf 1. protease ativadora 1 de apoptose. Bcl-2:
proteina antiapoptética. Bax: proteinas pro-apoptéticas. CAD: DNase ativadora de
caspase. ICAD: Inibidor de caspase ativada por DNase. NOS: oxido nitrico sintase. ON:
oxido nitrico. OONHO- : nitrito peréxido. ERO’s: espécies reativas do oxigénio. ERN’s:
espécies reativas do nitrogénio. FADD: proteina FAS associada com dominio de morte.

Além do estresse oxidativo (Figura 15), o estresse nitrosativo €
considerado um dos mecanismos na patogénese da epilepsia (CHANG; YU,
2010; XU et al., 2014). Estudos ja verificaram que o estado epilético altera o
potencial redox e diminui o nivel de ATP, o que pode levar a um colapso na
producéo e suprimento de energia cerebral (WASTERLAIN et al., 1993). Além
disso, Liang e Patel (2006) demonstraram danos oxidativos em proteinas, lipidios
e DNA, resultado de convulsdes persistentes. Vale ressaltar que o aumento de
espécies reativas do oxigénio e nitrogénio, em nivel mitocondrial, causa dano
celular subsequente, que ocorre apés convulsdes persistentes (CHUANG, 2010;
WALDBAUM; LIANG; PATEL, 2010).
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Figura 15: Mecanismo de dano neuronal induzido por estresse oxidativo na
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Ja foi constatado que a epilepsia mioclénica com fibras vermelhas
irregulares € uma sindrome rara caracterizada por mioclonia, fraqueza muscular,
ataxia cerebelar, bloqueio cardiaco e deméncia. Essa patologia é o primeiro tipo
de epilepsia em que um defeito molecular foi identificado e ligado a sindrome
epiléptica (WALLACE et al., 1988). E caracterizada por ter como causa uma
mutacdo de transicdo de A para G (mutacdo A8344G) do par de nucleotideos
8344 no DNA mitocondrial humano. Esta mutacdo afeta a biossintese de
proteinas de fosforilagdo oxidativa mitocondrial (BINDOFF; ENGELSEN, 2010),
bem como causa a geracao ineficiente de ATP, o aumento da producédo de ERO
e a expressdo genética desequilibrada de enzimas antioxidantes. Além disso,
existem dados sobre convulsdes generalizadas associadas a mutagcdes
mitocondriais em varias formas de epilepsia, incluindo DNA polimerase
mitocondrial y (WU et al., 2010) e RNA transportador. Diversas muta¢des no DNA

mitocondrial, que comprometem a cadeia respiratoria mitocondrial ou a sintese
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de ATP mitocondrial, tém sido associadas a fenoétipos epilépticos (SUEN et al.,
2010).

Uma vez que a neutralizacdo do aumento da formacédo de ERO’s durante
as convulsdes depende da capacidade dos sistemas de defesa antioxidante, o
potencial terapéutico antiepileptogénico de varias substancias que possuem
atividades antioxidantes tem sido, extensivamente, estudado (SANTOS et al.,
2009; ROWLES; OLSEN, 2012).

3.5.2 Ansiedade

O transtorno da ansiedade é definido como uma manifestacdo normal da
vida social e pode ser persistente ou repetitiva composta por fatores emocionais
e fisiolégicos. No entanto, quando atinge um alto nivel de intensidade, afeta o dia
a dia, diminui a qualidade da vida e interfere na capacidade das pessoas de
responder a questdes pessoais, profissionais ou familiares (REMES et al., 2016;
DE OLIVEIRA et al., 2017).

A ansiedade pode ser considerada uma reacao natural até certo ponto, util
para protecdo e adaptacdo a novas situacdes; mas, torna-se patolégica quando
atinge um carater extremo e generalizado, considerada uma disfuncao emocional
gue provoca Sérios prejuizos na vida de um sujeito. E € transformada em
patolégica quando sédo exagerados, desproporcionais em relacdo ao estimulo, ou
gualitativamente distintos do que se observa normalmente, interferindo, assim,
na qualidade de vida, no conforto emocional ou no desempenho diario do
individuo (SADOCK; SADOCK; RUIZ, 2017; MOURA et al, 2018).

Do ponto de vista fisiologico, a ansiedade é caracterizada pela ativacao
do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal. O sistema de resposta ao estresse
agudo do corpo humano € ativado, com a "luta ou fuga", resposta que acelera os
batimentos cardiacos, dilata os brénquios e contrai 0os vasos sanguineos (AU et
al., 2015; WIGLUSZ, LANDOWSKI, CUBALA, 2019). Refere-se a uma relacéo
de impoténcia, um conflito caracterizado por processos neurofisioldgicos entre a
pessoa e 0 ambiente. Isto € desencadeado quando um individuo confrontado
com uma dada situacdo ou evento ndo é capaz de responder a demandas do
meio ambiente e sente uma ameacga a sua existéncia ou valores essenciais
(RAMOS; STANLEY, 2018; AMORIM et al., 2018).
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Ha varios tipos de transtornos de ansiedade, diferenciados entre si através
da observacéo das situacdes desencadeantes do medo sentido pelo paciente.
Dentre os transtornos de ansiedade listados pelo Manual do Diagnostico
Estatistico de Transtornos Mentais, estdo: transtorno de ansiedade de
separacdo, mutismo seletivo, fobia especifica, transtorno de ansiedade social
(fobia social), transtorno de panico, transtorno de ansiedade generalizada (TAG),
transtorno de ansiedade induzido por substancia/medicamento, transtorno de
ansiedade devido a outra condicdo médica, outro transtorno de ansiedade
especificado e transtorno de ansiedade ndo especificado (ASSOCIACAO
PSIQUIATRICA AMERICANA, 2014; HEZEL et al., 2019).

Segundo Sadock, Sadock e Ruiz (2017), as trés principais opg¢des de
medicamentos a serem considerados nesse emprego sao 0s benzodiazepinicos,
a buspirona e os Inibidores Seletivos da Recaptacdo de Serotonina (ISRSSs).
Tradicionalmente, a terapia farmacologica € a base para o tratamento do TAG é
0s benzodiazepinicos (BDZ), que atuam na modulacéo dos receptores GABAA,
potencializando a atividade inibitéria, se destacaram por muitos anos como
primeira escolha para a terapia dos disturbios de ansiedade. Porém, nas décadas
de 1980 e 1990, comecaram as evidéncias de seus inumeros efeitos adversos
como tolerancia, dependéncia fisica e psicolégica e sindrome de abstinéncia
(RALVENIUS et al., 2015; SIGEL; ERNST, 2018).

Os benzodiazepinicos tém sua eficacia na reducdo dos sintomas
somaticos comprovada, porém, produzem pouca melhora nos sintomas
psiquicos da ansiedade e tém eficacia questionavel no tratamento crénico
(FIRMINO et al.,, 2011). Desta forma, recomenda-se também os inibidores
seletivos da recaptacéo de serotonina (ISRSs) e venlafaxina (inibidor seletivo da
recaptacao da serotonina e da noradrenalina) como terapia de primeira linha para
o TAG, limitando o uso dos benzodiazepinicos a poucas semanas (AUTHIER et
al., 2009; BERGER et al., 2012; ZMUDZKA et al., 2018).

Contudo ainda é escasso a utilizagdo de medicamentos eficazes e que
provoguem poucos efeitos colaterais, sendo necessario a busca de terapias
alternativas para a prevencéao e tratamento dos transtornos de ansiedade com
menos efeitos adversos, aumentando a qualidade de vida, principalmente em
pacientes que necessitam de um manejo clinico em longo prazo. Entre estas, 0s

produtos naturais, especialmente 0os compostos terpénicos, constituem uma
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importante fonte de pesquisa e sao intensamente testados em estudos pré-
clinicos e clinicos por diversos grupos de pesquisa que visam a descoberta de
novas substancias com atividade ansiolitica (FAJEMIROYE et al., 2012; RIVERA
et al., 2014; FEDOTOVA et al., 2018).

Um dos grandes focos debatidos na literatura é que os disturbios do
estresse oxidativo no cérebro podem ser uma patogénese plausivel e fator de
risco para varias doencas especificas do sistema nervoso, incluindo distarbios
comportamentais (MOYLAN et al., 2013). Desenvolvimentos recentes sugerem
gue a resposta neuroinflamatoria, induzida por estresse oxidativo, disfuncéo
mitocondrial, déficits neuroplasticos e vias de sinalizacdo intracelular, pode
ajudar a elucidar a interrelagéao entre estresse oxidativo e transtornos depressivos
e ansiosos, fornecendo um novo caminho para o tratamento dessas patologias
(JINDAL; MAHESH; BHATT, 2013).

3.6 Tratamento de doencas neuroldgicas
3.6.1 Epilepsia

O uso de drogas em terapias para epilepsia € a base do tratamento para
a maioria dos pacientes e tem quatro objetivos: eliminar as convulsées ou reduzir
sua frequéncia ao maximo possivel, evadir os efeitos adversos associados ao
tratamento em longo prazo e ajudar os pacientes a manter ou restaurar suas
atividades psicossociais e vocacionais usuais e manter um estilo de vida normal
(BAZIL et al., 2005). A decisdo de iniciar a terapia com drogas antiepilépticas
deve basear-se em uma analise informada da probabilidade de recorréncia das
convulsdes, das consequéncias das convulsdes continuas para os pacientes e
dos efeitos benéficos e adversos do agente farmacolégico escolhido
(GOLDENBERG, 2010).

Para evitar novas convulsdes, talvez seja melhor introduzir drogas
antiepiléticas precocemente. A atividade de apreensdo futura pode ser
angustiante para aqueles que precisam dirigir, continuar a trabalhar ou cuidar de
outros membros da familia. A probabilidade de recorréncia das convulsdes varia
entre os pacientes, dependendo do tipo de epilepsia e de quaisquer problemas
neuroldgicos e médicos associados. A farmacoterapia, no entanto, acarreta um

risco de efeitos adversos a uma taxa proxima de 30% apos o tratamento inicial.
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O tratamento de criancas apresenta problemas adicionais, especialmente no
desenvolvimento, aprendizado e comportamento do cérebro, quando um
medicamento é usado cronicamente (VINGERHOETS, 2006).

Existe um grande numero de medicamentos atualmente aprovados para o
tratamento da epilepsia. A exemplo do acido valproico que tem sido eficaz em
crises parciais e generalizadas e € indicado como monoterapia e terapia adjunta
para crises parciais complexas, que comegam em uma area limitada do cérebro.
Essas convulsdes podem ocorrer isoladamente ou em associagdo com outros
tipos de convulsdes. O medicamento também € indicado para pacientes com
crises simples e complexas de auséncia e como terapia adjuvante para pacientes
com multiplos tipos de crises, incluindo crises de auséncia (MALANI, 2012).

A lamotrigina é indicada como uma terapia adjuvante para crises parciais,
crises tbnico-clénicas generalizadas primarias e convulsdes generalizadas da
sindrome de Lennox-Gastaut em pacientes com dois anos de idade ou mais. A
acdo desse farmaco esta relacionada a inativacdo dos canais de sodio sensiveis
a voltagem, resultando em diminuicdo da atividade neuronal. Esse medicamento
pode influenciar, seletivamente, os neurdnios que sintetizam o glutamato e o
aspartato, pois diminui a liberagcdo desses neurotransmissores excitatorios
através do seu efeito nos canais de sédio (RAMARATNAM; PANEBIANCO;
MARSON, 2016; NEVITT et al., 2018).

A terapia adjuvante com topiramato € indicada para pacientes adultos e
pediatricos de 2 a 16 anos de idade com crises parciais ou convulsdes tbnico-
clénicas generalizadas primarias em pacientes com dois anos de idade ou mais
com convulsdes associadas a sindrome de Lennox-Gastaut. Os tabletes de
topiramato ou capsulas sprinkle também séo indicados como monoterapia inicial
em pacientes com 10 anos ou mais de idade com crises tonico-clonicas
generalizadas de inicio parcial ou priméarias (LIU; WANG; WANG, 2019).

Evidéncias eletrofisioldgicas e bioquimicas sugerem que o topiramato, em
concentragbes farmacologicamente relevantes, blogueia os canais de sodio
voltagem-dependentes, aumenta a atividade do neurotransmissor GABA em
alguns subtipos do receptor GABA A, antagoniza o subtipo AMPA / cainato do
receptor de glutamato e inibe a enzima anidrase carbdnica, particularmente as
isoenzimas Il e IV (HOY, 2016).
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Quanto a medicamentos de primeira linha contra convulsbes parciais, a
carbamazepina € indicada para uso como droga anticonvulsivante. O mecanismo
de acéo anticonvulsivante da droga pode resultar do bloqueio dependente do uso
de canais de sodio sensiveis a voltagem (NEVITT, 2018; TRINKA et al., 2018). A
etossuximida é indicada para controlar a epilepsia de auséncia, suprimindo
lapsos de consciéncia, que sdo comuns nas crises de auséncia. A frequéncia de
ataques epileptiformes € reduzida, aparentemente por depresséo do cortex motor
e elevacao do limiar do SNC para estimulos convulsivos. A atividade da droga é
realizada por meio da modulacéo das correntes de calcio do tipo T talamicas,
bloqueando, assim, o disparo sincronizado de neurénios associados a descargas
de ponta e onda (WANG et al., 2019).

3.6.2 Ansiedade

A introducdo de benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos foi um
importante avanco na farmacoterapia da ansiedade. Esses medicamentos foram
estudados em rigorosos ensaios clinicos randomizados e demonstraram ter uma
relacao risco-beneficio aceitavel (BALDWIN; POLKINGHORN, 2008). O trabalho
subsequente com agentes direcionados a determinados sistemas moleculares,
como os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina e os inibidores de
recaptacao de serotonina e noradrenalina, constituiu outro passo importante, na
medida em que a qualidade dos ensaios e a relagéo risco-beneficio melhoraram
(BALDWIN et al., 2011). As diretrizes de tratamento mais atuais enfatizam que
os inibidores seletivos de recaptacao de serotonina e os inibidores de recaptacéo
de serotonina e noradrenalina sdo os agentes farmacoterapicos de primeira linha
preferidos no tratamento da ansiedade (KOEN; STEIN, 2011; KATZMAN et al.,
2014). Finalmente, pesquisas recentes de psicobiologia basica e clinica em
andamento levaram a novos alvos moleculares para o desenvolvimento futuro
(KAPLAN; MOORE, 2011).

Como o nome sugere, os inibidores seletivos de recaptacéo de serotonina
inibem a recaptacdo de serotonina na membrana pré-sinaptica pela bomba de
transporte de serotonina (5-HT), aumentando, assim, a concentra¢do sinaptica
do neurotransmissor. Os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina,

atualmente disponiveis para uso clinico, séo citalopram, escitalopram, fluoxetina,
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fluvoxamina, paroxetina e sertralina. Ha evidénciasque apoiam a eficacia e a
tolerabilidade do escitalopram, fluoxetina, paroxetina e sertralina no manejo da
ansiedade em curto e longo prazo (BALDWIN et al., 2005). E tanto o escitalopram
como a paroxetina tém aprovacao da FDA (Food and Drug Admnistration) para
essa indicacdo (RYNN; BRAWMAN-MINTZER, 2004; RAVINDRAN; STEIN, 2010;
FALANI; DE CARVALHO; VARGAS, 2016).

3.7 Estresse oxidativo

Durante os ultimos anos houve um grande interesse nos estudos de
antioxidantes e estresse oxidativo, principalmente nos efeitos das espécies
reativas nos sistemas bioldgicos. Estes estresses sédo provocados pelos radicais
livres que sdo atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados na sua Orbita externa, geralmente formados pela perda ou
ganho de elétrons (KAPPEL, 2007; GEBICKI, 2016).

A geracdo dos radicais livres, nas células, ocorre tanto no meio
citoplasmatico, como nas mitocdndrias e estdo envolvidos em fungdes
fisiologicas béasicas, como na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do
crescimento celular, sinalizacéo intercelular e sintese de substancias biologicas
importantes (Figura 16) (RAHAL et al., 2014). Porém, sua produg&do em excesso
apresenta efeitos prejudiciais como a peroxidacéo lipidica, agressao as proteinas

dos tecidos e das membranas, enzimas, carboidratos e DNA (LEE et al., 2017).
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Figura 16: Fontes do estresse oxidativo
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A ocorréncia de estresse oxidativo no organismo acontece devido a
existéncia de um desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em
favor da geracao excessiva de radicais livres ou agentes oxidantes em detrimento
da velocidade de remocao destes (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; SIES, 2014).
As espécies reativas de oxigénio (ERO’s) sdo normalmente produzidas pelo
metabolismo corporal e séo altamente reativas possuindo a capacidade de retirar
elétrons de outros compostos celulares, induzindo lesdes oxidativas em varias
moléculas, fato que leva a perda total da funcéo celular (CRUZAT et al., 2007).

Segundo Lim; Barter, 2014, os antioxidantes podem ser definidos como
substancias que atuam inativando as espécies reativas de oxigénios. Os
antioxidantes podem ser de origem enddgena, que agem enzimaticamente, a
exemplo da glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superdxido dismutase

(SOD) ou ndo enzimaticamente como a glutationa, podendo ser também de
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origem exdégena como o a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (pro-vitamina-A),
acido ascorbico (Vitamina C) e compostos fendlicos, que sdo o0s provenientes da
dieta (HALIWEEL, 2000; BARREIROS et al., 2006).

3.8 Estresse oxidativo e doencas neuroldgicas

Um dos maiores perigos do excesso de ERO’s no organismo € a sua
possivel atuacado sobre o material genético da célula (HASANUZZAMAN et al.,
2017). E quando se trata de acdo sobre o sistema nervoso central (SNC),
especificamente sobre os neurbnios, muitas vezes estes efeitos levam a
disfuncéo neural e/ou morte, resultando em doencas neuroldgicas (IGHODARO;
AKINLOYE, 2018; FRANCO; NAVARRO; MARTINEZ-PINILLA, 2019).

Os radicais livres sdo mais perigosos para o cérebro pela grande demanda
de respiragéo celular que o tecido tem, o que, consequentemente, pode levar a
uma maior producéo dos radicais derivados do processo metabdlico, que acabam
por desempenhar um papel importante para a fisiopatogénese das doencas
neurodegenerativas (Figura 17) (KIM et al., 2015). Dentre estas doencas, temos
a esclerose lateral amiotrofica, doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer, que
apresentam um aumento de ERO’s em consequéncia de uma baixa nos
mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, o que permite inferir
a grande participacao deste mecanismo para as patologias (NIEDZIELSKA et al.,
2016).

Isto se da pela sensibilidade dos neurdnios as ERO’s, uma vez que suas
membranas sdo compostas, majoritariamente, de acidos graxos poli-insaturados.
Estes, podem sofrer peroxidacao lipidica facilmente, causando danos graves ou
até mesmo irreversiveis, tendo em destaque casos com estresse cronico. Sabe-
se gue a exposicao aos radicais e a cronicidade causa uma regulacéo negativa
das enzimas antioxidantes, deixando as células mais ainda vulneraveis a
possiveis danos que podem ser causados nas membranas celulares (CHE et al.,
2015).
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Figura 17: Diferentes mecanismos patogénicos de inducao do estresse oxidativo

na neurodegeneracao.

Disfungao mitocondrial

Estresse do ambiente M3 funcgo

proteossomal

Ativacao das

+—
—

incorreto de
proteinas

/
c¢lulas da glia \
\ Dobramento
}

Apoptose

}

Neurodegeneragao

Fonte CHE et al., 2015.
Notas: ERO’s: Espécies Reativas do Oxigénio

Muitos dos danos que resultam nessas doengas, ocorrem nas
mitocondrias por terem a funcdo de respiracdo celular. E este estresse pode
acarretar diversas alteracdes nas proteinas ou lipidios mitocondriais e até mesmo
no DNA mitocondrial, 0 que se torna mais prejudicial aos neurbnios por serem
mais metabolicamente ativos do que os outros tipos de células teciduais (BHAT
et al., 2015). Em associag¢ao a isso, 0 estresse ainda consegue afetar outras
organelas que estdo associadas a resposta antioxidante, alterando a funcéo
lisossomal e proteossdmica, que séo primordiais para a eliminacao das proteinas
gue sofreram danos decorrente dos radicais e precisam ser repostas. Porém,
como o dano pode chegar ao DNA, é possivel que a nova proteina que sera
sintetizada possa vir com algum erro estrutural, causando problemas para a
célula da mesma forma (BLESA et al., 2015).

Este efeito sobre as células se torna mais agravado com o avancgar da

idade, possivelmente pela diminuicdo da metabolizacado destes radicais pelas
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enzimas (CHEIGNON et al., 2018). O desequilibrio homeostatico dos metais,
presentes nas enzimas antioxidantes, juntamente com todos o0s danos
envolvidos, afetam diretamente a sinapse e a formacdo e atuacdo dos
neurotransmissores causando as disfuncdes neurais. Como resultado desse
processo, surgem as doencas neurodegenerativas, demonstrando, assim, que
todo o equilibrio redox no cérebro afeta ndo somente as estruturas expostas as
ERO’s, mas que dependente do grau e do local desta intervengéo (TONNIES;
TRUSHINA, 2017).

Além de todo o dano no equilibrio oxidativo das células, as ERO’s ainda
conseguem desencadear a formacdo de moléculas que atuam na membrana
hematoencefélica aumentando a sua permeabilidade e tornando o tecido mais
susceptivel a infeccdes, inflamacdes e até morte das células. E como
consequéncia destas atuacdes no SNC, pode ocorrer o acumulo de proteinas
defeituosas ou superexpressas. Estas, estdo envolvidas em patologias, a
exemplo da doenca de Azheimer, que apresenta a proteina B-amiloide e tau
desdobradas formando emaranhados neurofibrilares responsaveis por matar
neurdénios (SALIM, 2017).

Apesar das respostas antioxidantes nesse tecido serem pouco
esclarecidas, principalmente pela heterogeneidade das células, € notéria a
relevancia da atividade de enzimas como a CAT e GTx, principalmente por
estarem relacionadas a remocéao do peroxido de hidrogénio no meio mitocondrial
e do citoplasma, respectivamente (CHE et al., 2015; FRANCO; NAVARRO;
MARTINEZ-PINILLA, 2019). Atuam em conjunto com as SOD’s que fazem a
conversao dos superoxidos em H202. Além delas, para a defesa do SNC, ainda
h& a atuacdo de outras moléculas de baixo peso como a glutationa redutase ou

oxidada, acido Urico, acido ascorbico e melatonina (SALIM, 2017).
3.9 Defesas antioxidantes

A defesa antioxidante € vista como essencial para a sobrevivéncia de
gualquer organismo que necessite de oxigénio, especialmente ligada pela
necessidade de trocas gasosas, que é primordialmente utilizada para impedir a

degradacdo da matéria organica, em termos quimicos o processo é realizado
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através da adicdo e um elétron, mecanismo de reducdo (FRANCO; NAVARRO;
MARTINEZ-PINILLA, 2019).

No organismo, esta funcéo é feita, principalmente, por seis enzimas, a
catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx), a superoxido dismutase (SOD),
gue, dependendo do local celular que € encontrada, recebe uma nomenclatura
especifica: citoplasmatica (no citoplasma), mitocondrial (na organela
mitocondria) e extracelular (fora da célula); sistema tiorredoxina,
flavohemoglobinas e redutases de nitrito ou nitrato (HUANG et al.,, 2016;
STAERCK et al., 2017).

Em esséncia, a funcdo das moléculas antioxidantes € trabalhar na
remocao das ERO’s, que caso superem a margem de agao destas enzimas, ou
seja, haja o acumulo dos ERQO’s ha a ocorréncia do estresse oxidativo (HUANG
et al., 2016; HASANUZZAMAN et al., 2017). Fisiologicamente, estes metabdlitos
derivam de atividades necessarias da célula como respiracédo celular, atuando
também na sinalizacdo celular e como parte da defesa do organismo contra
microorganismos patdgenos (STAERCK et al., 2017).

Muitas destas espécies reativas podem ainda ser derivadas de
substancias ambientais, as quais sdo expostas que podem ser facilmente
revertidas pelas enzimas. Porém, quando esse estresse ocorre por produtos
guimicos toxicos, como certos metais xenobiéticos, pode causar estresse para a
célula, causando danos nas mesmas (CAROCCI et al., 2016).

Nessa concepcdao, deve-se ressaltar da acao positiva das ERO’s induzido,
ja que este é o mecanismo de acdo de diversos quimioterapicos, que induzem
um alto nivel de estresse nas células cancerosas que tem seus equilibrios e
defesas completamente desestabilizados e inativadas, o que acaba por causar
danos irreversiveis a célula, ja que causam danos mutagénicos, ainda podendo
leva-la a morte através da ativacdo da apoptose (SZNARKOWSKA et al., 2017).

Dentre as enzimas, inicialmente testadas, as de maior destaque sao a
SOD, CAT e GTx, que sao mais exploradas em relacdo ao seu mecanismo de
acao por serem a primeira linha de defesa do organismo contra o estresse
oxidativo (Figura 18). Sao responsaveis por coletar os radicais livres que podem
ser prejudiciais para a célula, especialmente o superdxido anionico (O2)
(IGHODARO; AKINLOYE, 2018).
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Figura 18: Sistema de defesa antioxidante celular
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Mais especificamente como ha a interagdo dessas enzimas na primeira
linha de defesa do organismo contra o estresse, a SOD que em esséncia atuam
causando uma dismutacdo de uma molécula de superoéxido, sais ibnicos, que em
consequéncia produzem uma molécula de peréxido de hidrogénio (H2032). Este
metabdlito é normalmente neutralizado pela CAT ou GTx. A CAT consegue
neutraliza-lo em agua (H20) e uma molécula de oxigénio (O2), com alta eficiéncia,
ja que a mesma consegue fazer a neutralizacdo de ERO’s em questdo de
segundos, atuando, principalmente, no citoplasma (SZNARKOWSKA et al.,
2017; IGHODARO; AKINLOYE, 2018).

A GTx é uma enzima categorizada em oito tipos, sendo classificada de um
(1) a oito (8), que tem a capacidade de quebrar o peréxido da mesma forma que
a CAT. Porém, ele atua, principalmente, na mitocondria, sendo crucial contra a
peroxidacéo lipidica das membranas. Dentre os subtipos, a mais predominante &
a GTx-1, a GTx-2, no trato gastrointestinal; a GTx-3 nos tecidos renais; a GTx-4
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tem uma isoforma mitocondrial especifica que tem a capacidade de desencadear
a apoptose; GTx-5 (em humanos) e GTx-6 (em roedores) sado peroxidases e
independem de selénio (IGHODARO; AKINLOYE, 2018).

Caso os radicais estejam em niveis que as enzimas ndo sejam capazes
de retornar a célula ao equilibrio, outras linhas de defesa séo utilizadas. Desta
forma, enquanto a primeira linha elimina os radicais livres, a segunda linha tem a
capacidade de doar elétrons para os radicais ativos, tornando-0s menos nocivos
e mais faceis de serem eliminados pelas enzimas. A terceira linha s6 € acionada
guando ha algum dano causado pelas ERO’s. Estas, séo classificadas como
enzimas de reparo da membrana e material genético e removem as que nao tém
mais a capacidade de serem restauradas. E a quarta e ultima linha de defesa se
da pela sinalizacdo da regido que estd com grande concentracao dos radicais, a
fim de atrair enzimas capazes de eliminar os mesmos (IGHODARO; AKINLOYE,
2018).

3.10. Modelos de estudos comportamentais, toxicolégicos e antioxidantes

3.10.1 Modelo para epilepsia

A compreensao dos mecanismos complexos subjacentes a geracdo de
crises na epilepsia do lobo temporal e outras formas de epilepsia, ndo pode ser
totalmente adquirida em estudos clinicos com seres humanos. Como resultado,
0 uso de modelos animais apropriados € essencial. Podem ser utilizados
guimiocirculantes em roedores para induzir convulsdes recorrentes espontaneas,
principalmente pilocarpina e &cido cainico. Geralmente, esses modelos
pretendem simular convulsGes; portanto, os roedores devem apresentar
caracteristicas semelhantes & humana, incluindo uma leséo precipitante inicial
gque afete o hipocampo e/ou o lobo temporal (KANDRATAVICIUS et al., 2014).

No modelo utilizando pilocarpina é caracterizado como sendo leséo
precipitante em que periodo latente entre a les@o e a ocorréncia de convulsées
espontaneas, manifestacdo crénica de convulsbes espontaneas (geralmente
crises parciais e tonico-clonicas) e alteracdes histopatoldgicas consideradas
caracteristicas da epilepsia lobo temporal (KANDRATAVICIUS et al.,, 2013).
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Infelizmente, os modelos animais de epilepsia crbnica ndo sdo amplamente
utilizados devido a limitacGes de tempo e custos.

O acido cainico foi um dos primeiros compostos usados para modelar a
epilepsia em roedores. Este composto € um anélogo do L-glutamato, cuja
administracdo sistémica ou intracerebral causa despolarizacdo e convulsdes
neuronais, visando, preferencialmente, o hipocampo (SHARMA et al., 2007). Os
roedores injetados apresentam convulsdes recorrentes, geralmente
secundariamente generalizadas e de frequéncia variavel, com notéveis
correlatos histopatologicos da esclerose hipocampal (RAEDT et al., 2009). O
acido cainico tem a vantagem de causar lesGes habitualmente restritas ao
hipocampo; ao contrario da pilocarpina, que também pode produzir lesbes em
areas neocorticais (SHARMA et al., 2007). No entanto, areas extra-hipocampais
também estdo, significativamente, comprometidas em epilepsia humana,
tornando a pilocarpina outro composto quimico de acao util (BONILHA et al.,
2009).

A pilocarpina € um agonista do receptor de acetilcolina muscarinico. A
injecdo sistémica ou intracerebral de pilocarpina causa convulsées (FURTADO
et al., 2002). Os danos estruturais e o subsequente desenvolvimento de crises
recorrentes espontaneas assemelham-se aos das crises parciais complexas
humanas. De fato, as drogas antiepilépticas, que sdo eficazes contra crises
parciais complexas em humanos também podem interromper as convulsées
espontaneas no modelo da pilocarpina (KANDRATAVICIUS et al., 2014). Além
disso, existem varias semelhancas de rede e neuroquimica entre a epilepsia
humana e o modelo de pilocarpina. Por exemplo, o subiculo pode gerar atividade
interictal tanto na epilepsia humana como no modelo de pilocarpina (WOZNY et
al., 2003; KNOPP et al., 2005). Além disso, as neurotrofinas sdo reguladas,
positivamente, no hipocampo de pacientes com epilepsia mesial, bem como no
hipocampo e neocortex de ratos tratados com pilocarpina. Déficits cognitivos e
de memodria, comumente encontrados em pacientes com epilepsia, também
estdo presentes em ratos injetados com pilocarpina (FAURE et al., 2014).

Outros compostos como pentilenotetrazol, estricnina, N-metil-D, L-
aspartato, toxina do tétano e penicilina sdo amplamente utilizados como modelos
de crises agudas, e ndo como modelos animais de epilepsia. A diferenca € que

0s modelos de crises podem ser Uteis para o rastreamento rapido da agéo de
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drogas antiepiléticas, mas ndo necessariamente resultam em epilepsia crénica,
com excecao da toxina do tétano e, provavelmente, de injecdes repetidas de
penicilina (NI et al., 2009). Compostos que desencadeiam convulsdes podem ser
usados no teste de diferentes drogas antiepiléticas que atuariam em diferentes
tipos de crises. Por exemplo, estricnina e N-metil-D, L-aspartato produzem crises
tbnico-clonicas generalizadas, bem como auséncia ndo convulsiva de
pentilenotetrazol ou convulsdes mioclonicas (LOSCHER, 1997). E importante
ressaltar que drogas anticonvulsivantes, como a etossuximida, a trimetadiona, o
valproato e outras drogas clinicamente eficazes, foram descobertas pelo uso de
modelos de convulsdo (LOSCHER, 2011). Entretanto, drogas como o0
levetiracetam, a vigabatrina e a tiagabina, que atuam em outros mecanismos
além do bloqueio do canal de sodio, foram descobertas em modelos que

predizem a eficacia do medicamento contra crises parciais (LOSCHER, 2002).

3.10.2 Modelo para ansiedade

Vérios estudos conduzidos em animais e voluntarios sugeriram que
experiéncias estressantes que ocorrem ao longo da vida podem contribuir
crucialmente para o desenvolvimento e patogénese de varios transtornos
psiquiatricos, incluindo transtornos de humor, esquizofrenia e ansiedade
(CAMPOS et al., 2013). Os transtornos de ansiedade ocorrem pela ativacéo do
eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal e pelas alteracbes nos mediadores hormonais
e nos biomarcadores de glicocorticoides das respostas ao estresse (MATHEW;
PRICE; CHARNEY, 2008). Estudos conduzidos sugerem que animais de
laboratério submetidos a estressores crénicos exibem mudancas
comportamentais em modelos relacionados a transtornos de ansiedade
(MAGARI NOS; DESLANDES; MCEWEN, 1999; CAMPOS et al., 2013).

Modelos animais de distirbios emocionais tentam reproduzir
caracteristicas de distlrbios psiquiatricos em animais de laboratério,
correlacionando as mudancas fisiolégicas e comportamentais associadas a
estados emocionais especificos (validade aparente), a etiologias de doencas
(validade de construto) e a respostas a tratamentos farmacoldgicos (validade
preditiva). E considerado que os modelos animais atuais visam refletir varios

fatores (como baixo custo, velocidade e reprodutibilidade), além das relagbes
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tedricas dominantes relacionadas a patogénese dos disturbios especificos e ao
mecanismo de acdo aceito das drogas psicotropicas, eles produziram uma
contribuicdo significativa para a descoberta de novas drogas e a compreenséo
da neurobiologia das doencas psiquiatricas (BOURIN et al., 2007).

Um dos testes mais utilizados como modelo de ansiedade € o Labirinto em
Cruz Elevado, proposto pela primeira vez por Handley e Mithani (1984). O
aparelho é elevado acima do nivel do chdo e € composto de dois bracos
fechados, opostos, perpendicularmente, por dois bragcos abertos. O teste se
baseia na tendéncia natural dos roedores para explorar novos ambientes e evitar
inatos lugares desprotegidos, brilhantes e elevados (representados pelos bragcos
abertos). O confinamento dos bragos abertos induz sinais fisiolégicos de estresse
(aumento dos niveis de defecacao).

3.11 A Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudo de danos

oxidativos e/ou antioxidantes

Estudos pré-clinicos in vivo se apresentam como modelos eficientes na
extrapolacdo de resultados, mesmo com limitacdes, para comparacbes com
organismos superiores, como 0s mamiferos (KIRKLAND et al., 2014).
Organismos eucariontes simples, por serem de facil manuseio, cultivo e rapida
multiplicagcdo celular, como a Saccharomyces cerevisiae, sdo padronizados
como modelos de pesquisa para analise de propriedades téxicas e/ou oxidantes
em compostos, medicamentos, extratos ou substancias isoladas (HOSTETTER;
OSBORN; DE ROSE, 2012). As linhagens de S. cerevisiae proficientes ou
mutadas em suas defesas antioxidantes sdo comumente utilizadas na avaliacédo
da atividade de compostos, naturais ou sintéticos, frente aos mecanismos de
defesa antioxidante destes organismos unicelulares eucariotos. Tendo em vista
a existéncia de enzimas antioxidantes funcionalmente semelhantes a de
humanos, a extrapolacdo de resultados comparativos quanto a seguranca na
liberac&o do uso de farmacos e a consolidacéo de protocolos terapéuticos, torna-
se mais eficaz (OLIVEIRA et al., 2014).

A S. cerevisiae apresenta similaridades com as células mamarias em nivel
de organelas e componentes macromoleculares, sendo que muitas de suas

proteinas podem ser, funcionalmente, intercambiaveis com proteinas humanas
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homologas. Cabe enfatizar que a manipulacdo genética € mais barata em
relacdo a outros modelos, com possibilidades de modificacbes como ruptura de
gene ou mutacao e com a base de dados mais completa de todos os modelos
eucaridticos. A resposta antioxidante desses fungos é semelhante a resposta de
células mamarias e 30% dos genes relacionados a doencas humanas
apresentam genes homologos funcionais em leveduras (DE LA TORRE-RUIZ;
PUJOL; SUNDARAM, 2015).

Dessa forma, o modelo baseado no uso de leveduras vem sendo
extensamente empregado em pesquisas e constitui-se de grande importancia
para avaliagdo de possiveis compostos antioxidantes in vivo através, por
exemplo, da avaliacdo dos niveis de peroxido intracelular, carbonilagdo de
proteinas e sobrevivéncia de S. cerevisiae (CHANAJ-KACZMAREK et al., 2015;
DE LERMA; PEINADO; PEINADO, 2013).

Em geral, seis linhagens leveduriformes sdo semeadas em meios de
cultura, liquidos ou sélidos, neste tipo de estudo. A linhagem EG118 foi mutada
em laboratorio para tornar-se deficiente no sistema enzimatico quanto a enzima
superoxido dismutase citoplasméatica (gene SOD1). A EG110 nao apresenta a
SOD mitocondrial (gene SOD2). A linhagem EG133 é mutada para as duas
enzimas, caracterizada pela auséncia da SOD1 e SOD2. EG223 ¢é proficiente em
defesa antioxidante para a enzima catalase (CAT1) e EG103 corresponde a
linhagem selvagem (SODWT), portanto proficiente nestas enzimas mitocondriais
e citoplasmaticas (CHANAJ-KACZMAREK et al., 2015).
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RESUMO

O beta-cariofileno € um importante sesquiterpeno de varios 6leos essenciais de
plantas com varias atividades farmacol6gicas importantes, incluindo atividade
antioxidante, anti-inflamatéria, anticAncer, cardioprotetora, hepatoprotetora,
gastroprotetora, nefroprotetora, antimicrobiana e imunomoduladora. Estudos
recentes sugerem que ele também possui efeito neuroprotetor. Este estudo
revisa os trabalhos publicados referentes as atividades neurofarmacologicas do
beta-cariofileno (BCF). Bases de dados como PubMed, Scopus, MedLine Plus e
Google Scholar com palavras-chave: beta-cariofileno e outras palavras-chave
associadas a atividades neuroldgicas foram pesquisadas. Os dados foram
extraidos de artigos que relatavam informacbes sobre a dose ou
concentracao/via de administracdo, sistema de teste e mecanismo de acgéo
proposto. Um total de 545 artigos foram registrados e, apds critérios de exclusao,
apenas 41 estudos foram incluidos nesta revisdo. Os resultados da pesquisa
sugerem que o beta-cariofileno apresenta um papel protetor em varios disturbios
relacionados ao sistema nervoso, incluindo dor, ansiedade, espasmo, convulsao,
depressao, alcoolismo e doenca de Alzheimer. Além disso, o BCF tem atividade
semelhante a anestésicos local, podendo proteger o sistema nervoso do estresse
oxidativo e da inflamacéo, e pode atuar como um agente imunomodulador. A
maioria das atividades neurologicas deste produto natural tem sido associada
aos receptores canabinoides (CBR’s), especialmente o CB2R. Esta revisdo
sugere uma possivel aplicacdo do BCF como agente neuroprotetor.

Palavras-chave: fitocanabinoide; antioxidante; anti-inflamatorio; neuroprotecéo.
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ABSTRACT: Beta (B)-caryophyllene (BCAR) is a major sesquiterpene of various
plant essential oils reported for several important pharmacological activities,
including  antioxidant, anti-inflammatory, anticancer, cardioprotective,

hepatoprotective, gastroprotective, nephroprotective, antimicrobial, and immune-

modulatory activity. Recent studies suggest that it also possesses neuroprotective
effect. This study reviews published reports pertaining to the
neuropharmacological activities of BCAR. Databases such as PubMed, Scopus,

MedLine Plus, and Google Scholar with keywords “beta (B)-caryophyllene” and

other neurological keywords were searched. Data were extracted by referring to
articles with information about the dose or concentration/route of administration,
test system, results and discussion, and proposed mechanism of action. A total
of 545 research articles were recorded, and 41 experimental studies were
included in this review, after application of exclusion criterion. Search results

suggest that BCAR exhibits a protective role in a number of nervous system-
related disorders including pain, anxiety, spasm, convulsion, depression,
alcoholism, and Alzheimer's disease. Additionally, BCAR has local anesthetic-like

activity, which could protect the nervous system from oxidative stress and
inflammation and can act as an immunomodulatory agent. Most neurological
activities of this natural product have been linked with the cannabinoid receptors
(CBRs), especially the CB2R. This review suggests a possible application of
BCAR as a neuroprotective agent.

Keywords: anti-inflammatory, antioxidant, neuro-protection, phytocannabinoid

INTRODUGCAO

Os canabinoides sdo uma classe de diversos compostos quimicos que
atuam nos receptores canabinoides nas células que modulam a liberacdo de
neurotransmissores no cérebro. Ligantes para estes receptores incluem
endocanabinoides (origem animal), fitocanabinoides (origem vegetal) e
canabinoides sintéticos (origem artificial) (PERTWEE, 2009). Entre os
canabinoides mais notaveis estd o tetraidrocanabinol, um fitocanabinoide que
age como um composto psicoativo primario a partir da cannabis, seu outro
constituinte principal é o canabidiol (PERTWEE, 2009). Os canabinoides s&o
mediados, principalmente, pela acdo dos receptores canabinoides tipo 1 e 2
acoplados a proteina G (CB1Rs/CB2Rs). Inicialmente, pensava-se que 0sS
CB2Rs eram expressos principalmente em microglia e em células imunes
periféricas, regulando os antigenos, a producédo de citocinas/quimiocinas e a
migracao celular (CABRAL et al., 2009). Os CB2Rs assumem papeis importantes
na inflamagéo, fisiopatologia isquémica (IADECOLA; ANRATHER, 2011) e
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efeitos protetores em varios 6rgaos periféricos (MONTECUCCO et al., 2009).
Portanto, eles podem ser direcionados para o tratamento de muitas doencas e
distarbios neuroldgicos (DNs). DNs sé@o as doencas ou disturbios do cérebro,
coluna vertebral e nervos. Até o momento, foram identificadas mais de 600
doencas do sistema nervoso, como tumores cerebrais, epilepsia, doenca de
Parkinson (DP), acidente vascular cerebral (AVC), bem como doengas menos
familiares, como deméncia frontal temporal (VILALTA E BROWN, 2017).

A busca de medicamentos para aliviar a dor e curar varias doencas
neurolégicas é um processo antigo (até 60.000 anos atras) e ainda esta em
andamento (SUMMER, 2000). Muitos metabolitos secundarios estao presentes
nas plantas com inimeras bioatividades e importancia farmacéutica, que também
tém efeitos terapéuticos e quimiopreventivos contra varias doencas (AKTAR;
FOYZUN, 2017). O uso de plantas medicinais e/ou produtos naturais derivados
de plantas esta ganhando interesse dos cientistas devido ao seu perfil de
seguranca, maior eficAcia e uso antigo em varias praticas tradicionais. Os
terpenos sao metabdlitos secundérios das plantas e estdo abundantemente
presentes na natureza (ISLAM, 2017a). Muitos terpenos sdo usados como
aditivos alimentares e na industria cosmética (ISLAM et al., 2016a). Oleos
essenciais (OEs) de varias plantas consistem, principalmente, de
sesquiterpenos, alguns diterpenos e também podem conter fendlicos simples.
Semelhante aos OEs totais, 0s componentes individuais dos terpenos possuem
importantes propriedades bioldgicas, como antioxidantes, antimicrobianos, anti-
inflamatorios e anticancerigenos (ALENCAR et al., 2017; ISLAM et al., 20164, b;
ISLAM, 2017a). Até o momento, varios terpenoides foram introduzidos como
agentes contra DNs como depressao, ansiedade, epilepsia, acidente vascular
cerebral, doenca de Alzheimer (DA), DP, entre outros. Essas propriedades
sugerem que esse grupo de OEs pode ser uma fonte alternativa para o
desenvolvimento de medicamentos neurolégicos (CHANG et al., 2007).

Beta-cariofileno (BCF) é um sesquiterpeno biciclico natural, e € um
constituinte comum em muitos 6leos essenciais, especialmente 6leo de cravo,
Cannabis sativa, alecrim e lUpulo (GHELARDINI et al., 2001). O cariofileno
também exerce atividade neuroprotetora (GHALIB et al., 2012; KLEIN-JUNIOR
et al., 2016; LIU et al., 2015). Por outro lado, o BCF é um ligante de canabinoide
derivado de planta (ou alimento) (GERTSCH, 2017) que € um sesquiterpeno
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biciclico natural e é encontrado em OEs de varias plantas (Tabela 1). A

biossintese do BCF € apresentada no Esquema 1.

Tabela 1. Fontes de beta-cariofileno (BCF) (porcentagens de Oleos essenciais

contendo seu conteudo)

Fonte Referéncias
Cinnamomum tamala (25.3%) Ahmed et al., 2000
Syzygium aromaticum (1.7-19.5%) Ghelardini et al., 2001
Piper nigrum (7.29%) Jirovetz et al., 2002
Cinnamomum zeylanicum (6.9 — 11.1%) Kaul et al., 2003
Sinularia nanolobata (soft coral) Ahmed et al., 2004
Ocimum micranthum (4.0 —19.8%) Silva et al., 2004
Carum nigrum (7.8%) Singh et al., 2006
Lavandula angustifolia (4.62 — 7.55%) Prashar et al., 2004;
Umezu et al., 2006
Cananga odorata (3.1-10.7%) Manner et al., 2006
Hyptis fruticosa (leaf) Menezes et al., 2007
Bernotiené et al., 2004;
Humulus lupulus (5.1 — 14.5%) Wang et al., 2008
Eremanthus erythropappus Sousa et al., 2008
Cannabis sativa (flower, 3.8-37.5%) Gertsch et al., 2008
Ocimum gratissimum (5.3 — 10.5%) Zheljazkov et al., 2008
Harvala et al., 1987;
Origanum vulgare (4.9 — 15.7%) Mockute et al., 2001;
Calvo-Irabien et al., 2009
Rosmarinus officinalis (0.1 — 8.3%) Ormefio et al., 2008;
Jamshidi et al., 2009
Senecio rufinervis Mishra et al., 2010
Baccharis uncinella Ascari et al., 2012
Didymocarpus tomentosa (leaf, Gowda et al., 2012
sesquiterpenes 78.7%)
Copaifera spp. Sousa et al., 2011;
Leandro et al., 2012
Pterodon emarginatus Alberti et al., 2014
Aegle marmelos Sain et al., 2014
Vitex agnus-castus Khalilzadeh et al., 2015
Ocimum basilicum Rabbani et al., 2015
Valeriana officinalis Ricigliano et al., 2016

O BCF é aprovado pela Food and Drug Administration dos Estados Unidos
e agéncias Europeias como aditivo alimentar, intensificador de sabor e agente

aromatizante (CHICCA et al.,, 2014). Além disso, este composto apresenta
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importantes atividades farmacoldgicas, como anticancer (FIDYT et al., 2016),
cardioprotetor, hepatoprotetor, gastroprotetor, nefroprotetor, antioxidante, anti-
inflamatorio, antimicrobiano, imunomodulatério e neuroprotetor (CHICCA et al.,
2014; FIDYT et al., 2016; SHARMA et al., 2016). E também um agonista CB2R
completo e pode ser usado para tratar varios DNs, como isquemia cerebral
(PERTWEE, 2009) e lesdes (ZARRUK et al., 2012), les6es cerebrais (ZHANG et
al., 2008), neuroinflamacédo (ZHANG et al., 2009), bem como problemas em
neurdnios corticais, hipocampais e cerebelares e células gliais (LANCIEGO et al.,
2011). Além disso, o BCF pode ativar as isoformas dos receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma (PPARS) e pode inibir as vias desencadeadas pela
ativacdo do complexo receptor do tipo: CD14/TLR4/MD2. Assim, reduz os
processos imuno-inflamatoérios e exibe sinergia com as vias dependentes do
receptor opioide y. Além disso, BCF foi encontrado por atuar como um potente
antagonista dos receptores nicotinicos de acetilcolina neuronais (nAChRs) sendo
desprovido de efeitos mediados por receptores serotonérgicos e GABAErgicos
(KATSUYAMA et al., 2013). Coletivamente, esses estudos destacam o efeito
protetor do sistema de sinalizacdo canabinoide em DNs, enquanto o BCF atua
como um agonista do CB2R. Esses estudos também sugerem que o BCF exerce
efeitos profilaticos e curativos contra distlrbios neuronais inflamatorios por meio
de seu mecanismo antioxidante e anti-inflamatério. Com base na discussao
acima, este estudo apresenta uma revisdo sistematica sobre os efeitos
neuroldgicos do BCF, analisando os relatérios publicados que tratam de estudos

experimentais em neuroprotecao.

MATERIAIS E METODOS

Estratégia de pesquisa

Bancos de dados: a pesquisa foi feita em bancos de dados como PubMed,
Scopus, MedLine Plus e Google Scholar até novembro de 2017.
Selecdo do estudo: As palavras-chave para pesquisa foram beta-cariofileno,

juntamente com sistema nervoso, neuroprotecao, neuroinflamacéo, ansiedade,
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depressao, sedativo ou hipnético, imunomodulador, analgésico/antinociceptiva,
efeito psicoldgico, miorrelaxante, antiespasmodico, doencas anticonvulsivas,
epiléticas, Alzheimer, Parkinson e neurodegenerativas. Nenhuma restricdo de
idioma foi imposta.

Extracao de dados: Os artigos foram avaliados quanto & informacao sobre a dose
ou concentracao/via de administracéo, sistema de teste, resultados e discusséao,
conclus@es finais e o possivel mecanismo de acdo. Os achados gerais da
pesquisa, juntamente com os critérios de inclusdo e exclusdo de evidéncias,

foram mostrados no fluxograma da Figura 1.

Figura 1. Fluxograma para inclusao/exclusdo e curso geral de processamento

de dados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 545 estudos foram obtidos nas bases de dados: PubMed, 37;
ScienceDirect, 465; Scopus, 1; MedLine Plus, 0; e 0 Google Académico, 32. Apds
a exclusao (Figura 1 para os critérios de exclusédo), um total de 41 investigacdes
experimentais foram incluidas nesta revisdo. Dez estudos foram diretamente

associados as fontes naturais do BCF, enquanto os outros ndo. Outras estudos
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do BCF mencionados neste artigo foram 22 fontes, que indicam conter esse
composto. De todos os artigos relevantes, 24,39% dos estudos pertencem a
estudos in vitro, enquanto 70,73 e 4,88% foram in vivo e a combinacdo de
estudos in vitro e in vivo, respectivamente. Dez estudos foram realizados em
linhagens celulares (derivadas de humanos e roedores), 28 em roedores
(camundongos, 21; ratos, 7), 1 com coelho e 2 como uma mistura de estudos néo
clinicos e pré-clinicos. Os achados gerais foram categorizados em acfes
farmacolégicas especificas.

EFEITOS NEUROFARMACOLOGICOS DO BETA-CARIOFILENO ATIVIDADE
NEUROPROTETORA DO BCF

BCF contra o estresse oxidativo no cérebro

Suspeita-se que os fatores ambientais desempenham um papel
importante no inicio e na gravidade das DNs. No entanto, a hereditariedade, o
envelhecimento e outros fatores, como o estresse oxidativo, estdo ligados a
muitas patologias neurologicas (ISLAM, 2017b).

Na linhagem celular de glioma C6, BCF em 0,5 e 1,0 uM foi demonstrado
melhorar as respostas antioxidantes celulares através da ativacdo do fator
nuclear relacionado ao fator eritroide 2 (Nrf2) dependendo da estimulacdo CB2R
(ASSIS et al., 2014). Em outro estudo, Oiha e colaboradores (2016) mostraram
gue o BCF a 50 mg/kg (i.p) reduz a atividade da 6xido nitrico sintase indutivel
(INOS), restaurando as enzimas antioxidantes e inibindo a peroxidacao lipidica e
deplecdo de glutationa em ratos Wistar. De maneira semelhante, a inibicdo da
iINOS também foi evidente com o BCF a 50 mg/kg (v.0) em ratos Wistar (JAVED
et al., 2016), enquanto o BCF a 10, 25 e 50 uyM inibiu, significativamente, a
producéo de 6xido nitrico (NO) em células microgliais BV2 (HU et al., 2017). Além
disso, descobriu-se que o BCF a 25 e 50 mg/kg/dia (v.0.) inibe a producédo de
peréxido de hidrogénio (H202) e NO em camundongos (FONTES et al., 2017).

Os resultados da pesquisa indicaram que a producdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e NO é conhecida por induzir toxicidade
neuronal em neurdnios corticais e estriados (ISLAM et al., 2016c). O NO aumenta
o efeito da ciclooxigenase (COX) (KOUSAI et al., 2004) levando a formacéao de

acido araquidodnico e prostaglandina PGH2, que, por sua vez, pode desencadear
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a sintese de PGD2 e PGE: causando inflamacdo. Por outro lado, o estresse
oxidativo e oncogenes (por exemplo, KRAS, BRAF, MYC) podem induzir a
expressao de Nrf2 a fim de desintoxicar ERO’s (DENICOLA et al., 2011).
Portanto, o efeito antioxidante mediado pelo Nrf2 do BCF pode estar ligado a sua

atividade neuroprotetora.

BCF em neuroinflamacéao

As respostas inflamatérias sdo agudas ou cronicas e o tipo de resposta
determina seus efeitos finais nas fungbes sistémicas. A inflamacdo aguda é
benéfica e atua como uma defesa primaria contra a infeccao no processo de cura.
Ja as inflamacd@es crbnicas séo prejudiciais devido ao seu tempo prolongado de
reacdo inflamatéria. No entanto, a inflamacgdo crénica pode ocorrer ap6s um
ataque de inflamacdo aguda (SKAPER, 2017). Os mondcitos permanecem no
local, secretam citocinas e quimiocinas e estimulam a resposta adicional dos
macrofagos, permitindo um fluxo continuo de quimiocinas e citocinas.
Interleucinas como IL-13 e IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) sao
capazes de aderir leucécitos ao endotélio, permitindo, assim, a producédo de
citocinas que resultam em inflamacé&o. Por outro lado, as enzimas COX, devido
a sua capacidade de sintetizar prostaglandinas, sdo mediadores conhecidos da
neuroinflamacéo (ISLAM et al., 2016d).

OEs de Eremanthus erythropappus, ricos em BCF, exibiram efeito anti-
inflamatério em ratos Wistar (SOUSA et al., 2008). Além disso, verificou-se que
o BCF a 500 nM e 5 mg/kg (v.0.) exercia efeitos anti-inflamatorios ndo psicoativos
em mona@citos humanos primarios e camundongos que nao possuiam receptores
canabindide tipo 2 (GERTSCH et al., 2008). De maneira semelhante, Chang e
colaboradores (2013), mostraram que o BCF a 10 mg/kg inibe a expressao de
RNAmM de iNOS, interleucinas IL-1B e IL-6 e COX-2 em células microgliais C6.
Adicionalmente, verificou-se que o BCF (0,5, 5 e 50 pM) suprime a resposta
neuroinflamatoria induzida por hipdéxia através da inibicdo da ativacao do fator
nuclear kappa B (NF-kB) na linhagem celular BV2 murina (GUO et al., 2014).

Os péptidos beta-amiloide (BA), consistindo em 36-43 aminoacidos,
derivados da proteina precursora da amiloide, estdo crucialmente envolvidos na

DA como o principal componente das placas amiloides nos cérebros de pacientes
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com DA (HAMLEY, 2012). Iba-1 € uma proteina idéntica do fator inflamatorio de
aloenxerto 1 [Aif-1, também conhecida como molécula adaptadora de ligacéo a
célcio ionizada 1 (IBA1)], é especificamente expressa em macréfagos/microglia
e é suprarregulada durante a ativacdo dessas células uma lesdo do nervo (ITO
et al., 1998), isquemia do sistema nervoso central (SNC) e véarias outras doencas
cerebrais. Por outro lado, a proteina acida fibrilar glial (GFAP) é uma proteina de
filamento intermediario que € expressa por numerosos tipos de células do SNC,
incluindo astrécitos (JACQUE et al., 1978) e células ependimicas (ROESSMANN
et al., 1980). Esta envolvida em muitos processos importantes do SNC, como a
comunicacéo celular e o funcionamento da barreira hematoencefalica na mitose
(ajuste da rede de filamentos presentes na célula), interacdes astrécito-neurénio,
comunicacéo célula-célula e reparo apos lesdo do SNC. A regulacdo negativa da
GFAP é um marcador de alguns DNs (BUNGE et al., 1961), como a doenca de
Alexander, que é uma desordem genética rara caracterizada por retardo mental
e fisico, deméncia, aumento do cérebro e da cabeca, espasticidade (rigidez
bragos e/ou pernas) e convulsbes (HEALTHLINK, 2007), encefalopatia de
Wernicke (CULLEN; HALLIDAY, 1994), sindrome de Down, esquizofrenia,
transtorno bipolar e depressdo (JOHNSTON-WILSON et al., 2000).

Nas células microgliais BV2, os resultados da pesquisa indicaram que o
BCF (10, 25 e 50 uM) reduz, significativamente, a produgao de NO e PGE2, a
expressdo de iINOS e COX-2 e a secrecao de citocinas pro-inflamatorias (HU et
al., 2017). Além disso, uma notavel atenuacdo da superexpressdao de TLR4
ativada por AB1-42 também foi observada. Além disso, Ojha et al. (2016)
demonstraram que o BCF a 50 mg/kg (i.p.) pode salvar os neurbnios
dopaminérgicos e diminuir a ativacdo da microglia e dos astrécitos, conforme
indicado pela expressdo reduzida de lba-1 e GFAP. O BCF também atenuou
citocinas pro-inflamatérias e mediadores inflamatérios como COX-2 e iNOS,
restaurou enzimas antioxidantes e inibiu a peroxidacéo lipidica e a deplecéo de
glutationa em ratos Wistar (OJHA et al., 2016).
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BCF como citoprotetor

Durante o tratamento com drogas, especialmente no cancer, a segurancga
das células normais é uma das principais preocupacdes (SASTRY et al., 2017).
Além disso, células normais sob estresse excessivo devem ser adequadamente
protegidas. Neste contexto, antioxidantes e agentes anti-inflamatorios
desempenham um papel importante como moléculas citoprotetoras (JAROSZ et
al., 2017). Antioxidantes podem agir através de varias vias, incluindo a eliminacéo
de ERO’s, enquanto fortalecem os sistemas antioxidantes/reparadores do corpo.
Os agentes anti-inflamatdrios reduzem ou inibem a geracdo e a secrecédo de
mediadores pré-inflamatérios ou inflamatérios.

Em células de Jurkat e neuroblastoma humano (IMR-32), descobriu-se
gue o BCF (50 pg/mL) isolado de Aegle marmelos regula, negativamente, os
genes antiapoptéticos, bcl-2, mdm2, cox-2 e cmyb, e até - regula genes pro-
apoptoéticos como bax, bakl, caspase-8 e -9 e ATM) (SAIN et al., 2014). Além
disso, o BCF, a 0,5 e 1,0 uM, exerceu um efeito citoprotetor na linhagem de
glioma C6, melhorando as respostas antioxidantes celulares via ativagao de Nrf2,
gue por sua vez € dependente da ativacdo do CB2R (ASSIS et al., 2014). Além
disso, o BCF a 50 mg/kg (v.0) apresentou capacidade de neuroprotecdo pela
reducédo de IL-1B e -6, TNF-a, NF-kB, COX-2 e INOS, mediada pela ativagdo de
CB2R (JAVED et al., 2016). Lou et al. (2016) demonstraram que o BCF a 34, 102
e 306 mg/kg (v.0) aumenta a expressao de Nrf2 e heme oxigenase 1 (HO-1) para
melhorar o dano oxidativo e a apoptose neuronal em ratos Wistar (LOU et al.,
2016). Além disso, em células endoteliais microvasculares do cerebral, neurdnios
e astrocitos, o BCF a 10 uM/L diminuiu, significativamente, a permeabilidade da
barreira hematoencefélica e a apoptose neuronal, mitigou o estresse oxidativo e
reduziu a liberagéo de citocinas inflamatorias. Também regulou negativamente a
expressao de Bax e metalopeptidase de matriz 9 (MMP-9), enquanto regulava
positivamente a claudina-5, ocludina, zbnula de oclusdo 1 (ZO-1), proteina
associada ao crescimento 43 (GAP-43) e Bcl- 2 expresséo (TIAN et al., 2016).
Recentemente, BCF a 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 uM, ativou os receptores de tirosina
guinase A (TrKA) e induziu a neuritogénese por um mecanismo independente do
fator de crescimento do nervo (NGF) ou receptores de canabinoides nas células
de neuroblastoma PC12 e SH-SY5Y (SANTOS et al., 2016).
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Achados recentes de pesquisa indicaram que o BCF (25 e 50 mg/kg/dia,
v.0) (@) inibe a producdo de H202, NO, TNF-q, interferon gama (IFN-y) e IL-17,
(b) reduz o nimero de infiltrados inflamatorios, e (c) atenua danos neuroldgicos
em camundongos EAE (FONTES et al., 2017). De maneira semelhante, Viveros-
Paredes et al. (2017) sugeriram que o BCF a 10 mg/kg (i.p.) exerce
neuroprotecdo mediada pelo receptor CB2 e inibicdo da ativacdo da glia em
camundongos. Além disso, BCF [0,2, 1, 5 e 25 uM (in vitro) e 8, 24, 72 mg/kg (i.p)
(in vivo)] exibiram efeitos neuroprotetores em neurénios primarios de ratos pela
regulacdo negativa do dominio da quinase de linhagem mista como (MLKL) e
diminuindo os volumes de infarto, necrose neuronal, proteina quinase de
interacao de receptor (RIPK) -1 e -3 expressao, grupo de alta mobilidade caixa 1
(HMGB1), receptor do tipo Toll 4 (TLR4), IL -1B e niveis de TNF-a (YANG et al.,

2017). Mostrado na Figura 2 séo as vias de neuroprotecao do BCF.

Figura 2. Papel neuroprotetor do beta-cariofileno (BCF).
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O BCF através da regulacdo positiva do fator nuclear 2 (NF2) causa a
transcricdo génica que pode estimular as enzimas que podem manter o
acoplamento neurovascular, restabelecer o estado estacionario neuronal, reduzir
0 estresse oxidativo (através de multiplas vias), e reduzir ou inibe a neuro-

inflamacé@o de varias maneiras. Além disso, o BCF €é evidente para reduzir a
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morte celular neuronal apoptética regulando positivamente 0s genes
antiatopototicos (por exemplo, bax, bakl, caspase-8, caspase-9, ATM), enquanto
a regulacdo negativa de genes apoptoticos (por exemplo, bcl2, mdm-2, cox -2,
cmub). Adicionalmente, o BCF pode estimular o fator de crescimento nervoso
(NGF) sobre a acdo da quinase A (trkA) da tropomiosina, que regula
positivamente a via da fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinase (PI3K)/ proteina
quinase B (Akt). O resultado final € a sobrevivéncia celular, proliferacédo celular e

resposta angiogénica as células nervosas.

EFEITO IMUNOMODULATORIO

A esclerose multipla (EM), uma grave doenca desmielinizante inflamatoria
do SNC, é a causa mais comum de incapacidade neurologica ndo traumatica em
adultos jovens, e afeta mais de dois milhdes de pessoas em todo o mundo. A
este respeito, a desmielinizacdo é evidente nos resultados do SNC de uma
resposta autoimune mediada por células T, especialmente células Th1l7 e Thl
encefalitogénicas (WAGNER; GOVERMAN, 2015). O trabalho de Alberti e
colaboradores (2014), revelaram que o OE, rico em BCF de Pterodon
emarginatus, a 50 e 100 mg/kg (v.0.) melhora a encefalomielite autoimune
através da modulacéo do equilibrio de células Th1/Treg em camundongos Swiss.
Além disso, em camundongos fémeas C57BL/6, BCF a 1, 10 e 100 uM (in vitro),
e 25 e 50 mg/kg (v.0) (in vivo) exerceram um efeito imunomodulador inibindo as
células microgliais, CD4+ e CD8+ linfocitos T e expressdo de citocinas proé-
inflamatorias; diminuicdo da desmielinizacdo axonal, enquanto modula o
equilibrio imunolégico Thl/Treg através da ativacdo do CB2R (ALBERTI et al.,
2017). As vias imunomoduladoras mediadas pelo BCF estédo representadas na
Figura 3.
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Figura 3. Possiveis vias neuro-imunomodulatérias do beta-cariofileno (BCF).
[BCF pode estimular as células T CD8, que eventualmente estimula as células T
CD4 a converter as células T CD4 em (células T CD4 +). As citocinas pro-
inflamatorias (por exemplo, IL-6, TNF-a, TGF-B, IFN-y) por agao das células T
CD4 + podem estimular as células Thl, Th17 e Treg e modular as atividades

neuroldgicas.]
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ATIVIDADE ANALGESICA/ANTINOCICEPTIVA

A dor crénica é um componente frequente de muitas patologias, afetando
20% a 40% dos pacientes com DN primaria (BORSOOK, 2012). As drogas
analgésicas atuam de varias maneiras no sistema nervoso periférico (SNP) e no
SNC. Devido aos efeitos colaterais dos analgésicos, os medicamentos a base de
plantas sédo frequentemente uma escolha popular (THOMAS et al., 2016). OE,
rico em BCF de E. eritropappus, na dose de 200 e 400 mg/kg (v.0.) mostrou efeito
analgeésico significativo em ratos Wistar (SOUSA et al., 2008). Por outro lado, o
OE do Senecio rufinervis contem 6,21% de BCF, seu ¢leo essencial (50 e 75
mg/kg, v.0.) também mostrou efeito analgésico dose-dependente significativo em
camundongos (MISHRA et al., 2010). Adicionalmente, a pesquisa publicada
indicou que o BCF a 1 e 5 mg/kg (i.p.) exerce um efeito analgésico mediado por
CB2R em camundongos (KLAUKE et al., 2014). Aléem disso, o BCF (2,6
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mg/kg/dia durante 2 semanas, p.0.) e/ou acido docosa-hexaenoico tambéem
mostrou um efeito analgésico significativo em camundongos (FIORENZANI et al.,
2014). Neste ultimo caso, uma melhor atividade foi observada no grupo de co-
tratamento do que nos grupos tratados individualmente.

De um modo semelhante, o OE do BCF contendo folhas de Hyptis
fruticosa exerceu um efeito antinociceptivo significativo em camundongos nas
doses de 100, 200 e 400 mg/kg (s.c.) (MENEZES et al., 2007). Por outro lado, o
OE de Vitex agnus-castus, que contéem BCF (6,9%), exerceu efeito
antinociceptivo em modelos de teste de nocicepcdo em formol, acido acético e
imersao na cauda em ratos Wistar quando administrado em doses de 25 e 62,5
mg/kg, v.0) (KHALILZADEH et al., 2015). Além disso, Katsuyama et al. (2012)
demonstraram que o BCF (2,25; 4,5; 9 e 18 pug, i.p.) exibe um efeito
antinociceptivo, possivelmente pela via dependente de CB2Rs em camundongos
(KATSUYAMA et al., 2012).

A inibicdo posterior da ativagdo da p38 MAPK/NF-kB esta associada a
efeitos anti-inflamatorios (JIA et al., 2017). Recentemente, Segat e colaboradores
relataram que o BCF a 25 mg/kg (v.0) atenua, efetivamente, a neuropatia
periférica, possivelmente através da ativacdo do CB2R no SNC e posterior
inibicdo da ativagdo de p38 MAPK/NF-kB e liberagdo de citocinas em
camundongos (SEGAT et al., 2017). MAPK-p38 e NF-kB desempenham papéis
importantes na inflamacéo e fisiopatologia. Estudos demonstram que o bloqueio
da atividade da p38 atenua a atividade transicional do fator de transcri¢cao proé-
inflamatério NF-kB sem alterar sua atividade de ligacdo ao DNA. O bloqueio da
atividade de p38 tem sido associado a anti-inflamac&o em astrocitos primarios
humanos através da supressao da atividade mas nao da atividade de ligacao a
DNA, o fator nuclear kB (NF-kB) e regulacdo negativa da expresséo de iNOS (um
produto génico transicional dependente de NF-kB). A exploracdo dos
mecanismos moleculares da regulacdo mediada por p38 do NF-kB continua
sendo um caminho aberto no desenvolvimento de drogas para varias respostas
inflamatérias, incluindo a neurodegeneracdo. O mecanismo do efeito

analgésico/antinociceptivo mediado pelo BCF é mostrado na Figura 4.
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Figura 4. Possivel efeito analgésico do beta-cariofilieno (BCF). [Através da
estimulacdo do CB2R, ou sistema p38 MAPK / NF-kB, o BCF pode regular
negativamente a ativacao da microglia, levando a regulacao negativa do receptor
de quimiocina C-C tipo 2 (CCR2) e INOS, o que acabara reduzindo a dor
neuropatica.]
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EFEITOS SEDATIVOS

A sedacédo (tranquilizacdo) € a reducdo da irritabilidade ou agitacédo
através da administracdo de drogas sedativas (por exemplo, propofol, etomidato,
cetamina, fentanil, lorazepam, midazolam etc.). Estes medicamentos sé&o
geralmente usados em procedimentos cirargicos menores (por exemplo,
endoscopia, vasectomia ou odontologia), cirurgia reconstrutiva, algumas
cirurgias estéticas, remocao de dentes do siso ou para pacientes com ansiedade
alta (BROWN et al., 2005). Mishra e colaboradores (2013), demonstraram que 0
midazolam inibe o crescimento em leucemia humana de células de cancer de
coblon, in vitro e in vivo. Além disso, induziu a via de apoptose intrinseca
mitocondrial e a suspensao do ciclo celular na fase S e inibiu o crescimento
tumoral em camundongos HT29 atravées de um mecanismo possivelmente
independente da sinalizacéo do receptor GABAA (MISHRA et al., 2013). Esses
pesquisadores ainda sugerem que a dose e a condicdo para o uso de

anestésicos devem ser levadas em consideragao. Assim, antes da administracéo
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destes farmacos, certas preocupacoes, tais como condicdes fisiopatoldgicas do
paciente, incluindo AVC ou ataque isquémico transitorio, devem ser tomadas em
consideracdo as perturbagcbes neuromusculares (por exemplo, distrofia
muscular). Entre os efeitos colaterais comuns associados com drogas sedativas,
atualmente disponiveis, estdo a dependéncia fisica e psicoldgica, inquietacao,
insdnia a convulsdes e até a morte devido a dosagem cronica (BONNET,;
SCHERBAUM, 2017; LI; QU, 2017). Portanto, a busca por novas drogas
sedativas e mais seguras € crucial. Os fitoterapicos estdo cada vez mais em
destaque, como o BCF. Observou-se que o OE de Baccharis uncinella, contendo
BCF a 50 ou 100 mg/kg (v.0.), exercia um efeito sedativo em camundongos
(ASCARI et al.,, 2012). Similarmente, observou-se que o OE de Ocimum
basilicum, rico em BCF a 100, 150 e 200 mg/kg (i.p.), exerce um efeito sedativo
significativo em camundongos sirios (RABBANI et al., 2015). No entanto, 0s

efeitos sedativos e mecanismo de acéo do BCF precisam de mais investigacoes.

EFEITO ANSIOLITICO

A ansiedade é geralmente uma reacao normal ao estresse que cria mais
estresse e desconforto (MACKENZIE et al.,, 2011). Benzodiazepinicos e
inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina sdo 0s ansioliticos
frequentemente utilizados. No entanto, produzem indmeros efeitos colaterais,
incluindo sedacdo, relaxamento muscular, amnésia anterégrada, risco de
acidentes, efeitos psicomotores, reacdes paradoxais, tolerancia, risco
teratologico, dependéncia, parto prematuro, doencas cardiovasculares,
anormalidades neonatais, reducdo da densidade mineral éssea e aumento do
risco de fratura 6ssea (CUNNINGHAM et al., 2010; HANEY et al., 2010; OLIVIER
etal., 2011; DELL'OSSO; LADER, 2013). Fitoquimicos tendo atividades diversas,
por exemplo, fitol (um diterpenoide de origem vegetal) é evidente por exercer um
efeito semelhante a ansioliticos em camundongos Swiss (COSTA et al., 2014).
Geralmente, os OEs e seus componentes séo citoprotetores, pois a maioria age
como antioxidante (ISLAM, 2016). O BCF é encontrado em muitos OEs e tem
sido amplamente relatado por seus efeitos antioxidantes e citoprotetores em
varios sistemas de teste. Verificou-se que o OE, rico em BCF de O. basilicum a

100, 150 e 200 mg/kg (i.p.), exerce um efeito ansiolitico significativo em
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camundongos sirios (RABBANI et al., 2015). Além disso, o BCF a 200 mg/kg (v.0)
exerceu um efeito ansiolitico significativo (GALDINO et al., 2012), bem como na
dose de 50 mg/kg (v.0) também evidenciou um efeito ansiolitico em
camundongos Swiss (BAHI et al., 2014), com um possivel mecanismo de acéo

envolvendo os CB2Rs.

EFEITOS MIORRELAXANTE E ANTIESPASMODICOS

Um espasmo é uma contracao involuntaria subita do musculo, um grupo
de musculos ou 6érgao oco (por exemplo, coracdo). Sua causa pode ser devido &
varias condicbes meédicas, incluindo distonia, céibras musculares com subita
explosao de dor, célicas, entre outras (KOLKER et al., 2017). Os miorrelaxantes,
geralmente designados como blogueadores neuromusculares e espasmoliticos,
séo usados para diminuir o tbnus muscular e os espasmos, a dor e a hiperreflexia.
Uma pesquisa de Leonhardt e colaboradores (2009), indicaram que o BCF a 1-
1000 pg/mL exibe um efeito miorrelaxante e antiespasmaodico no ileo isolado de
ratos de uma maneira dependente da concentracdo. Além disso, o BCF (10 ou
20 mg/kg, v.0.) reduziu, significativamente, a hiperalgesia mecanica e aumentou
os limiares de abstinéncia muscular em camundongos Swiss (QUINTANS-
JUNIOR et al., 2016).

EFEITO ANTICONVULSIVANTE

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, a epilepsia é um tipo
grave de DN, caracterizada, principalmente, por convuls@es recorrentes devido a
uma hiperexcitabilidade neuronal anormal no cérebro, afetando,
aproximadamente, 50 milhdes de pessoas em todo o mundo (STALEY, 2015;
OMS, 2015). Embora o uso de drogas isoladas e/ou sintéticas tenha se tornado
mais popular que as plantas medicinais ou suas combinagdes para tratar ou
prevenir varias doengas, incluindo convulsées, o uso de OE e seus componentes
em tais doencas € notavel (SOUSA, 2011). A este respeito, o BCF a 10, 30 ou
100 mg/kg (v.0.) demonstrou exercer um efeito anticonvulsivante em
camundongos C57BL/6 de um modo dependente da dose (DE OLIVEIRA et al.,
2016).
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EFEITO ANTI-ALZHEIMER

A DA é uma ND croénica responsavel por 60 a 70% dos casos de deméncia
(BURNS; ILIFFE, 2009). Causou 1,9 milhdes de mortes em 2015 (GBD, 2016).
Nao apenas o beta amiloide (AB) (HAMLEY, 2012), mas também varios
processos inflamatérios e citocinas foram ligados na patologia da DA. A ativacéo
do PPAR-y inibe a expressdo génica inflamatéria, melhora a patologia
relacionada com a DA, incluindo capacidade de aprendizagem e memoria. Desta
forma, é considerado como um alvo molecular potencial para o tratamento da DA
(LANDRETH et al., 2008). Nesse contexto, o BCF, nas doses de 16, 48 e 144
mg/kg (v.0), melhorou o fendtipo semelhante a doenca de Alzheimer,
possivelmente pela ativacdo do CB2R e pela via dependente do PPAR-y, em
camundongos transgénicos APP/PS1 (CHENG et al., 2014). Os possiveis efeitos

anti-Alzheimer do BCF estéo ilustrados na Figura 5.

Figura 5. Possivel efeito anti-Alzheimer do beta-cariofileno (BCF).
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(8) |
I CB2R
{ Fungdo da Presenilina PPAR-y
Disfungdo sinaptica e PI3K
sinalizagdo alterada l
. — Raf
y— s Hiperfosforilagdo da
J Fungdo mitocondrial probeéns Tau, NDD'e l
gliCOSG MEK]./Z
Y |
ERK1/2

&

l Sobrevivéncia celular/ Morte celular

[(A) O BCF pode inibir a sintese de 6xido nitrico (NO) e beta-amildide (AB), responsavel por proteger as
funcdes mitocondriais e sinapticas, juntamente com a transducao de sinal neuronal. O processo global inibe
a neurodegeneracao, a gliose e a hiperfosforilagdo da proteina tau, sugerindo um efeito anti-Alzheimer. (B)
O BCF, via ativagdo do CB2R, pode ativar o PPAR-y e, eventualmente, o PI3K, Raf (membro da familia
serina / treonina-proteina cinase), quinase quinase MAP (MEK) -1/2 e ERK-1/2 , que causa a sobrevivéncia
das células neuronais.]
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EFEITO ANTIDEPRESSIVO

A depresséo € um estado de mau humor e averséo a atividade que pode
afetar os pensamentos, o comportamento, 0s sentimentos e a sensagao de bem-
estar de uma pessoa. Tem varias causas, incluindo doencas fisicas e mentais,
efeitos colaterais de alguns medicamentos e tratamentos meédicos, entre outros.
O tratamento envolve o uso de antidepressivos, como a cetamina, que tem sido
usada em pacientes idosos com depresséo resistente ao tratamento (RIBEIRO;
RIVA-POSSE, 2017). Drogas que atuam sobre CBRs exercem grande controle
sobre a atividade neuronal, ativando-as, onde podem modular a acdo do co-
transportador de bicarbonato de sddio, levando a hiperpolarizacdo do neurdnio
(STEMPEL et al., 2016). Num estudo de Bahi e colaboradores (2014), verificou-
se que o BCF, nas doses de 50 mg/kg (v.0.), exibe atividade antidepressiva
mediada por CB2R em camundongos albinos Swiss.

DIVERSOS

OEs de Copaifera multijuga, ricas em BCF (36%), exercem efeitos
neurofarmacolégicos significativos em camundongos Swiss (KOBAYASHI et al.,
2011). Geralmente, 0s anestésicos regionais ou locais blogueiam a transmissao
de impulsos nervosos entre uma parte especifica do corpo e 0 SNC, causando
perda de sensibilidade na parte do corpo visada e 0 paciente permanece
consciente (BAMBAREN et al., 2017). Nesse contexto, o BCF, a 10-1000 pg/mL,
diminuiu de forma dependente da dose o numero de estimulos necessarios para
provocar o reflexo, sugerindo atividade anestésica local desse composto em
ratos Wistar e coelhos albinos (GHELARDINI et al., 2001).

Por outro lado, o alcoolismo, também conhecido como transtorno do uso
de éalcool (TUA), € uma das principais causas de problemas de salde mental e
fisica, juntamente com problemas na sociedade, sendo responséavel por 3,3
milhbées de mortes (por 5,9% de adultos) por ano (LITTRELL, 2014). Os
medicamentos comumente usados para esse fim sdo benzodiazepinicos,
dissulfiram, naltrexona e carbimida de calcio. Essas drogas estado associadas a
varios efeitos colaterais graves, incluindo tolerancia cruzada, dependéncia e
dependéncia cruzada com o alcool. Os CBRs tém papéis importantes em varias

funcdes comportamentais e cerebrais e podem ser uma pista para novos
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candidatos a drogas no TUA (PATEL et al., 2017). Verificou-se que o BCF a 50

mg/kg (v.0.) reduz o alcoolismo mediado por CB2R em camundongos Swiss (AL

MANSOURI et al., 2014). Listados na Tabela 2 estdo mecanismos moleculares

de diferentes atividades neurofarmacolégicas do BCF em diferentes sistemas de

Mecanismos moleculares de atividades neurofarmacolégicas

teste.
Tabela 2:
mediadas pelo beta-cariofileno
Dose/concentracéao Sistema de
(viade teste (in

administracao)

vitro/in vivo)

Mecanismo (s)
possivel (s)

Referéncias

Atividade analgésica

, Camundongos | Mediado por CB2R Klauke et al.,
1 e 5mg/kg (i.p.) (n= 12)g b 2014
Atividade ansiolitica e antidepressiva
50 mg/kg (v.0.) Ca(r:‘i”?_"l%%% Expressdo 1CB2R |  oan et @l

Antialcolismo

Camundongos ~ Al Mansouri et
50 mg/kg (v.0.) (n - 14) Expressao 1CB2R al., 2014
Efeitos Anti-Alzheimer
Camundongos -
16, 48, ou 144 transgénicos A\‘};Z'ggdgr?deelfel?ﬁs Cheng et al.,
mg/kg (v.0.) APP/PS1 (n = b 2014
5.7) PPARYy
Anti-inflamatdria
Linhagem
0.5,5e50 uM celular murina Ativacao |[NF-kB | Guo et al., 2014
BV2

Encefalomielite autoimune

50 e 100 mg/kg

Modulacao do

2.25,45,9e 18 ug
(i.p.)

da estirpe ddY

Mediada por CB2R

(n=10)

(v.0.) contend OE de | Camundongos equilibrio de células Alberti et al.,
Pterodon (n = 10) 9 2014
. Thl/Treg
emarginatus
Efeito imunomodulador
| células
Camundongos microgliais,
1, 10 e 100 pM (in C57BL/6 linfécitos T CD4+ e Alberti et al
vitro); 25 e 50 mg/kg | fémeas (n = 6- CD8+, expresséao "
e o . 2017
(v.0.) (in vivo) 8) e seus de citocinas pro-
linfécitos inflamatorias e
CB2R
Neuroprotecéo
camundongos

Katsuyama et
al., 2012
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| expresséao de

10 mg/kg miggg;i';‘f% MRNA de iNOS, IL- Chagglzt al.,
1B, IL-6 e COX-2
Respostas
Linhagem de antioxidantgs _
05e1.0 uM slulas d _celulares via Assis et al.,
: Op células de ~
glioma C6 ativacao de Nrf2 2014
dependente da
ativacdo do CB2R
| genes anti-
Células de apoptoticos (bcl-2,
50 pg/mL, isolados Jurkat e mdrnZ, cox2 e . Sain et al.,
de Aegle marmelos neuroblastoma | cmyb); 'T'genes pro- 2014
humano (IMR- apoptoticos (bax,
32) bakl, caspase-8 e -
9e ATM)
. | IL-1B e -6, TNF-q,
50 mg/kg (v.0.) Ratos_V\gstar (n NF-kB, COX-2 e Javed et al.,
o =3) INOS; expressao do 2016
receptor CB2
34, 102 e 306 mg/kg Ratos (n = 3) 1 expressao de Nrf2 Lou et al., 2016
(v.0.) e HO-1
Neurdnios

dopaminérgicos
resgatados, |
microglia e ativagéo
de astrocitos via
expresséo reduzida
de Iba-1 e GFAP; |

50 mg/kg (ip.) | RAMOS \é\”gtar (" | “cox-2 e INOS: Ojha et al.,
= 6-8) 2016
restauraram
enzimas
antioxidantes e
inibiram a
peroxidacao lipidica
e a deplecéo de
glutationa
Células de
0.5,10,15e20 neuroblastoma | 1 receptores TrkA e | Santos et al.,
puM PC12 e SH- neuritogénese 2016
SY5Y
| BBB
Células permeabilidade,
endoteliais apoptose neuronal,
microvasculares | estresse oxidativo,
10 pM/L cerebrais liberagéo de Tian et al., 2016
(BMECs), citocinas
neurdnios e inflamatarias,
astrocitos expressao de Bax e

MMP-9; Expressao
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de claudina-5,
ocludina, ZO-1,
GAP-43 e Bcl-2

25 e 50 mg/kg/dia
(v.0.)

Camundongo
EAE (n=5)

| H202, NO, TNF-
a, IFN-y, IL-17 e
numero de
infiltrados
inflamatérios e
danos neurol6gicos

Fontes et al.,
2017

10, 25, € 50 uM

Células
microgliais BV2

I NO, PGE2, iNCS,
COX-2, citocinas
pro-inflamatorias e
superexpressao de
TLR4 ativada por
AB1-42

Hu et al., 2017

25 mg/kg (v.0.)

Camundongo (n
= 5)

| neuropatia
periférica; 1
ativagdo CB2R; |
ativacédo de p38
MAPK / NF-kB e
liberacdo de
citocinas

Segat et al.,
2017

10 mg/kg (i.p.)

Camundongo (n
= 6)

Mediada por CB2R

Viveros-
Paredes et al.,
2017

0.2,1,5e 25 uM (in
vitro); 8, 24, 72
mg/kg (i.p.) (in vivo)

Neurbnios de
ratos primarios
(n=6)

| similar ao dominio
da quinase da
linhagem mista
(MLKL), volumes de
infarto, necrose
neuronal, proteina
guinase (PCK1),
expresséao de
proteina quinase 3
(PKC3), grupo 1 de
alta mobilidade
(HMGBL1), Niveis de
TLR4, IL-1B e TNF-
a

Yang et al.,
2017

CONCLUSAO

Achados gerais sugerem que o BCF, um fitocanabinoide, possui uma

capacidade neuroprotetora através de suas atividades farmacologicas mediadas

pelo SNC, como analgésico, ansiolitico e antidepressivo, anti-Alzheimer, anti-

inflamatoério e imunomodulador. Além disso, o BCF atua contra o alcoolismo e a

encefalomielite autoimune. Os efeitos neuroprotetores do BCF podem estar
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ligados as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias. Atualmente, os
dados disponiveis sugerem que o BCF tem um efeito sobre o sistema nervoso e
pode ser util para o desenvolvimento de agentes neuroativos para o tratamento

e a prevencao de DNs.

Conflitos de interesse
Nenhum declarado.
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RESUMO: A ativacdo dos receptores CB1 produz efeito anticonvulsivante
acompanhado de disturbios de memodria, tanto em testes de convulsdo animal
como em pacientes com epilepsia. Poucos relatos consideraram o papel do
receptor CB2 na suscetibilidade de crises e funcfes cognitivas. O objetivo do
presente estudo foi explorar o efeito de um seletivo agonista do receptor CB2
beta-cariofileno (BCF) em modelos de convulsdes e cognicdo em camundongos.
Os efeitos dependentes da dose de BCF foram estudados no teste de convulsdes
por eletrochoque maximo (ECM), teste subcutaneo pentilenotetrazol (PTZsc) e
teste do labirinto aquatico de Morris. Fenitoina e diazepam foram usados como
medicamentos de referéncia nos testes de convulsdes. O efeito do tratamento
subcronico com BCF por 7 dias (50 e 100 mg/kg) foi avaliado com base no estado
epiléptico induzido pelo modelo de acido cainico (AC) e estresse oxidativo
atravées da medida do nivel de malondialdeido (MDA) no hipocampo. A
neurotoxicidade aguda foi determinada pelo teste Rota Rod. O BCF exerceu uma
protecdo no teste MES na dose mais baixa de 30 mg/kg no intervalo de 4 horas
em que foi testado, comparavel a droga fenitoina referente. O agonista CB2 foi
ineficaz no teste PTZsc. O BCF ndo apresentou neurotoxicidade no teste Rota
Rod. O BCF diminuiu os escores de convulsdo no estado epiléptico induzido por
AC, cujo efeito se correlacionou com uma menor peroxidacao lipidica. O agonista
CB2 exerceu uma diminuicao de laténcia dependente da dose para atravessar a
area alvo durante os trés dias de teste no labirinto aquatico de Morris. Nossos
resultados sugerem que os agonistas do receptor CB2 podem ser clinicamente
Gteis como um tratamento adjunto contra a disseminagéo de crises e estado
epiléptico e estresse oxidativo concomitante neurotoxicidade e
comprometimentos cognitivos.

Palavras-chave: agonista do receptor CB2; Teste MES, teste PTZsc; acido
cainico; estresse oxidativo; ratos.
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ABSTRACT: Purpose: Activation of CB1 receptors, produces anticonvulsant
effect accompanied by memory disturbance both in animal seizure tests and in
patients with epilepsy. Few reports considered the role of CB2 receptor on seizure
susceptibility and cognitive functions. The aim of the present study was to explore
the effect of a selective CB2 receptor agonist b-caryophyllene (BCP) in models of
seizures and cognition in mice. Methods: Dose-dependent effects of BCP was
studied in maximal electroshock seizure (MES) test, subcutaneous
pentylenetetrazole (scPTZ) test and Morris water maze test. Phenytoin and
diazepam were used as reference drugs in seizure tests. The effect of sub-chronic
treatment with BCP for 7 days (50 and 100 mg kgl) was assessed on status
epilepticus (SE) induced by kainic acid (KA) model and oxidative stress through
measurement of malondialdehyde (MDA) level in the hippocampus. The acute
neurotoxicity was determined by a rotarod test. Results: The BCP exerted a
protection in the MES test at the lowest dose of 30 mg kgl at the 4-h interval
tested comparable to that of the referent drug phenytoin. The CB2 agonist was
ineffective in the scPTZ test. The BCP displayed no neurotoxicity in the rotarod
test. The BCP decreased the seizure scores in the KA-induced SE, which effect
correlated with a diminished lipid peroxidation. The CB2 agonist exerted a dose-
dependent decrease of latency to cross the target area during the three days of
testing in the Morris water maze test. Conclusion: Our results suggest that the
CB2 receptor agonists might be clinically useful as an adjunct treatment against
seizure spread and status epilepticus and concomitant oxidative stress,
neurotoxicity and cognitive impairments.

Keywords: CB2 receptor agonist; MES test; scPTZ test; Kainic acid; Oxidative

stress; Mice

INTRODUGCAO

A epilepsia é um disturbio neurolégico que se caracteriza por convulsdes
espontaneas, bem como pelo comprometimento da aprendizagem e da memoéria
como um fator de risco comoérbido. O tratamento com drogas antiepilépticas
(DAE’s) previne as convulsdes, mas, na maioria dos casos, sua eficacia contra o
distlrbio cognitivo em pacientes com epilepsia € negligenciada e incerta
(AGRAWAL; GOVENDER, 2011). A pesquisa atual, neste campo, esta focada na
concepcao e desenvolvimento de abordagens terapéuticas alternativas que
previnam a epileptogénese apés o estado de mal epiléptico (EME) e suas
consequéncias deletérias, incluindo estresse oxidativo, danos neuronais e
agravamento resultante em fung¢des cognitivas. Durante a Ultima década, drogas
com efeitos potenciais de melhora da memoria séo exploradas como adjuvantes
a terapia anticonvulsivante para o tratamento de alteracdes comportamentais

comorbidas deletérias.
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Dados experimentais e clinicos acumulados corroboram a sugestao de
gue o sistema endocanabinoide (SEC) representa uma ferramenta terapéutica
potencial para o tratamento de condicbes patolégicas em doencas
neurodegenerativas, incluindo epilepsia, doenca de Alzheimer, esclerose multipla
e doenca de Parkinson (SHARMA et al., 2015; ROSENBERG; PATRA;
WHALLEY, 2017). Numerosos estudos foram focados no papel dos receptores
CB1 no SNC e, nesta linha, tem sido sugerido que o SEC tem um papel na
excitabilidade cerebral, principalmente pela ativacdo dos receptores CB1
(BAMBICO; GOBBI, 2008; HUIZENGA et al., 2017). Por outro lado, o papel dos
receptores CB2, que estado distribuidos, principalmente nos tecidos periféricos e,
em particular, nos linfécitos B, macrofagos, mastécitos, microglia e células natural
killer, bem como no baco, amigdalas e timo sdo pouco exploradas no Sistema
Nervoso Central (SNC) (SHARMA et al., 2017).

Além disso, os ligantes para os receptores CB2 sdo considerados como
drogas promissoras para o tratamento da dor periférica com aplicacdo na
neuropatia diabética (DHOPESHWARKAR; MACKIE, 2014). Estudos relatam
dados que corroboram com a suposicdo de que drogas agindo através de
receptores CB2 podem ser exploradas como novos agentes farmacoldgicos no
tratamento de disturbios no SNC (GALDINO et al., 2012; BAHI et al., 2014). Os
compostos, cujos efeitos sdo mediados por receptores CB2, merecem maior
exploracdo devido a falta de atividade psicotropica lateral dos ligantes dos
receptores CB1. Nos udltimos anos, novos compostos sintéticos e naturais
mostrando alta afinidade por receptores CB2 sao explorados como uma boa
alternativa de drogas convencionais para distarbios do SNC. Entre eles, o beta-
cariofileno (BCF), um sesquiterpeno natural, componente comum de 6leos
essenciais de diversas especiarias (Cinnamomum verum, Piper nigrum,
Origanum vulgare, Syzygium aromaticum) e varias plantas, principalmente
Cannabis sativa e Copaifera sp (GERTSCH et al., 2008).

O BCF possui alta afinidade pelos receptores CB2 e € considerado um
fitocanabinoide alimentar promissor, merecendo maior exploracdo. Verificou-se
gue este agonista do receptor CB2 exerce um efeito protetor contra a inflamacéo
da dependéncia do a&lcool (AL MANSOURI et al, 2014), nocicepcao
(KATSUYAMA et al., 2013), depressdo (VALENZANO et al., 2005), isquemia
cerebral (CHOI et al., 2013) e doenca de Alzheimer (CHENG et al., 2014). Até o
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momento, alguns estudos relataram sua atividade potencial contra convulsées
em testes com roedores (DE CARVALHO et al., 2016; DE OLIVEIRA et al., 2016;
HUIZENGA et al., 2017).

O &cido cainico (AC), um analogo do amino&cido excitatério glutamato,
tem sido amplamente utilizado como uma ferramenta para a inducdo do EME.
Estudos anteriores revelaram que algumas substancias naturais como
curcumina, vineatrol, resveratrol e capsaicina demonstram promissora atividade
anticonvulsivante, neuroprotetora e antioxidante em testes de convulsdo aguda
e modelo de acido cainico em roedores (GUPTA et al., 2002; SAUDI, 2013). A
principal razdo deste estudo foi explorar a atividade neurobiolégica do BCF em
modelos de crises epilépticas, como também sob memodria espacial em
camundongos. Para o estudo da atividade anticonvulsivante, utilizou-se o teste
de convulsdo por eletrochoque maximo (ECM) e o teste de pentilenotetrazol
subcutaneo (PTZsc). A neurotoxicidade aguda da BCF foi avaliada pelo teste de
coordenacdo motora. Por causa dos efeitos protetores observados no BCF,
descritos anteriormente, levantamos a hipétese de que o agonista do receptor
CB2 pode ser efetivo contra o estado de mal epiléptico induzido por AC por sua
atividade antioxidante. Foi investigado o efeito do pré-tratamento subcrénico com
BCF no EME induzido por AC e peroxidacdo lipidica no hipocampo em
camundongos. Além disso, o efeito do agonista do receptor CB2 nas funcdes
cognitivas dependentes do hipocampo foi explorado pelo teste do labirinto

aquatico de Morris.

MATERIAL E METODOS

Animais experimentais

Foram utilizados, camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss, albinos,
machos, pesando entre 25 a 30g, com dois meses de idade, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Piaui. Os animais receberam agua
e racdo tipo pellets (Purina®) com livre acesso e foram mantidos sob iluminagéo
controlada (12 h de ciclo claro/escuro) e temperatura (26 + 1°C). Os experimentos
comportamentais foram realizados entre 8h-12 h. Todos os procedimentos foram

realizados de acordo com a Diretiva do Conselho das Comunidades Europeias
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2010/63/EU. O delineamento experimental foi aprovado pelo Comité de Etica

Institucional do Instituto de Neurobiologia da Bulgaria.

Drogas e dosagem

O composto isolado beta-cariofileno (CisH24) foi adquirido por meio da
empresa Sigma-Aldrich. Grupo controle (n = 8) (tratado com veiculo, Tween 80 a
0,05% dissolvido em solucdo salina a 0,9%, controle negativo) e grupos
experimentais (n = 8) (tratados com drogas de referéncia fenitoina sodica e
diazepam (DZP) ou BCF foram injetados intraperitonealmente (ip) em diferentes
doses e foram dissolvidos em Tween 80 em um volume de 10 mg/kg, BCF (30,
100 e 300 mg/kg) foram administrados 30 min e 4 h, respectivamente, antes do
ECM, teste de PTZsc e teste de Rota Rod. A fenitoina (30 mg/kg) foi utilizada
como droga de referéncia no teste ECM e o diazepam (5 mg/kg) como droga de
referéncia no teste PTZsc.

Um grupo separado foi usado para o teste do labirinto aquéatico de Morris.
Doses de 10, 25 e 50 mg/kg, respectivamente, foram aplicadas 30 minutos antes
de cada teste de sonda no 2°, 3° e 4° dia. A administracdo de AC foi realizada

24h apés um tratamento com BCF (50 e 100 mg/kg) por 7 dias.

Teste de Eletrochoque Maximo (ECM)

O rastreio inicial em ECM foi realizado em dois intervalos de tempo, como
se segue: 30 min e 4h, respectivamente. Uma gota de anestésico local foi
aplicada aos olhos de cada animal e eletrodos de cornea foram aplicados
seguidos por um estimulo elétrico de 50 mA, 60 Hz administrados por 0,2 s
(Constant Current Shock Generator). A extensdao do membro posterior, apos o
tratamento com droga, foi determinada como um ponto final do teste. O
componente tonico foi considerado abolido quando a extensdo do membro
posterior nao ultrapassou 180° com o plano do corpo. A diminuicdo do
componente extensor tbnico dos membros posteriores da convulsdo, em metade

ou mais dos animais, foi definida como protecéo (LUSZCZKI et al., 2013).
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Teste de Convulsdo por Pentilenotetrazol Subcutaneo (PTZsc)

Para o teste PTZsc, uma dose de 85 mg/kg de PTZ produziu convulsbes
cronicas que duraram por um periodo de pelo menos cinco segundos em 97%
dos animais de controle testados. Os camundongos foram ainda observados
durante um periodo de 30 minutos e 4 horas. A protecéo contra crises cronicas,
em metade ou mais dos animais, foi definida como uma atividade
anticonvulsivante (BRITO et al., 2006).

Teste da Rota Rod

A deficiéncia motora minima em camundongos foi medida usando o teste
de Rota Rod segundo Angelova et al., 2017 e adaptagbes. Os camundongos
foram treinados na haste de 3,2 cm de diametro que gira a uma velocidade de 12
rpm. O animal pode manter seu equilibrio por 3 minutos. A neurotoxicidade foi
indicada pela incapacidade do animal de manter o equilibrio na haste durante,

pelo menos, um minuto em cada um dos trés ensaios.

Crise epiléptica induzida pelo acido cainico (AC)

No 7° dia de administracdo do BCF/veiculo (i.p.), os camundongos
receberam via i.p. AC (Merck, EUA) em dose Unica de 30 mg/kg, dissolvida em
soro fisioldgico estéril (0,9% NaCl) em volume de 10 ml por kilograma de peso
corporal. A intensidade das convulsdes foi pontuada de acordo com a escala de
Racine et al. 1977, que caracteriza em: estagio 1 (clénus facial), estagio 2
(inclinacdo da cabeca), estagio 3 (clonus do membro dianteiro), estagio 4 (clénus
do membro anterior com elevacao) e estagio 5 (elevacéo, salto e queda). O inicio
da crise epiléptica foi definido como o tempo em que 0s animais experimentaram
as convulsbes continuas do estagio 4 ou 5. Ap6s um periodo de 3h de
observacdo e deteccdo da intensidade das convulsdes, os animais foram
decapitados em guilhotina apds uma anestesia moderada com pentobarbital
sodico (40 mg/kg; i.p.). Os cérebros foram rapidamente dissecados no gelo e os

hipocampos foram removidos bilateralmente. As amostras de tecido foram
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congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -20 °C antes da analise
(LEITE et al., 2002).

Teste do labirinto aquatico de Morris

O labirinto é constituido por uma piscina circular (120cm de diametro,
30cm de altura) com 4gua morna (23°C) e estava localizado em um quarto com
iluminacao fraca (45 Ix) e isolamento acustico com quatro sugestdes visuais
extra-labirinticas (tamanho A4). Folhas de papel laminado branco foram
colocadas com simbolos geométricos pretos. A piscina foi dividida em quatro
guadrantes iguais. Uma plataforma de escape (9cm de diametro, 21cm de altura)
em um local fixo foi feita de acrilico transparente e foi imersa 1cm abaixo da
superficie de agua no centro do quadrante sudoeste (quadrante alvo). Quatro
testes, dos quais o primeiro (o teste de aquisi¢cdo) foi comparado com os trés
testes seguintes (o teste de sonda), realizados durante trés dias consecutivos
com uma sessao por dia. Cada sessao consistiu em quatro tentativas, separadas
por um intervalo de 10 minutos.

O animal foi retirado da gaiola de origem e colocado no labirinto de agua.
Nas posicdes de inicio, semi-aleatérias, com a cabeca voltada para o centro do
labirinto aquatico. Quando o camundongo subia na plataforma, o teste era
interrompido e a laténcia de escape registrada. O comprimento maximo do ensaio
foi de 60s. O camundongo gque ndo conseguiu encontrar a plataforma submersa
dentro de 60s, foi colocado nela por 15s. O animal foi mantido na plataforma
antes de iniciar o préximo teste. Em seguida, foi colocado na piscina novamente;
e, desta vez, em um local diferente, trinta minutos apés a administracdo de BCF
ou veiculo.

O segundo, terceiro e quarto dia, um teste de sonda foi realizado para
estimar a capacidade de aprendizado espacial dos camundongos sobre a
localizacdo da plataforma oculta. Os pardmetros de observagéo foram calculados
usando uma camera e um sistema de rastreamento de video (software SMART
PanLab, Harvard Apparatus, EUA). O parametro calculado foi a laténcia no
primeiro cruzamento da localizacdo da plataforma (area alvo) (MULLER et al.,
2010).
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Ensaio de peroxidacéo lipidica (MDA)

Homogenatos de tecido foram preparados a 10% (p/v) em tampao fosfato
0,1 M (pH 7,4). Apés centrifugacdo a 10.000 rpm por 15 minutos, e aliquotas dos
sobrenadantes foram separadas e utilizadas para estimativa bioquimica. O
malondialdeido (MDA) foi medido por um leitor de ELISA com o comprimento de
onda 540 nm usando o kit de teste Elisa (Abcam, UK, ab118970), de acordo com

as instrucdes do fabricante e foi expresso como nmol.grama.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). A significancia da fase de convulsao foi analisada usando ANOVA para
dados nao paramétricos (Kruskal-Wallis nas classificacdes) seguido pelo teste U
de Mann-Whitney. Outros dados foram analisados por ANOVA de uma ou duas
vias, seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc pelo GraphPad
Prism (versédo 6.0; GraphPad San Diego, Califérnia, EUA. Copyright © 1994-
1999). As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando
p <0,05.

RESULTADOS

Efeitos do BCF na suscetibilidade de crises e neurotoxicidade aguda

O efeito anticonvulsivante de BCF foi avaliado nos testes ECM e PTZsc,
apo6s a administracdo i.p. de BCF nas doses iniciais de 30, 100 e 300 mg/kg,
respectivamente. Paralelamente, a neurotoxicidade aguda foi determinada pelo
teste de comprometimento motor minimo (Rota Rod). Fenitoina e diazepam
foram usados como medicamentos de referéncia. A avaliacdo de triagem foi
realizada em dois momentos, 30 min e 4 h. Os resultados sdo mostrados na
Tabela 1. No teste ECM, o BCF suprimiu as convulsdes ténico-clénicas na menor
dose de 30 mg/kg em 4,0 h, o que proporcionou 66,6% em comparagcdo com a
protecdo de 100% fornecida pela fenitoina. No teste PTZsc, o BCF foi ineficaz

nas trés doses utilizadas, sugerindo que o composto € incapaz de aumentar o
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limiar convulsivo. No teste do Rota Rod, ndo foram observados sinais de
neurotoxicidade em todas as doses aplicadas, comparados aos farmacos de
referéncia fenitoina e diazepam, respectivamente nos dois momentos (30 min e
4h).

Tabela 1. Dados que representam atividade anticonvulsivante e neurotoxicidade
de beta-cariofileno (camundongos, i.p.).

Testes ECM?2 PTZscP Rota-rod¢

Farmacos | 30 min [4.0h|[30min [40h|30min| 4.0h

Beta-cariofileno
30, 100 e 300 - 30 - - - .
mg/kg

Fenitoina 30 30 30 30
30 mg/kg
Diazepam

5 mg/kg

Os dados na Tabela 1 indicam a dose minima em que bioatividade ou neurotoxicidade foi

demonstrada em pelo menos 50% dos animais tratados. O traco indica a auséncia de atividade

ou neurotoxicidade na dose méxima administrada (300 mg/kg). 2Teste de eletrochoque (ECM);
bTeste de pentilenotetrazol subcutaneo (PTZsc); Teste de neurotoxicidade (Rota Rod).

5 5 5 5

Os camundongos foram pré-tratados com BCF nas doses de 50 e 100
mg/kg, i.p. durante 7 dias para avaliar a protecao do agonista do receptor CB2
contra o EME induzido por AC. O grupo correspondente foi tratado com veiculo
da mesma maneira antes do AC. Vinte e quatro horas apdés a Uultima
administracado de BCF, a neurotoxina foi administrada na dose de 30 mg/kg. A
intensidade da convulséo foi pontuada por um periodo de observacao de 3 horas.
A administracdo de uma Unica dose excitotoxica de AC consistiu de
automatismos faciais e levantamentos de cabeca que ocorreram dentro de 20
minutos apos a administracéo. Além disso, esta atividade motora progrediu para
o clénus anterior no grupo AC + Vei (Fig. 1A). A diminuicdo nos numeros das
crises foi detectada nos grupos BCF, que alcancaram uma diferenca significativa
ap6s 100 minutos (100 mg/kg BCF) e 120 minutos (50 mg/kg).

Os efeitos da administracdo subcronica (i.p) de BCF na peroxidacao
lipidica, concomitante com EME, induzida por AC séo apresentados na Figura 1.

O agonista do receptor CB2 causou um aumento significativo no nivel de



138

peroxidacao lipidica no hipocampo do grupo AC + Vei (p <0,05 vs grupo Veiculo)
(Fig. 1B). A ativacao dos receptores CB2 atenuou, significativamente, a elevacao
da peroxidacao lipidica induzida por AC no hipocampo de camundongos tratados
subcronicamente com BCF 50 e 100 mg/kg, respectivamente (p <0,05 vs. AC +

grupo Vei).
Atividade dose-dependente de BCF no teste do labirinto de agua de Moris

Figura 1A: O efeito do beta-cariofileno (BCF) na atividade convulsiva
comportamental em camundongos tratados com acido cainico (AC). 1B: O efeito
da BCF nos niveis de peroxidacéo lipidica (MDA) no hipocampo apés o estado
epiléptico induzido por AC em camundongos. 1C: O efeito do BCF na laténcia de
escape no primeiro cruzamento da localizacdo da plataforma (area alvo) em
camundongos usando o teste do labirinto aquatico de Morris
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A atividade convulsiva comportamental foi avaliada de acordo com as escalas elaboradas por
Racine. Os valores sdo apresentados como média = S.E.M. (a) Significancia: ap <0,05 vs. AC +
Vei, p <0,01 AC + BCF 50 vs. AC + BCF 100 (teste de Kruskal-Wallis). Os valores séo
apresentados como média £ S.E.M. (a) Significancia: ap <0,05 vs. Veiculo, p <0,05 vs. AC + Veh
(One-way ANOVA). Os valores sao apresentados como a média + S.E.M. Significancia: 2p <0,05
vs. Veiculo, bp <0,01 vs. BCF 10 mg/kg vs. BCF 50 mg/kg (Two-way ANOVA).

A administragdo de BCF, 30 minutos antes de cada “teste de sonda”, em

trés doses diferentes de 10, 25 e 50 mg/kg, respectivamente, por via i.p.,
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melhorou, significativamente, a capacidade de aprendizado espacial. Foi
observado dois fatores de efeito principal do tratamento [F3,160 = 288; p
<0,0001] e Dia [F3,160 = 472,9, p <0,0001], bem como interac&o entre os dois
fatores [F9,160 = 34,14, p <0,0001] para a laténcia no primeiro cruzamento da
localizacdo da plataforma anterior (area alvo). Comparacdes revelaram uma
diminuicao significativa na laténcia para alcancar a localizacéo da plataforma nos
trés grupos de camundongos com PCP da 12 a 32 sessao (p <0,05) (Fig. 1C).
Além disso, uma diminui¢cdo na laténcia para atingir o alvo da plataforma foi,
significativamente, diferente no grupo tratado com a maior dose de 50 mg/kg de

BCF em comparacao ao grupo tratado com a menor dose de 10 mg/kg (p <0,05).

DISCUSSAO

Apesar da ampla gama de testes de epilepsia com diferentes mecanismos
de acéo, os dois testes de convulsdo, ECM e PTZsc, séo aceitos como referéncia
para a ferramenta inicial de triagem para avaliacdo de substancias recém-
projetadas. No presente trabalho, conduzimos uma avaliagcdo primaria de um
agonista seletivo do receptor de CB2, BCF, seguindo o protocolo do Epilepsy
Therapy Screening Program (SWINYARD, 1982). Com base nesses dados de
triagem preliminar em camundongos, descobrimos que a BCF é ativo no teste
ECM, sugerindo uma capacidade de inibir a disseminacéo de convulsdes, 0 que
nao ocorre no teste de PTZ, que é usado para identificar compostos que elevam
o limiar de convulsao.

Nossos resultados estdo de acordo com trabalhos anteriores, revelando
gue uma microinfusdo do agonista seletivo CB2 AM1241 exerceu um efeito pro-
convulsivo contra convulsdes tonico-clonicas. Esse efeito € resultante do
bloqueio pelo antagonista seletivo do receptor CB em ratos Wistar (DE
CARVALHO et al., 2016). No entanto, De Oliveira et al., 2016 relataram que a
BCF exerceu um efeito anticonvulsivante no teste de convulsdo mioclénica
induzida por PTZ. Entretanto, os autores demonstraram que, embora a dose
elevada de 100 mg/kg de agonista do receptor CB2 aumentasse a laténcia para
o inicio de reflexos mioclonicos, néo foi possivel prevenir as crises generalizadas
induzidas por uma dose de 60 mg/kg de PTZ em camundongos. Huizenga e

colaboradores (2017) descobriram que, enquanto o antagonismo CBi1 e CB:
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exacerbam as convulsdes induzidas pelo metil-6,7-dimetoxi-4-etil-beta-carbolina-
3-carboxilato (DMCM), apenas o0 agonista misto CB12 e 0 agonista seletivo CB1
possuia atividade anticonvulsiva mas ndo com efeito agonista CB2 em ratos.
Além disso, 0 agonista misto de CB12 mostrou poténcia contra ataques de PTZ,
sugerindo que a ativacao do receptor CB1 esta subjacente ao efeito neuroprotetor
do sistema canabinoide em camundongos.

Ha na literatura dados que apoiam a suposicdo de que a ativacdo do
receptor CB1 é uma ferramenta eficaz na prevencdo de EME e suas
consequéncias neurotdxicas. Estudos revelaram pela primeira vez que os
receptores CB2 também merecem exploragdo como um alvo putativo contra
EME. Recentemente, Suleymanova (2016) relatou que a administracéo aguda do
agonista CB1, WIN55,212-2, ap06s ser induzido pela pilocarpina, foi capaz de
prevenir EME e exerceu neuroprotecao no hilo sem prevenir o desenvolvimento
de estado epiléptico cronico e atividade convulsiva espontanea em ratos. E bem
conhecido que a neurotoxicidade do AC é devida ao seu mecanismo especifico
de acdo direcionado aos receptores ionotropicos de glutamato no hipocampo,
gue contribuem para o dano neural mediado pelo estresse oxidativo. Além disso,
antioxidantes e sequestradores de radicais livres sdo considerados uma
estratégia promissora para neutralizar a neurotoxicidade induzida por AC e danos
neuronais.

No presente estudo, descobrimos que o pré-tratamento subcrénico com o
agonista do receptor CB2, BCF, atenuou com sucesso a intensidade das
convulsdes no teste AC, cujo efeito foi acompanhado por uma diminui¢cdo
concomitante da peroxidacdo lipidica do EME no hipocampo. Recentemente,
Stempel et al., 2016 demonstraram, pela primeira vez, uma expressao e
funcionalidade detalhadas do receptor CB2 no hipocampo. Ao contrario dos
receptores CB1, que sdo encontrados, preferencialmente na fenda pré-sinaptica,
os receptores CB:2 foram distribuidos nos compartimentos pos-sinapticos do
hipocampo, o que diferencia suas fun¢des do subtipo do receptor CB. Os autores
concluiram que os receptores CB2 podem exercer uma acao inibitoria tonica. Ao
contrario de nossos achados; De Oliveira et al., 2016 relataram que o BCF foi
ineficaz contra o estresse oxidativo (ou seja, aumento nos niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico) produzido por convulsées PTZ (60 mg/kg, i.p) em

camundongos, sugerindo que o BCF poderia exercer uma protecéo especifica do
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modelo. No entanto, confirmamos o relato dos autores acima mencionados
mostrando que o agonista CB2, na dose de 100 mg/kg, melhorou o indice de
reconhecimento no teste de reconhecimento de objeto sem afetar a locomocéao
em teste de Rota Rod ou nado forcado em camundongos (DE OLIVEIRA et al.,
2016). Demostrando que o BCF melhorou de forma dependente da dose as
capacidades de aprendizagem no teste de memoéria espacial. Nossos dados
preliminares demonstraram que nessas doses de BCF (30, 100 e 300 mg/kg) n&o
afetaram a atividade motora no teste de Rota Rod, sugerindo que o efeito da BCF

na memoria espacial ndo foi devido ao efeito falso positivo.

CONCLUSAO

O agonista seletivo CB2, BCF, diminui as convulsfes tonico-clénicas no teste
de eletrochoque e aliviou a neurotoxicidade induzida por AC e o0 estresse
oxidativo em camundongos. Isso sugere que a ativacdo dos receptores CB:2 é
protetora contra a disseminacao de crises e ativacdo de ERQO’s decorrentes de
EME. Nossos resultados, bem como registros anteriores confirmam o efeito
anticonvulsivante do BCF em modelos de tdnico-clénico generalizado e EME
juntamente com capacidade de melhora da memdria. Sugerindo que os agonistas
do receptor CB2 podem ser clinicamente Uteis como tratamento adjuvante no

EME reduzir o estresse oxidativo, neurotoxicidade e deficiéncias cognitivas.
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Betacariofileno em modelos animais: perspectivas para terapias da
ansiedade

Beta-caryophyllene in animal models: perspectives for anxiety
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RESUMO

O beta-cariofileno é um sesquiterpeno biciclico com efeitos analgésico, anti-
inflamatoério e antioxidante. O estudo avaliou os efeitos ansioliticos do beta-
cariofileno em modelo animal, bem como sua toxicidade em Artemia salina e
efeitos antioxidantes em estudos in vitro e em Saccharomyces cerevisiae. Os
efeitos ansioliticos foram analisados utilizando os testes de labirinto em cruz
elevado, rota rod, claro-escuro e de esconder esferas, em camundongos Swiss,
com as doses de 10, 25 e 50 mg/kg, por via intraperitoneal. Os estudos
antioxidantes e toxicoldgicos foram realizados nas concentracdes de 0,3; 0,7; 1,5
e 3 mM. Os efeitos antioxidantes in vitro foram avaliados para inibicdo dos
radicais DPPH, ABTS e hidroxila, bem como em Saccharomyces cerevisiae. O
beta-cariofileno teve efeito ansiolitico pelo aumento do nimero de entradas nos
bracos abertos e o tempo de permanéncia no compartimento claro, diminuicédo
do numero de esferas escondidas e ndo prejudicou o desempenho de
camundongos no Rota Rod. Nao apresentou toxicidade aguda em A. salina em
24 horas. No experimento in vitro, o beta-cariofileno apresentou efeitos
antioxidantes por captura de radicais livres, na maior concentracao, similarmente
ao Trolox. Em Saccharomyces cerevisiae também foram observados efeitos
protetivos e de reparo frente aos danos do perdxido de hidrogénio. Anélises
estatisticas indicaram significantes correlacdes positivas e negativas entre a
atividade ansiolitica com antioxidantes in vitro e em S. cerevisiae. Os efeitos
ansioliticos, sem toxicidade e com acBes antioxidantes, nas doses e
concentracfes usadas, apontam que o beta-cariofileno € um composto promissor
para formulacdes farmacéuticas, por possiveis mecanismos associados ao
estresse oxidativo.

Palavras-chave: Beta-cariofileno, ansiedade, antioxidante



147

ABSTRACT

Beta-caryophyllene is a bicyclic sesquiterpene with antihyperglycemic, analgesic,
anti-inflammatory and antioxidant effects. The study evaluated the antianxiety
effects of beta-caryophyllene in animal model, as well as its toxicity using the
Brine shrimp lethality test and antioxidant effects using in vitro studies and
Saccharomyces cerevisiae. The anxiolytic effects were tested in Swiss mice with
the elevated plus maze, rota-rod, light and dark and hiding sphere tests at doses
of 25, 50 and 75 mg / kg administered intraperitoneally; the toxic and antioxidant
effects were evaluated at concentrations of 0,3; 0,7; 1,5 and 3 mM. The
antioxidant effects included Saccharomyces cerevisiae, DHPP (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radicals), ABTS (2,20-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid) and hydroxyl radical test. Beta-caryophyllene had anxiolytic effects due to
increased number of entries in the open arms and length of staying in the clear
compartment, a decrease in the number of hidden beads and did not affect the
performance of mice in the rota-rod. It did not present acute toxicity in A. salina in
24 hours. In the in vitro test, betacaryophyllene showed antioxidant effects by
capturing free radicals, in the highest concentration, similar to Trolox.
Saccharomyces cerevisiae also showed protective and repair effects against
hydrogen peroxide damage. Positive and negative correlations were verified
between anxiolytic activity and antioxidants in vitro and in S. cerevisiae. Anxiolytic
effects, low toxicity and antioxidant activity at the concentrations used indicate
that beta-caryophyllene is a promising compound for pharmaceutical
formulations, due to possible mechanisms associated with oxidative stress.

Keywords: Beta - caryophyllene, anxiety, antioxidant

INTRODUGCAO

Os oleos essenciais (OE’s) sdo derivados do metabolismo secundario de
diversas plantas e possuem composi¢cdo quimica complexa, na qual se destaca
a presenca de terpenos como os diterpenos e sesquiterpenos, que sao
elementos volateis contidos em muitos érgdos vegetais (OLIVEIRA et al., 2011,
CHO et al., 2018). Biologicamente e farmacologicamente ativos (MARANGONI;
MOURA; GARCIA, 2012; ZHAI et al., 2018). Nas ultimas décadas, tem havido
um interesse crescente em estudar a composi¢cdo quimica e as atividades
bioldgicas dos fitoquimicos presentes nos 6leos essenciais isolados de diferentes
espécies, dentre eles o beta-cariofileno (BCF).

O BCF é um sesquiterpeno biciclico que inclui os isdbmeros alfa (a), beta
(B) e gama (y). Dentre estes isbmeros, 0 BCF desempenha um importante papel
na quimica dos sesquiterpenoides, o qual esta entre 0s sesquiterpenos mais

encontrados em muitos 6leos essenciais de alimentos vegetais como orégano
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(Origanum vulgare L.) (LOZANO et al., 2004), pimenta (Piper nigrum L.) (ORAV
et al., 2004) e cravo (Eugenia caryophyllata) (SILVESTRI et al., 2010). Este
sesquiterpeno esta entre os principais principios ativos da Cannabis sativa,
Ocimum gratissimum, Cordia verbenaceae, Spiranthera odoratissima e de varias
espécies da Copaifera L. (GERTSCH et al.,, 2008; CHAIBUB et al., 2009;
CHARLES; SIMON, 2011). O BCF foi aprovado como um aditivo alimentar
presente nos alimentos industriais visando manter sabor, textura e aparéncia pela
Food and Drug Administration (FDA, n°. 21CFR172.515).

Véarios modelos experimentais demostraram promissoras atividades do
BCF como anti-hiperglicémico (BASHA; SANKARANARAYANAN, 2014),
antitumoral (LEGAULT; PICHETTE, 2007) analgésico, anti-inflamatoério (BAKIR
et al.,, 2008), antimicrobiano (DAHHAM et al., 2010) antidepressivo (DE
OLIVEIRA et al., 2018) e ansiolitico (BAHI et al., 2014). Entretanto, 0s
mecanismos de acdo ainda ndo estdo bem estabelecidos, mas existem relatos
de que o BCF tem capacidade antioxidante in vitro frente as espécies reativas de
oxigénio (ERQO’s), influenciando ou evitando o dano oxidativo (DAHHAM et al.,
2015), a exemplo da inducdo da expressdo da glutationa, vitaminas C, E e
enzimas: catalase e superéxido dismutase (LUCENA, 2010). O estresse oxidativo
esta envolvido nos mecanismos de diversas doencas, principalmente as que se
referem ao Sistema Nervoso Central (SNC) como epilepsia (RUMIA et al., 2013),
depressao (SHATILLO et al., 2013), ansiedade (RECKZIEGEL et al., 2011;
CACERES et al., 2013) e doencga de Parkinson (TAl et al., 2013).

As ERO’s podem ser produzidas internamente como subprodutos da
cadeia respiratoria mitocondrial, mas os organismos podem receber ERO’s de
fontes exdgenas, como fumaca, radiacdo e contaminacdo (SODERGREN, 2000).
Entretanto, sua exposi¢do excessiva pode ser altamente toxica e causar danos
nas macromoléculas celulares, incluindo o DNA, proteinas e lipidios, podendo
resultar em dano e em morte celular (SILVA; CERCHIARO; HONORIO, 2011).
O estudo teve por objetivo avaliar os efeitos ansioliticos em modelo animal para
ansiedade, toxicos em Artemia salina, e antioxidantes in vitro e moduladores de

danos oxidativos induzidos pelo perdxido de hidrogénio em S. cerevisiae
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MATERIAL E METODOS

Reagentes quimicos

O composto isolado beta-cariofileno (CisHz24), (Figura 1), com peso
molecular de 204g/mol e grau de pureza = 80%, foi adquirido por meio da
empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Para a atividade antioxidante in
vitro, o Trolox, o &cido tiobarbitdrico (TBA), o &acido tricloroacético (TCA),
nitroprussiato de soédio (SNP), 2,2- difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e 2-
desoxirribose foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA). No
ensaio Saccharomyces cerevisiae, utilizou-se o meio YEL (extrato de levedura
1%, bacto peptona 2%, dextrose 2%) e YED (extrato de levedura 1%, bacto
peptona 2%, dextrose 2%, agar 2%) adquiridos da Microbac® (Sédo Paulo, Brasil)
para cultivo e semeio das linhagens, respectivamente. O peréxido de hidrogénio
(H202) foi adquirido da Dindmica Quimica Contemporénea LTDA (S&o Paulo,

Brasil).

Figura 1. Estrutura quimica do beta-cariofileno.
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Modelo com animais para estudos de atividade ansiolitica

Animais

Foram utilizados, camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss,

albinos, machos, pesando entre 25 a 30g, com dois meses de idade,
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provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Piaui. Os animais
receberam agua e racéo tipo pellets (Purina®) com livre acesso e foram mantidos
sob iluminacao controlada (12 h de ciclo claro/escuro) e temperatura (26 + 1°C).
Os experimentos comportamentais foram realizados entre 8h-12 h. Os animais
foram monitorados por mais de uma hora depois dos testes comportamentais.
Os protocolos experimentais e procedimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui (N°
008/2015).

Tratamento dos animais

O BCF, obtido da Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, EUA (grau de pureza
= 80%), foi emulsificado com Tween 80 0,05% (Sigma-EUA) e dissolvido em
solucéo salina 0,9%. Os animais foram tratados com a substancia experimental
nas doses de 10, 25 e 50 mg/kg, escolhidas com base em estudos anteriores e
administrados via intraperitoneal, 30 minutos antes dos experimentos, com 0ito
animais por grupo. O grupo controle negativo recebeu veiculo (Tween 80 0,05%
com salina 0,9%) em um volume constante de 10 mL/kg, administrado pela
mesma via dos grupos tratados. Como controle positivo, foram administradas 2
mg/kg Diazepam (DZP) (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, EUA), via

intraperitoneal, apds serem dissolvidas em solucéo salina a 0,9%.

Teste Rota Rod

O teste Rota Rod mede o efeito do relaxamento muscular ou nao
coordenacao motora produzidos por drogas nos animais (CARLINI; BURGOS,
1979). Para este teste, os camundongos (8 animais/grupo) foram tratados
conforme os protocolos experimentais. E, 30 minutos apés o tratamento, foram
colocados com as quatro patas sobre uma barra de 2,5 cm de diametro, elevada
a 25 cm do piso, em uma rotacdo de 17 rpm, por um periodo de até 180
segundos, para verificacdo do tempo de permanéncia no aparato € 0 nimero de

guedas.

Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)
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O aparato € formado por dois bracos abertos (50 x 10cm), dois bracos
fechados (50x10x50 cm), e uma plataforma central (10 x 10cm). No inicio do
teste, o0 camundongo foi colocado na plataforma central, de frente para um brago
aberto. O aparelho foi elevado 50 cm acima do nivel do chao. O experimento foi
realizado durante 5 minutos. Foram avaliados o0s seguintes parametros: distancia
total percorrida (cm), distancia percorrida nos bracos abertos vs distancia total
(cm), numero de entradas nos bracos abertos. Estes dados fornecem
informacgdes sobre o indice de ansiedade do animal. indice de ansiedade foi
calculado utilizando a seguinte equacdo: indice de ansiedade = 1 - [(Tempo
central / Tempo total + (Centro Distancia / distancia total)) / 2]. O indice de
ansiedade varia de 0 a 1, com um valor mais alto indicando aumento da
ansiedade. Apés cada ensaio, o LCE foi limpo com solucdo de acido acético a
0,1% (TCHEKALAROVA et al., 2013).

Teste Claro-escuro

O aparato utilizado é feito de acrilico, dividido em dois compartimentos
(caixa de luz e caixa escura), comunicados através de uma pequena porta. A
caixa escura (preto acrilico; 27x18x29 cm?) ndo é iluminada. A caixa transparente
(transparente acrilico; 27x18x29 cm?® ) é iluminada pela luz ambiente. Trinta
minutos depois dos tratamentos, iniciou-se o teste. Todos os animais foram
colocados, inicialmente, no compartimento claro e foram avaliados por um
periodo de 5 minutos O parametro utilizado foi o tempo (segundos) gasto e o
namero de entradas no compartimento claro. A entrada no compartimento claro
era considerada valida quando o animal atravessava com as quatro patas. Apos
cada teste, o equipamento foi limpo com solucdo de &cido acético a 0,1%

(COSTA et al., 2014).
Teste de esconder esferas
O procedimento de esconder esferas foi proposto tendo em vista que o0s

roedores exibem o comportamento de esconder (enterrar) objetos aversivos

como uma fonte de choque, alimentos nocivos ou objetos inanimados como as
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esferas de vidro (POLING; CLEARY; MONAGHAN, 1981; PIRES et al., 2013). A
administracdo de uma substancia com possivel efeito ansiolitico, em roedores,
tende a reduzir o nimero de esferas escondidas (NEE) neste teste. O primeiro
grupo foi tratado com veiculo (Tween 80 0,05% dissolvido em salina a 0,9%, i.p.),
0 segundo grupo com o DZP (2 mg/kg, i.p.) e o terceiro, quarto e quinto grupos
foram tratadas com BCF (10, 25 e 50 mg/kg, i.p.), respectivamente. Apés 30
minutos do tratamento, os animais foram colocados, individualmente, em caixas
de policarbonato de 27 x 16 x 13 cm, forradas com uma camada de 5cm de
maravalha sobre a qual foram distribuidas, uniformemente 25 esferas de vidro
com 1,5 cm de didmetro. O Numero de Esferas Escondidas (NEE) foi registrado.
Foram consideradas escondidas as esferas completamente cobertas pela
maravalha. Apds cada sesséo de teste individual, as esferas foram limpas com
solucéo de acido acético a 0,1% e trocado a maravalha para remover qualquer

vestigio deixado pelos animais.

Teste em Artemia salina

Na avaliacdo da toxicidade aguda, utilizou-se o ensaio de letalidade em
nauplios de A. salina (MEYER et al., 1982). Os cistos foram incubados em agua
salina artificial (39,35 mM NaCl; 18,66 mM MgClz- 6 H20; 28.16 mM Na2SO4; 8.84
mM CaClz2 H20 e 9.38 mM of 9,38 mM de KCI em 1000 mL de agua) a 25 — 30
°C. O bicarbonato de sodio (Na2COs) foi utilizado como tampéo até atingir o pH
9,0 da solucéo de salmoura. ApGs 48h de incubacao, 10 nauplios vivos e ativos
foram transferidos para tubos de ensaio, contendo o BCF nas concentracoes de
0,3;0,7,1,5e 3 mM.

O volume final de cada amostra foi ajustado para 5mL com soluc¢éo salina
artificial e agua ausente de cloro (1:1, v.v'l). As amostras foram mantidas sob a
mesma condicdo de incubacdo por 24 — 48h adicionais. Nauplios vivos foram
contados macroscopicamente para determinar o numero de mortes por
concentracdo. Agua salina e K2Cr207 (5 pg.mL1) foram utilizados como controles
negativo (CN) e positivo (CP), respectivamente. Os tratamentos foram realizados

em triplicata e os resultados expressos como porcentagem da mortalidade.

Ensaios antioxidantes in vitro
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Frente ao radical DPPH’

A avaliagdo da capacidade antioxidante contra o radical DPPH" foi
realizada pela metodologia descrita por Silva; Menezes; Eleutherio (2005). Uma
mistura reacional do BCF em diferentes concentra¢ées (0,3; 0,7; 1,5 e 3,0 mM)
com o radical DPPH* foi agitada, vigorosamente, e incubada a temperatura
ambiente na auséncia da luz por 30 minutos. A avaliacdo antioxidante foi
realizada em triplicata e os valores inibicdo das absorbéancias (517 nm) foram
expressos como porcentagem (%) de do radical DPPH* em relacdo ao Sistema
(100% de radical DPPH"). Foi determinada a concentracéo efetiva (CEso) do BCF
necessaria para inibir 50% do radical DPPH'. E, para compara¢do, 0 mesmo
procedimento experimental foi utilizado com o Trolox (0,1-3 mM).

Frente ao cation radical ABTS™*

Para avaliar a capacidade antioxidante contra o radical ABTS™, foi
formado, inicialmente, o céation radical ABTS** de acordo com o procedimento
descrito por Re e colaboradores (1999). Apos esta etapa, a solucao foi diluida
em etanol até obter uma solugdo com absorbancia de 1,00 (+ 0,05) em 734 nm.
Em ambiente escuro e a temperatura ambiente, foi feita uma mistura reacional
do BCF (0,1-3 mM) com a solucédo de ABTS™*. O experimento foi realizado em
triplicata e as leituras das absorbancias foram realizadas transcorrido o tempo de
6 minutos em espectrofotometro (734 nm). Os resultados foram expressos como
porcentagem de inibicdo do radical ABTS™ em relacdo ao Sistema (100% de
radical ABTS™). Foi determinada a concentracdo efetiva (CEso) do BCF
necessaria para inibir 50% do radical ABTS** em 734 nm. O mesmo procedimento

foi realizado com o controle positivo Trolox (0,1-3 mM).

Frente ao radical hidroxila

Para avaliar a capacidade antioxidante contra o radical hidroxila, gerado
pelo sistema de Fenton (LOPES et al., 1999), varias aliquotas do BCF (0,1-3 mM)
foram adicionadas ao meio reacional contendo 2-desoxirribose, 3,2 mM de FeCls
(50 mM), H202 (100 mM) e tampao fosfato (20 mM, pH 7,4). A mistura reacional
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foi incubada a 50 °C por 40 minutos. ApoOs este procedimento, foi adicionado
acido tricloroacético 10% e &cido tiobarbiturico 1% (ATB, NaOH 50 mM). Depois,
a mistura foi aquecida durante 15 minutos a 95 °C, arrefecida e as absorbancias
medidas em 532 nm. Os resultados foram expressos como porcentagem de
inibicdo da degradacdo da 2-desoxirribose em relacdo ao Sistema (100% de
radical hidroxila). A concentragéo efetiva (CEso) do BCF necessaria para inibir em
50% a degradacdo da 2-desoxirribose em 532 nm foi determinada. Para
comparacao, o mesmo procedimento experimental foi utilizada para o Trolox (0,1-
3 mM).

Teste em linhagens de S. Cerevisiae

A S. cerevisiae € um dos principais organismos modelo eucariéticos
utilizado em estudos emergentes para entender a resposta celular ao estresse
oxidativo e sistemas de defesa antioxidante em produtos dietéticos naturais
(MENG et al., 2017). Foram utilizadas seis linhagens de leveduras da espécie S.
cerevisiae proficientes e mutadas em suas defesas antioxidantes. A linhagem
EG118 é defectiva no sistema enzimatico que envolve a enzima superoxido
dismutase citoplasmatica (CuZnSOD - produto do gene Sod7A), enquanto a
EG110 apresenta mutacdo na Sod mitocondrial (MNnSOD - produto do gene
Sod2A); EG133 é o duplo mutante defectivo para Sod7A e Sod2A; a linhagem
EG223 ¢é defectiva na enzima catalase (Ctt1A); a EG é o duplo mutante defectivo
para Sod1A e Ctt1A; e EG103 corresponde a linhagem selvagem, portanto
proficiente nestas enzimas (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo das linhagens e gendtipos de S. cerevisiae utilizadas no
estudo.

Descricéo Genotipo Origem
EG103 (Sod wt) MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 GAL+
EG118 (Sod1A) sod1::URAS all other markers as EG103
Edith Gralla, L
EG110 (Sod2A) so0d2::TRP1 all other markers as EG103
Angeles

sod1::URA3 sod2::TRP1 double mutant all other

EG133 (Sod1ASod2A)
markers as EG103
EG223 (Ctt1A) EG103, except catl:: TRP1
EG (Sod1ACtt1A) EG103, except sod1l:: URA3 and cttl:: TRP1

Adaptado de Oliveira et al., 2014.
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As linhagens foram cultivadas em meio YEL (extrato de levedura 0,5%,
2% de bacto peptona, 2% de glucose) a 28 °C em um agitador orbital até
atingirem a fase de crescimento estacionaria (OLIVEIRA et al., 2014). Células em
suspensao foram semeadas a partir do centro para a margem das placas de Petri
em um movimento continuo, para ambos os lados da placa, contendo em seu
centro um disco de papel de filtro estéril, ao qual foram acrescentadas, nas
distintas placas, 10 yL das concentragdes (0,3; 0,7; 1,5 e 3 mM) do BCF. Para
correlacao estatistica com os resultados dos grupos testes, dois grupos controle
foram utilizados: H202 (10 mM) como controle positivo (10 uL); e, solugao salina
(0,9%) como controle negativo. Apos 48h de incubacdo em estufa a 30 °C, os
halos de inibicdo de crescimento das linhagens, em milimetros, foram
mensurados desde a margem do disco de papel filtro até o inicio do crescimento

celular (Tabela 2).

Tabela 2. Protocolo experimental em linhagens de S. cerevisiae.

Tratamentos Procedimentos

Pré-tratamento Adicdo de 10 pL do BCF, em diferentes concentracdes, sobre o disco
central em placas de Petri. Apds 2h, foram adicionados 10uL de H20:2
e, posterior incubagédo em estufa a 30 °C por 48h.

Co-tratamento Adicao de 10 pL de H202 + 10puL do BCF, em diferentes concentracdes,
sobre o disco central em placas de Petri e, posterior incubagdo em
estufa a 30°C por 48h.

Pés-tratamento Adicao de 10 pL de H202 sobre o disco central em placas de Petri. Apds
2h, foram adicionados 10 pL do extrato do BCF, em diferentes
concentragdes e, posterior incubagdo em estufa a 30 °C por 48h.

Controle positivo Adig&o de 10 pL de H202, como controle positivo, sobre o disco central
em placas de Petri e, posterior incubacdo em estufa a 30 °C por 48h.

Controle negativo Adicao de 10 yL de solucao fisiolégica (0,9%), como controle negativo,
a fim de avaliar os danos oxidativos espontaneos as linhagens de
leveduras e, posterior incubacdo em estufa a 30 °C por 48h.

Os valores do percentual de modulacdo do BCF nos danos oxidativos
ocasionados pelo H202 foram calculados levando em consideragdo o
comprimento do semeio do disco central até a lateral da placa (40mm)
empregando regra de trés simples. Apds obtencdo dos valores referentes a
oxidacdo foi calculado o percentual de modulacdo empregando a seguinte
férmula: %M=[CP — ([beta-cariofileno + CP)] / CP x100 onde, o “%M” representa

o percentual de modulagéo do beta-cariofileno, CP: percentual do dano oxidativo
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induzido pelo H202.beta-cariofileno + CP: percentual do dano oxidativo induzido

pelo BCF associado com H20x.
Andélise estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média + desvio padrao
(SD). Os dados foram analisados por meio de analise de variancia (ANOVA
seguido do teste Neuman—Keuls como post-hoc teste), seguidos pelos testes de
Tukey, Dunnets e Bonferroni usando GraphPad Prism (verséo 6.0), considerando
p <0,05 com um nivel de confianca de 95%. Correla¢cdes estatisticas de Pearson
foram feitas para avaliar associacdes dos efeitos ansioliticos do beta-cariofileno

com as atividades antioxidantes.

RESULTADOS

Avaliacdo  comportamental/toxicolégica do beta-cariofileno  em

camundongos no teste Rota rod

Nos grupos tratados com o beta-cariofileno néo foi verificado alteracéo na
coordenacdo motora sob os parametros avaliados: tempo de permanéncia dos
camundongos na barra giratéria quando comparados com o grupo veiculo nas
doses testadas, 10 (167,2s + 6,25s), 25 (173,3s + 4,77s) e 50 (172,3s + 4,85s)
mg/kg (Figura 2A). Entretanto, os animais tratados com DZP (110s + 2,14s)
permaneceram 38,3 % menos tempo na barra giratéria quando comparado ao
veiculo (178,3s = 1,16s) (p<0,05), demonstrando, assim, o efeito relaxante
muscular. N&do foi observado aumento no nuimero de quedas dos animais
tratados como BCF nas doses de 10 (1,33 + 0,21), 25 (1,33 +£0,21) e 50 (1,33
0,21) mg/kg quando comparados ao veiculo. Mas, nos animais tratados com DZP
(2,50 £ 0,22) (p <0,05), foi observado um aumento no numero de quedas quando
comparado ao veiculo (1,16 + 0,16) (Figura 2B).
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Figura 2. Avaliacao da atividade locomotora de camundongos tratados com beta-
cariofileno (BCF) nas doses de 10, 25 e 50 mg/kg e diazepam (DZP) na dose de
2 mg/kg, através do teste Rota Rod. Em A, os dados para tempo de
permanéncia; e, em B, para o nimero de quedas.
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Os valores representam a média £+ E.P.M. Os animais utilizados nos testes foram
de 8 por grupo. 2p<0.05 diferenca significante em relacdo ao veiculo, °p<0.05
diferenca significante em relagéo ao DZP. (ANOVA seguido do teste Neuman—Keuls
como post-hoc teste).

Efeito ansiolitico do beta-cariofileno (BCF) no teste de Labirinto em Cruz

Elevado, Claro-Escuro e Esconder esferas

No Teste de Labirinto em Cruz Elevado, os parametros de distancia total
percorrida, distancia percorrida nos bracos abertos vs distancia total, nimero de
entradas nos bracos abertos e indice de ansiedade foram utilizados para avaliar
0s niveis de ansiedade do animal. O BCF demonstrou um possivel efeito
ansiolitico no teste de Labirinto em Cruz Elevado, por apresentar alteracdo na
distancia total percorrida dos camundongos nas doses de 10 mg/kg (3944 + 348
cm), 25 mg/kg (4546 £ 266 cm) e 50 mg/kg (4920 + 353 cm) quando comparados
ao veiculo.

A atividade locomotora também foi avaliada no Teste de Labirinto em Cruz
Elevado onde foi verificado que o grupo DZP (2113 + 219 cm) (p <0,05) percorreu
uma menor distancia no aparato quando comparado com ao veiculo (3714 + 398

cm).
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O DZP desencadeou aumento (p <0,05) na distancia percorrida nos
bracos abertos vs distancia total (34,43 + 1,47) e no numero de entradas nos
bracos abertos (13,86 + 1) em comparacdo ao grupo veiculo (9 + 3,32; 3,42 +
0,89, respectivamente), demonstrando, assim, o seu efeito ansiolitico (Figura
3A).

A avaliacao ansiolitica foram observadas para o BCF também nas analises
do distancia percorrida nos bragcos abertos vs distancia total (Figura 3B) e
namero de entradas nos bracos abertos (Figura 3C), quando comparado ao
controle nas doses de 10 mg/kg, 25 mg/kg e 50 mg/kg, respectivamente. O BCF
em 10 mg/kg, 25 mg/kg e 50 mg/kg, de forma similar ao DZP 2 mg/kg, apresentou

indice de ansiedade menor (p <0,05) que o grupo veiculo. (Figura 3D).

Figura 3. Efeito do BCF na avaliacdo da ansiedade pelo Labirinto em Cruz
Elevado. Os valores representam a média £+ E.P.M. O numero de animais
utilizados nos testes foi de 8 animais por grupo. @p <0.05 diferenca significante
em relacdo ao grupo (veiculo). BCF — beta-cariofileno; DZP — diazepam.
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Efeito ansiolitico do beta-cariofileno no teste Claro-Escuro foram avaliados os
parametros de numero de cruzamentos na caixa de luz e o tempo de

permanéncia na caixa de luz. Estes parametros demonstraram um possivel efeito
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ansiolitico para o BCF. Os animais tratados com DZP (256,4 %= 12 s)
permaneceram mais tempo (p <0,05) no box claro, assim como os animais dos
grupos BCF 10mg/Kg (161 = 10,64 s), BCF 25mg/Kg (198,4 + 9,48 s) e BCF
50mg/Kg (274,1 + 8,04 s) quando comparados ao grupo veiculo (37 +5,31 s). O
grupo BCF 50mg/Kg apresentou resultado maior (p <0,05) ao observado no
grupo DZP (Figura 4A). Ao analisar o parametro numero de cruzamentos para
na caixa de luz, verificou-se o aumento (p < 0,05) do niUmero de cruzamento para
0os animais do grupo DZP (6,37 + 0,46), BCF 10mg/Kg (4,16 + 0,35), BCF
25mg/Kg (5,12 + 0,51) e BCF 50mg/Kg (6,75 £ 0,36), quando comparados ao
veiculo (2,62 £ 0,41) (Figura 4B).

Figura 4. Efeitos do BCF na avaliagédo da ansiedade pelo Teste de Claro-Escuro.
Os valores representam a media + E.P.M. Em A, dados para o numero de
cruzamentos; e, em B, tempo total no box claro.
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Os animais utilizados nos testes foram de 8 por grupo. 2p<0,05 diferenga
significante em relacdo ao grupo controle (veiculo). (ANOVA seguido do teste
Neuman—Keuls como post-hoc teste). BCF — beta-cariofileno; DZP — diazepam.

Efeito ansiolitico do beta-cariofileno no teste de esconder esferas,
inicialmente, os animais foram pré-tratados com veiculo, DZP (2 mg/kg) e BCF
nas doses de 10, 25 e 50 mg/kg, apos 30 min realizado o teste. Foi verificado
reducéo (p <0,05) de 45,4% no numero esferas escondidas em relacdo ao veiculo
(12 £ 0,57) para os animais tratados com DZP (6,55 £ 0,5) e de 47,25%; 66% e
79%, para os animais tratados com BCF nas doses de 10 (6,33 +0,42),25 (4

0,42) e 50 (2,50 £ 0,61) mg/kg em relacédo ao veiculo. Também foi observado que
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o BCF, nas doses de 25 e 50 mg/kg, apresentou uma reducéo de 38,9%, 61%

comparado ao grupo DZP, respectivamente (Figura 5).

Figura 5. Numero de esferas de vidro enterradas por camundongos tratados,
intraperitonealmente com BCF. Os valores representam a média £+ E.P.M. O
namero de animais utilizados nos testes foi de 8 animais por grupo. #p <0.05
diferenca significante em relacdo ao grupo (veiculo). BCF — beta-cariofileno; DZP
— diazepam.

15 -

Mimero de esferas escondidas

Avaliacao de toxicidade do beta-cariofileno (BCF) em A. salina

A toxicidade aguda do BCF avaliada em A. salina indicou auséncia
significativa (p>0,05) de efeitos toxicos na maior concentracdo testada (3 mM)
guando relacionada ao controle negativo (CN) (100 + 0,0). E, em 48 horas,
entretanto, foi evidente o decaimento do percentual de sobrevivéncia a medida
gue os nauplios eram expostos nas concentra¢des de BCF 0,3; 0,7; 1,5 e 3 mM.
Os percentuais de sobrevivéncia foram de 100 * 0,0; 90,00 + 5,77; 83,33 * 3,33;
73,30 + 6,66% nas primeiras 24 horas, seguidos de 86,67 + 3,33; 76,67 + 3,33;
73,33 £ 2,8; 63,00 + 3,00 % em 48 horas de exposicéo (Figura 6).
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Figura 6. Efeitos toxicos do BCF em A. salina. Os valores sdo medias + erro
padrdao (SEM) (n = 3, triplicata, 10 nauplios vivos/tubo). p <0,05 quando
comparadas ao 2CN, PK2Cr.07 e concentragdes °0,3 mM do BCF no mesmo
periodo de tempo. ANOVA seguido de Tukey (multiplas comparacgdes) pds-teste
de sentido unico.

I cn
K,Cr,0,
—_
S E3 scFo3mMm
~150
o ' BCF 0,7 mM
c : BCF 1,5 mM
2 100 : BE scr3mm
3 = NS ' b
8 E:' % a,b
o e
(‘/3) 50 §
o AN
: \
g o e &
©
= 24 horas : 48 horas
'
Clg, 7,95 ' Clg, 8,77
IC 2,78-22.7 : IC 3,46-22.2
R20,64 : R%0,73

CN: controle negativo; Kz2Cr207: dicromato de potassio (0,3 mM); CLso:
concentracdo que indica 50% de letalidade; IC: intervalo de confianca; R?:
coeficiente de determinagao.

Avaliacao antioxidante do beta-cariofileno (BCF) em testes in vitro

Capacidade antioxidante do BCF por inibicdo de DPPH

Os valores da capacidade antioxidante do BCF frente ao radical DPPH?e,
nas concentracbes de 0,3; 0,7; 1,5 e 3 mM foram, respectivamente, de
60,13+0,43; 44,77+0,08; 38,30+0,11 e 22,63+0,14%, em que reduziu
significativamente (p<0,05) o radical DPPH em relacdo ao sistema. Nas mesmas
condicbes experimentais, o Trolox apresentou capacidade antioxidante de
53,67+0,88; 40,33+1,45; 37,03+1,96 e 20,45+0,33% respectivamente. De acordo
com resultados da capacidade antioxidante na remocao do radical DPPH, o valor
de CEso foi de 0,55 nM com intervalo de confianca de 95% de 0,50 a 0,60 HM
(Figura 7).
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Figura 7. Capacidade antioxidante do BCF na inibigdo do radical DPPHe., em
diferentes concentracoes.

12519
I controle

Sistema

-
=)
[S)
1
.|

E& Betacariofileno

B trolox

Radical DPPH
~
o

o
o
M

251

0,3mM 0,7mM 1.5mM 3mM

Os valores representam a média £ E.P.M. dos valores de inibicdo in vitro, n = 3,
dos experimentos em duplicata. *p<0,05 versus controle (Tween 80 0,05%
dissolvido em solucéo salina 0,9%) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como
post hoc teste); 2p<0,05 em relacdo ao sistema (solucdo de radical DPPH").

Capacidade antioxidante do BCF por sequestro do radical ABTS**

O resultado antioxidante que corresponde a remocédo do radical ABTS™
pelo BCF, em diferentes concentracfes, esta representado na Figura 8. Os
valores da capacidade antioxidante do composto, nas concentracées de 0,3; 0,7;
1,5 e 3 Mm, foram respectivamente de 54,17 + 1,18; 39,50 + 0,68; 30,80 + 0,05
e 14,98 £ 0,16%. Como observado, reduziu, significativamente, (p <0,05), o
radical ABTS™ em relacdao ao sistema. O Trolox, nas mesmas concentracoes,
apresentou capacidade antioxidante de 49,12 + 0,58, 35,96 + 0,91, 28,28 + 0,44
e 16,47 + 0,31%, respectivamente. De acordo com os resultados da capacidade
antioxidante de remocéao do radical ABTS™, o valor de CEso foi de 0,39 HM com
intervalo de confianca de 95%, variando de 0,33 a 0,45 HM.
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Figura 8. Capacidade antioxidante do BCF em diferentes concentracdes na
inibicdo do radical ABTS™.
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Os valores representam a média = E.P.M. dos valores de inibi¢&o in vitro, n = 3,
dos experimentos em duplicata. *p<0,05 versus controle (Tween 80 0,05%
dissolvido em solugéo salina 0,9%) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como
post hoc teste); 2p<0,05 em relacdo ao sistema (solucdo de radical ABTS™).

Capacidade antioxidante do beta-cariofileno (BCF) por inibicdo de radicais
hidroxila

No presente estudo, os radicais hidroxila foram gerados a partir da reacao
de Fenton e, como mostrado na Figura 9, o BCF conseguiu atuar na inibicéo da
degradacdo da 2-desoxirribose por inibicdo de radical hidroxila em relacdo ao
sistema (p <0,05). Nas concentra¢des de 0,3; 0,7; 1,5 e 3 mM, o composto
apresentou capacidade de 60,13 + 0,43; 44,77+ 0,08; 38,10 = 0,11 e 22,63 +
0,14%, respectivamente. O Trolox demonstrou capacidade antioxidante também
inibindo a degradacéo de 2-deoxirribose em 53,67+0,88, 40,33+1,45, 37,01+1,96
e 20,45+0,33%, respectivamente. De acordo com os resultados da inibicdo da
degradacao da 2-deoxirribose, o valor de CEso foi de 0,17 HM com a confianca
de 95% intervalo variando de 0,30 a 0,52 HM.
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Figura 9. Capacidade antioxidante do BCF em diferentes concentracdes na
remocao de radicais hidroxilas.
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Os valores representam a média = E.P.M. dos valores de inibi¢&o in vitro, n = 3,
dos experimentos em duplicata. *p<0,05 versus controle (Tween 80 0,05%
dissolvido em solugéo salina 0,9%) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como
post hoc teste); 2p<0,05 em relacdo ao sistema (Radical Hidroxila).

0,3 mM

Efeito do potencial oxidante/antioxidante do BCF frente aos danos

oxidativos induzidos por H202em linhagens de S. cerevisiae.

O BCF tem efeitos preventivos de danos oxidativos do H202 em linhagens
de S. cerevisiae proficientes e mutadas. Durante o pré-tratamento (Figura 10),
foi verificado que a menor concentracdo do BCF apresentou halos de inibicdo
entre 7,25+ 0,47 e 22,25 £ 1,03 mm em todas linhagens avaliadas; enquanto que,
no CP, foram mensurados valores de 30,75 + 2,52 a 36,25 + 1,37 mm,
demonstrando efeitos modulatérios das linhagens expostas ao BCF. Observou-
se, ainda, a mesma resposta na concentracdo mais alta (3 hM), onde mesmo
sendo observados halos de inibicdo maiores, entre 12,5 £ 0,64 e 28,50 + 0,64,
ocorreu reducdo da oxidacado promovida pelo H202, indicando que, no pré-
tratamento, as concentracdes testadas apresentaram possivel acdo preventiva
ao agente estressor.

No pos-tratamento, o BCF demonstrou efeitos no reparo de DNA frente
aos danos oxidativos do H202, indicado pela diminuicdo do halo inibig&o.
Observou-se que a menor concentragdo do BCF apresentou halos de inibicdo

entre 10,75 £ 0,85 e 29,35 £ 0,47 mm nas linhagens avaliadas; enquanto que, no
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CP, foram mensurados valores de 26,44 £+ 1,54 a 40,25 + 0,62 mm, sugerindo
efeitos reparador das linhagens expostas ao BCF. A mesma resposta também foi
observada na concentracdo mais alta (3 mM), mesmo sendo visualizados halos
de inibicdo maiores, entre 11,50 £ 0,62 e 29,25 £ 0,47 (Figura 11). O BCF, em co-
tratamento com o H202, modulou a ag&o oxidativa do agente estressor de forma
significativa (p<0,05) (Figura 12). A menor concentracdo do BCF (0,1 mM)
indicou, em todas as linhagens de S. cerevisiae avaliadas, o melhor efeito
antioxidante quando relacionada com as maiores concentracdes (0,7mM, 1,5mM
e 3mM) em linhagens mutadas (Sod1A; Sod1A/SOD2A; Sod1A/Cat1A) e
proficiente (SOD WT), demonstrando, assim, capacidade em reverter os danos

promovidos pelo H20x.
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Figura 10. Efeito do BCF aos danos induzidos pelo H202 em linhagens de S. cerevisiae, (n = 4, leituras/concentracdo) durante o
pré-tratamento.
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quando comparado a 2salina; PH20z2; °0,1mM; 90,3mM; €0,7mM; "1,5mM; 93mM. ANOVA seguido de one way, post test Tukey
(multiplas comparacoes).
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Figura 11. Efeito do BCF aos danos induzidos pelo H202 em linhagens de S. cerevisiae, (n = 4, leituras/concentracdo) durante o
pos-tratamento.
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p <0,05 significativamente diferente entre médias + erro padrdo (SEM) de concentracdes e controles no mesmo periodo de tempo,
quando comparado a 2salina; "H202; °0,AmM; 90,3mM; €0,7mM; 1,5mM; 93mM. ANOVA seguido de one way, post test Tukey
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Figura 12. Efeito do BCF aos danos induzidos pelo H202 em linhagens de S. cerevisiae, (n = 4, leituras/concentracdo) durante o co-

tratamento.
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comparacoes).
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Correlacdes estatisticas de Pearson entre os parametros avaliados na atividade

ansiolitica com os testes antioxidantes in vitro e em S. cerevisiae

Os efeitos ansioliticos do BCF foram, estatisticamente, associados com as
atividades antioxidantes observadas in vitro e em S. cerevisiae. Correlacdes
estatisticas foram encontradas entre o indice de ansiedade e captura dos radicais
*ABTS, « DPPH e *OH. Esses dados foram compativeis com os observados em
leveduras mutadas para superoxido dismutase citoplasmatica (Sod1A) e mitocondrial
(Sod 2A), bem como para a linhagem duplo mutante Sod1Sod2 frente aos danos
oxidativos do H202. A atividade de esconder esfera foi correlacionada, positivamente,
com a atividade antioxidante in vitro e in vivo (S. cerevisiae) de prevencdo de danos
oxidativos do H202. Resultados semelhantes também foram observados na distancia
percorrida com atividade antioxidante do beta-cariofleno em SOWT e Sodl.
Entretanto, in vitro, as correlacfes de captura de radicais e efeitos antioxidantes para

a captura de radicais *“ABTS, « DPPH e *OH foram negativas (Tabela 3).

Tabela 3. Correlagdes de Pearson entre os dados obtidos nos testes comportamentais
com os dados dos testes antioxidantes do beta-cariofileno

Parametros Teste em S. cerevisiae

comportamentais Teste in vitro

*DPPH *ABTS *OH

indice de ansiedade 0,721** 0,730** 0,731* Sod1A pré-tratamento 0,676* (p<0,016)
(p<0,008) | (p<0,007) | (p<0,009) | Sod1A co-tratamento 0,669* (p<0,017)
Sod2A co-tratamento 0,778**(p<0,001)
Sod1ASod2A co-tratamento  0,516* (p<0,086)
Esconder esferas 0,876** 0,900** 0,991** Sod2A pré-tratamento 0,682* (p<0,014)
(p<0,000) | (p<0,000) | (p<0,000) | Sod1A pré-tratamento 0,847** (p<0,001)
NuUmero de entradas -0,803** -0,794* | -0,803** NS

(p<0,002) | (p<0,002) | (p<0,002)

Tempo de permanéncia -0,736** -0,780** | - 0,736** NS
(p<0,007) | (p<0,006) | (p<0,000)

Distancia percorrida - 0,696* -0,697* - 0,696* Sod1A co-tratamento 0,760** (P<0,004)
(p<0,012) | (p<0,012) | (p<0,012) | SODWT co-tratamento 0,830** (P<0,045)

**P<0,01; *P<0,05. NS — Correlagdes estatisticas ndo significantes
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DISCUSSAO

As pesquisas com compostos de origem vegetal vém mostrando diversas
propriedades terapéuticas, baixa toxicidade (MACIEL et al, 2002; FU et al., 2019). Na
avaliagdo comportamental/toxicol6gica, como apresentado nos resultados, o BCF, em
camundongos, nado induziu alteragbes comportamentais (locomotora), mas
apresentou efeitos ansioliticos nas doses de 10, 25 e 50 mg/Kg, como observado com
a aplicacao dos testes Rota Rod, Labirinto em Cruz Elevado, Claro-Escuro e teste de
Esconder Esferas, que sdo usados em triagem de substancias que atuam no SNC
(CHIOCA et al., 2013; CHEN et al., 2019). Atividades ansioliticas vém sendo relatadas
para o BCF em modelos animais (SOUSA et al., 2015; SOOSA et al., 2017).

Cabe enfatizar, a importancia da atividade ansiolitica nas doses testadas, pois
existem relatos de que o BCF tem atividade ansiolitica em doses maiores (100, 150 e
200 mg/kg (i.p.) em modelo de ansiedade similar ao usado neste estudo (GALDINO
et al., 2012; BAHI, 2014; RABBANI et al., 2015). Efeitos ansioliticos para o BCF
também foram observados nas duas maiores doses testadas (25 e 50 mg/kg), pelo
aumento numero de entradas nos bracos abertos em relacdo ao controle positivo. De
forma similar, 0 DZP também aumentou o nimero de entradas nos bragos abertos, o
que demonstra que o BCF tem efeito ansiolitico, a exemplo dos compostos
benzodiazepinicos.

Cabe relatar que a frequéncia de camundongos nos bracos abertos é o maior
indice de ansiedade no modelo de labirinto em cruz elevado, uma vez que a area
aberta é extremamente aversiva para roedores (ALMEIDA et al., 2012; DOUKKALI et
al., 2016). A ansiedade € gerada pelo conflito entre o desejo de explorar e se retirar
do ambiente novo e iluminado (LIMA et al, 2013; COSTA et al., 2014), como observado
no estudo. Os efeitos ansioliticos do BCF, relatados anteriormente, também foram
observados nas duas maiores doses testadas pelo aumento do tempo de
permanéncia do animais no compartimento claro. No entanto, apenas na dose de 75
mg/kg estes efeitos sdo melhores que o DZP.

Efeitos ansioliticos do BCF também foram evidenciados no estudo, em todas as
doses testadas, pela reducdo do numero de esferas enterradas de forma dose-
dependente, corroborando 0s comportamentos ansioliticos observados nos outros
testes. O teste de esconder esferas também foi utilizado para confirmar o efeito

ansiolitico observado no Labirinto em Cruz Elevado e teste de Claro Escuro (CRYAN;
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SWEENEY, 2011), pois esse modelo é utilizado para inferir um comportamento
compulsivo e ansioso, sendo largamente utilizado como um modelo de desordem
obsessiva-compulsiva (KINSEY et al., 2011; TAYLOR; LERCH; CHOURBAJI. 2017).

As analises de citotoxicidade se constituem como de suma importancia para a
seletividade de atividades farmacéuticas (COS et al., 2006). Como discutido, o BCF
apresenta efeitos ansioliticos em diversos testes comportamentais, como também néo
apresentou efeitos toxicolégicos por alteracées comportamentais. Em outros ensaios,
com A. salina, o BCF teve efeito tdxico frente aos nauplios apenas em altas
concentragoes, a partir de 3 mM. No mesmo teste, existem relatos de n&o toxicidade
do BCF oriundo do 6leo essencial do Croton argyrophylloides, que contém 10% de
BCF em sua composicdo (FARIAS, 2006).

O BCF apresenta diversas atividades farmacoldgicas, incluindo as anti-
inflamatorias e antiansiedade, mas 0s seus mecanismos de a¢do neuroprotetora ainda
nao sao conclusivos (GALDINO et al., 2012; BAHI et al., 2014). Entretanto, alguns
mecanismos de acdo vém sendo propostos para a acao ansiolitica do BCF. Estudos
apontam que, na dose de 50 mg/kg (v.0), o BCF tem acdo sobre os receptores
endocanabinoides CB2Rs (BAHI, 2014). A morte celular necrética € um marcador de
isquemia e de inflamagdes. E 0 BCF em 0,2, 1, 5 e 2,5 mM, por mecanismos ainda
desconhecidos, atua em funcdes neuroprotetoras por suas atividades anti-
inflamatorias. Efeitos também observados em camundongos nas doses de 8, 24 e 72
mg/ Kg por mecanismos associados a expressao de proteinas MLKL, interacdo com
proteinas quinases 1 e quinases 3 e por decrescer os niveis de receptores 4 (TLR4),
interleucinas (IL-1b) efatores de necrose TNF-a (YANG et al., 2017).

Entretanto, existem relatos de que a ansiedade estd associada ao estresse
oxidativo (ALMEIDA et al., 2014; MONICZEWSKI et al., 2015), devido a elevada
demanda metabdlica no cérebro relacionada a quantidade de oxigénio exigida € maior
e com grande quantidade de radicais livres (DIXON; STOCKWELL, 2014; KIM et al.,
2015).

Assim, compostos antioxidantes podem contribuir para diminuicdo do estresse
oxidativo que esta envolvido na patogénese de diversas patologias como a epilepsia
(COSTA et al, 2012), doenca de Alzheimer (ADLER el al., 2014), depressao
(LOPRESTI et al., 2014) e ansiedade (ALMEIDA et al., 2014). O estresse oxidativo
afeta funcOes celulares essenciais para o bom funcionamento cerebral causando

disfuncdo mitocondrial, dano ao DNA (acido desoxirribonucleico), modificacdo da
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sinalizacdo neuronal e a inibicdo da neurogénese (HOVATTA; JUHILA; DONNER,
2010; PAE et al., 2013; FRANCO; NAVARRO; PINILLA, 2019).

No presente estudo, sobre os efeitos antioxidantes do BCF, inicialmente em
testes in vitro, frente a captura de radicais livres DPPH, ABTS™* e radical hidroxila
indicam que o composto BCF apresenta efeitos antioxidantes similar ao Trolox. Teve
capacidade de sequestrar e/ou inibir o radical DPPH, com capacidade de formar
DPPH2 (OLIVEIRA, 2015; RAHMAN et al.,, 2015). Efeitos antioxidantes foram
atribuidos ao BCF por mecanismos de captura de radicais livres, bem como por sua
interferéncia na expressdo de GSH (NEMMAR et al., 2015). Esses efeitos também
foram relatados para o BCF, como componente majoritario do Marrubium parviflorum
subsp. oligodon nas concentracdes de 0,4; 1,0 e 2,0 mg/ml (SARIKURKCU et al.,
2018). Como apresentado nos resultados, os efeitos ansioliticos foram positivamente
correlacionados (correlacdo estatistica de Pearson) com os dados dos testes
antioxidantes.

Os metabdlitos secundarios de produtos naturais, bem como carotenoides e
acido ascorbico, tém demonstrado exibir atividades antioxidantes (MADHURI;
PANDEY, 2009). Estudos de efeitos protetivos, antioxidantes e de reparo de danos
oxidativos induzidos pelo peréxido de hidrogénio indicaram que o BCF, nas
concentracfes de 0,3; 0,7; 1,5 e 3 mM, em linhagens de S. cerevisiae apresentou
efeitos inibitérios dos danos oxidativos induzidos pelo H202 em linhagens proficientes
e mutadas em defesas antioxidantes citoplasmaticas e mitocondrial. Existem relatos
de que o0 BCF, nas doses de 25 e 50 mg /kg/dia, inibe o peréxido de hidrogénio (H202)
em células de camundongos diminuindo os niveis de citocinas e, com isso, diminuindo
0 processo oxidativo em células do Sistema Nervoso Central (FONTES et al., 2017).
O BCF exibe atividades anti-inflamatdrias e antioxidantes, bem como efeitos protetivos
frente a danos induzidos por quimicos, protegendo danos ao cérebro (CALEJA et al.,
2013; ZHENG et al., 2013; HAMMAD et al., 2018).

O BCF tem efeitos antioxidantes e antiansiedade via ativacéo de Nrf2, que por
sua vez é dependente da ativacdo dos receptores endocanabinoides (ASSIS et al.,
2014), por reduzir a atividade da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), restaurando
enzimas antioxidantes e inibindo a peroxidacéo lipidica e a deplecédo de glutationa em
ratos Wistar (OIHA, 2016; JAVED et al., 2016) e a producéo de 6xido nitrico em células
microgliais BV2 (HU et al., 2017). A producéo excessiva de radicais livres é conhecida

por induzir toxicidade neuronal em neurénios corticais e estriados (ISLAM et al., 2016).
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O NO aumenta o efeito da ciclooxigenase (COX) levando a formacdo de &cido
araquidonico e prostaglandina, que por sua vez pode desencadear a inflamagéao
(KOUSAI et al., 2004) e também a ansiedade (MACKENZIE et al., 2011).

Assim, a funcdo dos antioxidantes € neutralizar o excesso de radicais livres,
protegendo as células contra os efeitos toxicos e, consequentemente, prevenir
patologias, principalmente as relacionadas com o SNC. Com isso, 0s antioxidantes
sdo cada vez mais utilizados na prevencdo e também no tratamento clinico de
doencas para reparar os danos causados por esses radicais livres (RAO et al., 2011,
PISOSCHI; POP, 2015). O estudo em foco aponta o BCF como um composto
promissor para terapia de ansiedade, como observado em modelo animal, bem como
por suas correlacdes com atividades antioxidantes na captura de radicais livres e
protecao e inibicdo dos efeitos oxidativos de espécies reativas de oxigénio, a exemplo

do peroxido de hidrogénio, como observado em S. cerevisiae.

CONCLUSAO

O BCF, nas doses testadas, apresentou efeitos ansioliticos em camundongos
observados em diversos testes comportamentais. Nado foram observados efeitos
toxicolégicos por alteracbes comportamentais. As concentracfes testadas em
naupilos de A. salina também n&o apresentaram toxicidade. Estudos de atividades
antioxidantes in vitro indicaram que o BCF apresenta efeitos na captura de radicais
livres. E, em S. cerevisiae, pode prevenir, modular danos oxidativos e atuar no reparo
dos danos induzidos pelo peroxido de hidrogénio. Os efeitos de antiansiedade foram
estatisticamente correlacionados com os efeitos antioxidantes, sugerindo que o BCF,
provavelmente, pode atuar também por mecanismos que minimizem o estresse
oxidativo implicado na ansiedade. Entretanto, estudos adicionais ainda devem ser
feitos para o uso do BCF em formulacdes farmacéuticas, considerando que o BCF é
um composto promissor para a terapia da ansiedade, como apontado no presente
estudo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo teve o0 objetivo de avaliar os efeitos psicofarmacologicos do beta-
cariofileno sobre o sistema nervoso central, os resultados possibilitaram as seguintes

inferéncias:

» Com arevisao bibliogréafica sob aplicacdes farmacologicas sobre o SNC foi possivel
verificar que este sesquiterpeno exibe uma grande importancia econbmica e

mercadoldgica que pode ser explorada por diversos ramos industriais.

» O sesquiterpeno beta-cariofileno exerce um efeito anticonvulsivante apos a
administracdo aguda em camundongos e este efeito foi produzido pela diminuicédo das
convulsdes tonico-clonicas no teste de eletrochoque, bem como diminuiu a

neurotoxicidade induzida por &cido cainico.

» Na investigacédo da atividade ex vivo do BCF em hipocampo de camundongos, 0
composto foi capaz de reduzir a peroxidacao lipidica, sugerindo um papel antioxidante

ex vivo.

» O BCF melhorou a memoria aversiva no teste de Morris, demonstrando que 0s

efeitos antticonvulsivos ndo provocam prejuizo na memoria.

» O BCF nao induziu efeitos toxicolégicos por alteragcbes comportamentais, bem
como, nas concentracdes testadas em naupilos de A. salina também néo

apresentaram toxicidade.

» O BCF apresentou atividade ansiolitica ndo prejudicando seu comportamento
expliratorio no teste campo aberto, bem como né&o teve alteracdo na coordenacéo

motora.

» O beta-cariofileno foi capaz de inibir significativamente os radicais DPPH* e ABTS™
e hidroxila em todas as concentracdes testadas assim como, em S. cerevisiae, pode
prevenir, modular danos oxidativos e atuar no reparo dos danos induzidos pelo

peroxido de hidrogénio
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ANEXO A: Carta de aprovagdo do Comité de ética em experimentagcdo com animas
da Universidade Federal do Piaui.

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI

_ PRO-REITORIA DE PESQUISA .
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL P e

Campus Universitario Ministro Petronio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Bioprospecgao das vias opioide,
GABAérgica e adrenérgica na modulagao da atividade antiepiléptica de
um complexo de inclusio obtido a partir de um sesquiterpeno”, protocolo
n° 008/15, sob a responsabilidade de RIVELILSON MENDES DE FREITAS-
que envolve a produgédo, manutengao e/ou utilizagéo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de Pesquisa
Cientifica- encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao
Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui, em Reuniao na presente data

26/06/2015.
Vigéncia do Projeto |Agosto/ 2015 a Abril/ 2019
Espécie/ linhagem |Camundongo isogénico/ swiss
N° de Animais 145
Peso/ Idade 25 a 30 g/ 2 meses
Sexo Fémeas
Origem Biotério Central do CCA/ UFPI
Teresina, _ée de Junho de 2015. .
) oo
th imcndonqn
st eny Experimentacio Animal-UFPI

Chordenadora
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Certificado

Certificamos que o frabalho cientifico intitulado AVALIAGAO DOS EFEITOS LOCOMOTOR E SEDATIVO DO BETACARIOFILENO EM
CAMUNDONGOS, de autoria de KEYLLA DA CONCEICAO MACHADO, KATIA DA CONCEIGAO MACHADO, ANTONIO LUIZ GOMES
JUNIOR, ANA AMELIA DE CARVALHO MELO CAVALCANTE e JANA TCHEKALAROVA foi apresentado como péster no | Congresso
Brasileiro de Ciéncias Farmacéuticas, 6° Congresso Brasileiro sobre o Uso Racional de Medicamentos, | Congresso Pan-Americano
sobre o Uso Racional de Medicamentos, | Congresso Latino-Americano de Estudantes de Farmécia, Il Congresso Brasileiro de Farmécia
Estética, Il Simpésio Farmacéutico de Nutracéuticos e Ill Encontro nacional de Educadores em Farmadcia Clinica, realizados pelo Conselho
Federal de Farmécia, Fundagéo Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas e correalizagdo do Ministério da Satde, nos dias 15 a 18 de novembro

de 2017, no Rafain Palace Hotel & Convention Center, em Foz do Iguagu, Parand.

Foz do Iguagu - PR, 18 de novembro de 2017.
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