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RESUMO

LACERDA-LEITE, Giovana  Mendes. DETERMINACAO DO  EFEITO
ANTIDEPRESSIVO-SIMILE DO a-HUMULENO EM CAMUNDONGOS. Dissertacio
(Programa de P6s-Graduacdo em Bioprospeccdo Molecular) — Centro de Ciéncias Bioldgicas e
da Saude. Departamento de Quimica Biologica. Universidade Regional do Cariri, 158 p., 2020.

A depresséo ocorre, geralmente, por uma falta de capacidade do individuo de se adaptar
a situacdes de extremo estresse e apesar de responder bem a terapéutica medicamentosa,
existem algumas desvantagens quanto ao uso dos antidepressivos. Os sesquiterpenos se
caracterizam como promissores para utilizacdo contra disturbios do Sistema Nervoso Central
(SNC). Nesta perspectiva, considerando a caréncia de pesquisas que busquem identificar as
propriedades do a-humuleno sobre distdrbios que acometem o SNC, mas especificamente a
depressdo, objetivou-se determinar o efeito antidepressivo-simile do a-humuleno em
camundongos. A fim de alcangar os objetivos deste trabalho, foram realizados protocolos
experimentais que investigaram o perfil comportamental da susbtancia: DLso, Labirinto em
Cruz Elevada, Campo Aberto e o Rota rod; assim como, também, experimentos a fim de
determinar a atividade antidepressiva-simile e seus potenciais mecanismos de acdo: Teste do
Nado Forcado, Acinesia induzida por Reserpina, Potencializacbes e determinacdo das
concentracdes de TBARS e Nitrito. O a-humuleno ndo demostrou sinais de toxicidade, quando
estimada a DLso. Os dados obtidos no teste do labirinto em cruz elevada demostraram que a
substancia teste (125, 250 e 500 mg/kg) ndo apresenta atividade do tipo ansiolitica. Referente
ao campo aberto, o a-humuleno nas doses de 125 e 250 mg/kg nédo alterou os parametros
investigados, sugerindo que a substancia ndo age como excitatoria ou sedativa nestas doses; no
entanto, quando avaliada a dose de 500 mg/kg foi possivel observar resultados estatisticamente
significativos que indicam sedacdo. De acordo com o protocolo do rota rod, a substancia teste
(125 e 250 mg/kg) é isento de efeito miorrelaxante. No teste do nado forgado o a-humuleno
(125, 250 e 500 mg/kg) reduziu o tempo de imobilidade em 67,99%, 65,72% e 60,48%,
respectivamente; e aumentou significativamente a laténcia para imobilidade em 264,86%,
317,91% e 229,05%, respectivamente; em relacdo a salina. Relativo aos potenciais mecanismos
de acdo da atividade antidepressiva-simile, ndo foram obtidos resultados estatisticamente
significativos que indiquem por qual via a substancia possa estar agindo. No entanto, 0 a-
humuleno revelou-se interessante agente de reducdo do estresse oxidativo. Em sintese, 0 a-
humuleno caracteriza-se como agente com potencial atividade do tipo antidepressiva-simile,
com uma vantagem de ndo alterar as funcbes motoras e exploratorias dos animais em suas
menores doses, No entanto ainda existe a necessidade de desenvolvimento de mais estudos que
possam elucidar de maneira mais clara os mecanimos pelos quais este composto possa estar
agindo.

Descritores: Transtornos Mentais; Depressdo; Sesquiterpenos; o-humuleno; Atividade
antidepressiva-simile; Teste do Nado Forgado.



ABSTRACT

LACERDA-LEITE, Giovana Mendes. DETERMINATION OF ANTIDEPRESSIVE-
SIMILE EFFECT OF a-HUMULENE IN MICE. Dissertation (Graduate Program in
Molecular Bioprospecting) - Center for Biological and Health Sciences. Department of
Biological Chemistry. Cariri Regional University, 158 p., 2020.

Depression generally occurs due to the individual's lack of ability to adapt to situations
of extreme stress and despite responding well to drug therapy, there are some disadvantages
regarding the use of antidepressants. Sesquiterpenes are promising for use against disorders of
the Central Nervous System (CNS). In this perspective, considering the lack of research that
seeks to identify the properties of a-humulene on CNS disorders, but specifically depression,
the objective was to determine the antidepressant-simile effect of a-humulene in mice. In order
to achieve the objectives of this work, experimental protocols were carried out that investigated
the behavioral profile of the substance: LD50, Labirinto in Cruz Elevada, Campo Aberto and
the Rota rod; as well as, experiments in order to determine the antidepressant-like activity and
its potential mechanisms of action: Forced Swimming Test, Reserpine-induced akinesia,
Potentiation and determination of TBARS and Nitrite concentrations. a-humulene showed no
signs of toxicity when the LDso was estimated. The data obtained in the elevated plus-maze test
showed that the test substance (125, 250 and 500 mg / kg) does not have anxiolytic activity.
Regarding the open field, a-humulene at doses of 125 and 250 mg / kg did not alter the
investigated parameters, suggesting that the substance does not act as an excitatory or sedative
at these doses; however, when the dose of 500 mg / kg was evaluated, it was possible to observe
statistically significant results that indicate sedation. According to the Rota Rod protocol, the
test substance (125 and 250 mg / kg) is free of a myorelaxant effect. In the forced swim test, a-
humulene (125, 250 and 500 mg / kg) reduced the immobility time by 67.99%, 65.72% and
60.48%, respectively; and significantly increased latency for immobility by 264.86%, 317.91%
and 229.05%, respectively; in relation to saline. Regarding the potential mechanisms of action
of antidepressant-like activity, no statistically significant results were obtained that indicate
which way the substance may be acting. However, a-humulene proved to be an interesting
oxidative stress reducing agent. In summary, a-humulene is characterized as an agent with
potential antidepressant-like activity, with the advantage of not altering the motor and
exploratory functions of animals at its lowest doses, however there is still a need for further
studies. that can more clearly elucidate the mechanisms by which this compound may be acting.

Keywords: Mental Disorders; Depression; Sesquiterpenes; a-humulene; Antidepressive-
Simile Effect; Forced Swim Test.
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1. INTRODUCAO

Os transtornos mentais (TM) caracterizam-se como mudancas psicoldgicas capazes de
prejudicar a funcionalidade do individuo. Elas configuram-se por alteracbes no modo de pensar
e humor, podendo associar-se a sentimentos de intensa angustia (OMS, 1993; SANTOS &
SIQUEIRA, 2010; TOLEDO, 2011). Algumas situa¢es podem estar relacionadas a uma maior
probabilidade do acometimento de pessoas com os transtornos mentais, a exemplo destacam-
se a hereditariedade, bem como experiéncias traumaticas e utilizagédo de substancias que possam
interferir no bom funcionamento psicolégico, como o uso de alcool e outras drogas (TOLEDO,
2011).

Dentre os TM destacam-se problemas como a depresséo, ansiedade, o transtorno afetivo
bipolar, esquizofrenia, dentre outras psicoses. Nessa perspectiva, evidenciando o transtorno
depressdo, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) diz que, habitualmente, ele ocorre por uma
falta de capacidade do individuo de se adaptar a situacdes de extremo estresse (BRASIL, 2018;
OMS, 2002). O transtorno de depressdo pode ser considerado como um distarbio afetivo
levando o individuo a demostrar variacdes de humor; interferindo, também, na realizacdo de
atividades de vida diaria devido a uma relativa diminuicéo de energia. E apresentado como um
disturbio frequente e que traz grande preocupagdo. A OMS estima que cerca de “300 milhdes
de pessoas sejam afetadas por essa condi¢do”; sendo ela elencada como uma das principais
causas de incapacidade em todo 0 mundo (APA, 2014; 2017; BRASIL, 2014; 2018; NIH, 2018).

Como sintomatologia, a depressdo pode ocasionar diversas variacbes emocionais,
apresentando 0s seguintes sintomas: “tristeza, perda de interesse ou prazer, sentimento de culpa
ou baixa autoestima, sono e apetite alterados, cansago e falta de concentracdo” (BRASIL,
2018). Seu tratamento compreende, a psicoterapia e 0 medicamentoso. A psicoterapia pode ser
utilizada de forma isolada em casos mais leves, assim como em conjunto com a terapia
medicamentosa. Considerando a farmacoterapia pode-se dizer que a depressao responde bem
as medicagdes indicadas, com destaque para os antidepressivos como farmacos de escolha para
este disturbio (APA, 2017; NIH, 2018).

E importante destacar que a terapia medicamentosa, com o aparecimento dos
antidepressivos por volta da década de 50, mostrou-se eficaz no controle da depresséo, pois
houve uma significante evolucdo dos tratamentos direcionados a este transtorno (MORENO;
MORENO; SOARES, 1999). Até a década 80 podia-se destacar duas classes de antidepressivos

como importantes para o tratamento da depressdo, 0s antidepressivos triciclicos (ADT) e 0s



inibidores da monoaminooxidase (IMAOSs); no entanto eram medicamentos que apresentavam
intensos efeitos colaterais decorrentes de seus mecanismos de agdo inespecificos. Desde entdo,
outros farmacos foram desenvolvidos visando diminuir a ocorréncia desses efeitos indesejaveis
por meio de uma maior seletividade farmacoldgica (MORENO; MORENO; SOARES, 1999).

Outros fatores como o potencial de letalidade em casos de superdosagem, o longo
periodo de laténcia para inicio da atividade terapéutica e o inicio demorado da resposta clinica
que é de 2 a 4 semanas, o0 fato de eles ndo mostrarem atividade significativa nos casos de
depressdo leve, levam, na atualidade, os pesquisadores a buscarem novas substancias que
apresentem maior seletividade, diminuindo assim o risco para o desenvolvimento de efeitos
indesejaveis e toxicidade, e que também diminuam a laténcia para acdo farmacoldgica
(KATON et al., 1996; KESSEL & SIMPSON, 1995; KIRSCH et al., 2008; KELAFER et al.,
2000; PAYKEL et al., 1988; STAHL, 1997).

Nesta perspectiva, a utilizacdo de produtos naturais com fins medicinais apresenta-se a
bastante tempo como um recurso valido para muitas sociedades. Existe uma construcdo histéria
gue acompanha a utilizacdo de plantas para o tratamento de doencas, ou seja, através do
conhecimento tradicional era despertado interesse em possiveis atividades farmacoldgicas das
plantas, e a partir delas, compostos também eram isolados para uma determinacdo mais
detalhada das atividades terapéuticas envolvidas (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO,
2006).

Na literatura é evidenciado o uso de plantas com atividade sobre Sistema Nervoso
Central (SNC). Considerando o transtorno depressivo, a espécie Hypericum perforatum
Linnaeus (Erva de Sao Jodo) pode ser destacada como um exemplo de produto natural que
apresentou potencial atividade antidepressiva-simile de acordo com os trabalhos de Petzsch
(2009) e Rodriguez-Landa e Contreras (2003).

Estas plantas possuem metabdlitos que tem despertado o interesse de pesquisadores para
busca de atividades farmacoldgicas. Os terpenos destacam-se por serem um dos principais
grupos de metabdlitos existentes nos Oleos essenciais das plantas que além de serem
amplamente utilizados na industria cosmética e alimenticia, sdo, também, alvos de muitas
pesquisas que buscam substancias para fins curativos na medicina popular (CORREIA et al.,
2008; FELIPE & BICAS, 2017; MAIA & ANDRADE, 2009).

Eles caracterizam-se como hidrocarbonetos insaturados que apresentam em sua

estrutura quimica dupla ligacéo carbono-carbono. Possuem em sua composicao blocos de cinco



carbonos chamados de unidades isoprenicas que os classificam de a acordo com a quantidade
dessas unidades que eles possuem (FELIPE & BICAS, 2017; MC MURRY, 2011). Por
exemplo, 0s sesquiterpenos possuem em sua estrutura 15 carbonos, constituindo 3 unidades
isoprenicas; dentro desta classe pode-se citar o bisabolol que estd presente na esséncia de
camomila (FELIPE & BICAS, 2017; KRIVORUCHKO & NIELSEN, 2015).

Referente as atividades farmacoldgicas dos sesquiterpenos sobre o0 SNC, alguns estudos
apontam resultados favoraveis para esta classe; onde os compostos S-cariofileno, nerolidol e o
bisabolol apresentaram efeitos do tipo anticonvulsivante, ansiolitico e sedativo,
respectivamente (NOGUEIRA NETO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2016; ROCHA et al.,
2011). O a-humuleno, sesquiterpeno abordado no presente estudo, é apresentado na literatura
com atividades antimicrobiana, antioxidante e anticancerigena (ALMEIDA et al., 2011), além
de antinociceptiva e principalmente anti-inflamatéria (ALVES, 2012; CHAVES et al., 2008;
OLIVEIRA RN, 2016). Entretanto, ndo foram encontrados estudos que evidenciem sua
atividade sobre o SNC.

Sobre o desenvolvimento da depresséao, alguns trabalhos vém sendo desenvolvidos a
fim de investigar a relacdo do estresse oxidativo e a depressao. Estes trabalhos sugerem que a
depresséo pode acontecer devido a vunerabilidade do SNC aos danos ocasionados pelo estresse
oxidativo (LIU et al.,, 2015; RODRIGUES; PETERSEN; PERRY, 2014). Para tanto,
substancias com potencial antioxidante podem agir de maneira positiva no combate a depresséo.

Nesta perspectiva, considerando que alguns sesquiterpenos sao metabdlitos importantes
com potencial para o tratamento de disturbios que acometem o SNC e observando o relevante
potencial deste grupo de compostos para atividade antioxidante, sob a perspectiva da influéncia
do estresse oxidativo no desenvolvimento da depressdo; observando, também, a caréncia de
pesquisas que elucidem a atividade do a-humuleno sobre o0 SNC; bem como a necessidade do
desenvolvimento de novos produtos bioldgicos que apresentem menos efeitos colaterais quando
utilizados para o tratamento dos transtornos mentais, em especial para depressao, devido as
desvantagens que os antidepressivos possuem, e observando que quando se trata de depressao
leve estes também ndo apresentam atividade significativa e que esses fatores comprometem a
seguranca e aceitacdo do tratamento pelos pacientes; € que objetivou-se com este trabalho

investigar o efeito antidepressivo-simile do a-humuleno em camundongos.

Como objetivos especificos deste trabalho elencamos: eEstimar a dose letal média

(DLso) pela administracdo oral aguda do a-humuleno; eCaracterizar o perfil da acéo



farmacoldgica central pela administragdo oral aguda do a-humuleno; eVerificar, por meio dos
testes do campo aberto, rota rod e teste do labirinto em cruz elevada, os efeitos do a-humuleno
sobre a atividade locomotora, coordenagdo motora e possivel atividade ansiolitica-simile,
respectivamente; eldentificar, por meio do teste nado forgado, o possivel efeito tipo
antidepressivo-simile do a-humuleno; elnvestigar os possiveis mecanismos de ac¢do do tipo
antidepressiva-simile do a-humuleno por meio dos testes de Acinesia induzida por reserpina e
potencializacbes; e eDeterminar as concentragdes de substancias reativas de &cido
tiobarbiturico (TBARS) e nitrito.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Transtornos mentais (TM)

A Classificacdo Internacional de Transtornos Mentais e de Comportamento define os
transtornos mentais (TM) como uma patologia que envolve fenémenos psicoldgicos que podem
prejudicar a funcionalidade de um individuo, podendo eles ser decorrentes de fatores
bioldgicos, sociais, psicologicos, genéticos, fisicos ou quimicos. Eles séo, ainda, considerados
como alteracdes que podem interferir de maneira global na vida do individuo, ou seja,
caracterizam-se por mudangas no modo de pensar e humor, com expressiva associagdo a
sentimentos de profunda angustia, remetendo ainda a um mal funcionamento da funcgéo psiquica
e tendo a capacidade de interferir nos relacionamentos, pensamentos, sentimentos, percepcdes
e sensacdes (OMS, 1993; SANTOS & SIQUEIRA, 2010; TOLEDO, 2011).

Outros fatores que também podem estar associados a uma vulnerabilidade para
ocorréncia de TM englobam: a hereditariedade, experiéncias traumaticas e a utilizacdo de
substancias que possam interferir no bom funcionamento psicolégico, como, por exemplo, o
uso de alcool e outras drogas (TOLEDO, 2011).

Estatisticamente; a OMS traz que cerca de 450 milhdes de pessoas sofrem com
transtornos mentais e que 25% da popula¢do mundial, bem como um em cada quatro individuos
no mundo, sofrera de algum transtorno mental em algum momento da vida (OMS, 2002; 2010;
ROCHA et al., 2010); o National Institute for Health and Care Excellence (NICE) mostra que
cerca de 15% da populacdo podera apresentar estes problemas em qualquer fase do
desenvolvimento humano (NICE, 2011); e dados nacionais relatam uma prevaléncia de
aproximadamente 30% do acometimento de brasileiros com TM em um periodo de um ano
(LOPES, FOERSTEIN, CHOR, 2003; TUONO et al., 2007).

A American Psychiatric Association (APA) mostra que cerca de 50% dos casos de
doenca mental iniciam-se na faixa etaria de 14 anos. Sendo importante ressaltar que na maioria
dos casos os TM aparecem de forma gradativa, e ndo de maneira inesperada (APA, 2017). Neste
sentido, eles sdo considerados disturbios universais, pois ndo escolhem nacionalidade, idade,
sexo ou condicéo social para acometer pessoas (OMS, 1993; SANTOS & SIQUEIRA, 2010).

Dentre os transtornos mentais podemos destacar a “depressao, a ansiedade, o transtorno
afetivo bipolar, a esquizofrenia e outras psicoses, deméncia, deficiéncia intelectual e transtornos

de desenvolvimento”. Quanto ao transtorno depressdo, especificamente, a OMS traz que,



geralmente, ele acontece por uma ndo capacidade do individuo de se adaptar a situacdes de
extremo estresse (BRASIL, 2018; OMS, 2002).

2.2. Depresséo

Pode-se caracterizar como depressao o transtorno mental que afeta de forma negativa o
modo como a pessoa Se sente, pensa ou age; ele é ainda considerado um distarbio afetivo onde
o individuo apresenta varia¢cdes de humor, bem como alterac6es na realizacdo de atividades de
vida diéria devido a uma relativa diminuicio de energia. E um distarbio bastante comum e
preocupante, sendo elencando como uma das principais causas de incapacidade em todo o
mundo, afetando de maneira significativa a capacidade funcional do individuo (APA, 2014,
2017; BRASIL, 2014; 2018; NIH, 2018).

Segundo a OMS estima-se que “globalmente, 300 milhdes de pessoas sejam afetadas
por essa condigdo”; sendo ela uma situaGdo que acomete mais comumente o sexo feminino
(BRASIL, 2014; 2018; SCHMIDT; DANTAS; MARZIALE, 2011). Um dado relevante € que,
segunda a APA, “uma em cada seis pessoas” apresentaram quadro de depressdo em algum
momento da vida (APA, 2017; NIH, 2018). Ela pode ocasionar diversas variacbes emocionais
com apresentagdo dos seguintes sintomas: “tristeza, perda de interesse ou prazer, sentimentos
de culpa ou baixa autoestima, sono e apetite alterados, cansago e falta de concentracdo”
(BRASIL, 2018).

Brasil (2018) traz que, “a depressdo pode ser de longa duracdo ou recorrente,
prejudicando substancialmente a capacidade das pessoas de serem funcionais no trabalho ou na
escola, assim como a capacidade de lidar com a vida diaria. Em seu estado mais grave, a
depressdo pode levar ao suicidio”. Quanto ao tratamento, é um distarbio que responde bem a
terapia medicamentosa, sendo os antidepressivos os farmacos de escolha para este disturbio.
Pode ser também utilizado a psicoterapia isoladamente, nos casos mais leves, ou em conjunto
com a terapia medicamentosa (APA, 2017; NIH, 2018).

2.2.1. Causas Bioldgicas da Depressao

Algumas teorias sustentam as principais causas da depressdo, assim como, abrem
caminhos para descoberta de novos compostos capazes de agir no tratamento destes disturbios.
Uma das mais antigas diz respeito aos neurotransmissores cerebrais, ou ‘“hipodtese
monoaminérgica” (VISMARI; ALVES; PALERMO-NETO, 2008); no entanto, alguns estudos



tém demostrando um possivel envolvimento do estresse oxidativo (EO) na origem da depressao
(LIU et al., 2015; RODRIGUES; PETERSEN; PERRY, 2014).

2.2.1.1. Neurotransmissores cerebrais (hipdtese monoaminérgica)

Durante décadas as explicagdes sobre as causas bioldgicas da depressdo rodeavam a
conhecida hipotese monoaminérgica, que diz que o transtorno depressivo é ocasionado devido
a deplecdo sindptica de alguns neurotransmissores cerebrais, mais especificamente a 5-
Hidroxitriptamina (5-HT/Serotonina), noradrenalina e a dopamina. A comprovacao desta teoria
veio com a descoberta dos antidrepessivos triciclicos e inibidores da monoaminooxidase, uma
vez que, a atividade desdes medicamentos aumentava a biodisponibilidade das mononaminas
na fenda sinaptica, seja por inibicdo da recaptacdo dos neurotransmissores com os ATC, ou
pelo blogueia da enzima responsavel por degradar as monoaminas (monoaminooxidase -
IMAO) (NISHIDA., et al, 2002; STAHL, 1997; VISMARI; ALVES; PALERMO-NETO,

2008).
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Figura 1. Hipotese monoaminérgica da depresséo.
Fonte: Katzung; Masters; Trevor, 122 ed., p. 524, 2014.
Legenda: A HipGtese aminérgica da depressdo maior. A depressdo parece estar associada a alteragGes na
sinalizacdo da serotonina ou da norepinefrina no cérebro (ou ambas), com efeitos distais significativos. A maioria
dos antidepressivos produz alteracfes na sinalizagdo das aminas. AC, adeniliciclase; 5-HT, serotonina; CREB,
(proteina) de ligagdo dos elementos de resposta do AMPc; DAG, diacilglicerol; IP3, trifosfato de inositol; MAO,



monoaminooxidase; NET, transportador de norepinefrina; PKC, proteinocinase C; PLC, fosfolipase C; SERT,
transportador de serotonina.

Estes neurotransmissores possuem funcionalidades de extrema importancia para o
organismo, em especial para o0 SNC e, portanto, interferéncias sobre seus niveis influenciam
diretamente nas alteracbes comportamentais. A serotonina ¢ uma indolamina que resulta do
processo de “hidroxilagdo e carboxilagdo do aminoacido L-triptofano”. Ela age de maneira
excitatoria ou inibitoria do sistema GABA, controlando diversas funcfes cerebrais como:
humor, atividade sexual, atividade motora, temperatura corporal, fun¢des neuroenddcrinas,
sono, apetite, ritmo circadiano e fungdes cognitivas (SILVA & ANDRADE, 2008)

Este neurotransmissor age tanto a nivel de receptores pré-sinapticos, quanto pds-
sinapticos. Sua estimulacdo pds-sindptica pode estar relacionada ao aparecimento de efeitos
colaterais de farmacos que agem aumentando sua biodisponibilidade na fenda sinaptica, como
alteracdes gastrointestinais. Os Inibidores Seletivos da Recaptacdo de Serotonina (ISRSs) séo
farmacos importantes para o controle de TM que envolvam a deficiéncia da serotonina, uma
vez que nao interferem em outros neurotransmissores. Seu potencial contra depressdo esta
relacionado a inibicdo da recptacéo de serotonina pelos neurdnios pré-sinapticos, aumentando,
portanto a disponibilidade desse neurotransmissor na fenda sinaptica (GOODMAN &
GILMAN, 2012; MORENO; MORENO; SOARES, 1999; SILVA & ANDRADE, 2008).

A dopamina e a noradrenalina séo catecolaminas, aminas importantes para a transmissao
adrenérgica. Elas compartilham da mesma via de biossintese, sendo sintetizadas a partir do
aminoéacido tirosina. Inicialmente se origina a L-dopa por acdo da enzima tirosina hidroxilase
sobre a tirosina, por sua vez, a dopa passa por um processo de descarboxilacdo por influéncia
de L-aminoécidos aromaticos descarboxilase para originar a dopamina, que segue Seu processo
de transformacdo dando origem a noradrenalina através da acdo da dopamina g-hidroxilase
(ESTEVINHO & FORTUNATO, 2003; GOODMAN & GILMAN, 2012).

A dopamina age de maneira importante sobre a atividade motora controlando-a, bem
como sobre as fungdes endocrinas, mecanismos de compensacao e cognicao, além da regulagédo
do humor. No cérebro ela estd presente em 4 (quatro) regides: nigroestriatal, mesolimbica,
mesocortical e tibero-infundibular. A regido nigroestriatal compreende 80% da producao deste
neurotransmissor, marjoritariamente pela substancia nigra. Posteriormente ele € encaminhado

para o corpo estriado. Algumas doencas decorrem da diminuigéo dos niveis de dopamina, como



por exemplo a Doenga de Parkinson e a Depresséo, dentre outras (BARRETO et al., 2015;
STANDAERT & GALANTER, 2009).

Quanto a noradrenalina, foi observado que farmacos capazes de interferir na sintese
desta, de maneira inibitoria, estimulavam uma retomada répida de sintomas depressores. Bem
como o tratamento com anditdepresivos noradrenérgicos apresentavam uma resposta positiva
no controle da depressdo. Um exemplo de um antidepressivo que age a nivel de noradrenalina,
aumentando sua disponibilidade e melhorando os sintomas depressivos sdo os Inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina-noradrenalina que se ligam ao transportador de
noradrenalina impedindo sua ligagdo com o neurotransmissor e consequentemente aumentando
os niveis deste na fenda sinaptica (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

2.2.1.2. Participacao do estresse oxidativo no desenvolvimento da Depresséo

Estudos buscando desvendar sobre o0s mecanismos patogénicos envolvidos no
desenvolvimento do transtorno depressivo vem ganhando destaque, todavia ainda ndo foram
completamente esclarecidos. Uma das hipdteses para o desenvolvimento deste transtorno diz
respeito a uma possivel relacdo do estresse oxidativo (EO) com o aparecimento da depressao
devido a potencial vulnerabilidade do SNC aos danos ocasionados pelo EO (LIU et al., 2015;
RODRIGUES; PETERSEN; PERRY, 2014).

Este processo de estresse acontece devido um aumento da producédo de radicais livres,
espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN). De maneira fisioldgica, no
organismo, esses radicais sdo controlados por enzimas antioxidantes. No entanto, quando
ocorre um desequilibrio nos mecanismos de defesa, os danos ocasionados pelos radicais livres
se acumulam com o passar do tempo originando o EO, que podem predispor 0 organismo ao
desenvolvimento da depressdo (MELO, 2012; RODRIGUES; PETERSEN; PERRY, 2014).

Um aumento nos niveis de radicais livres, como o 6xido nitrico (NO) e malondialdeido
(MDA), tem sido demostrando em alguns estudos, tanto com seres humanos, em pacientes que
apresentavam caracteristicas deprimidas, como com animais em experimentos que
desenvolviam um quadro mimético de depressdao (CHENG et al., 2018; CHUNG et al., 2013;
MAES et al., 2018).

Além disso, um estudo que trabalhou com pacientes que foram submetidos ao
tratamento com antidepressivos, demostrou reducdo dos niveis dos radicais livres MDA e NO

(BALMUS et al., 2016). Estas descobertas criaram direcionamento para uma relagéo entre o



EO e a depressdo, possibilitando o desenvolvimento de pesquisas que busquem investigar o
potencial de agentes antioxidantes para o tratamento da depressao.

Para tanto, um isdmero do a-humuleno, o p-cariofileno, apresentou resultados
significantes de atividade antioxidante agindo através da eliminacdo de radicais livres,
possivelmente contra radicais hidroxila, &nions superdxido e perdxidos lipidicos (CALLEJA et
al.,, 2013), além de diminuir o estresse oxidativo em areas cerebrais envolvidas no
desenvolvimento da depressdo — hipocampo, cortex pre-frontal e corpo estriado- por agir
reduzindo os niveis de MDA e nitrito-nitrato (CARDOSO, 2018). Nesta perspectiva, mostra-se

de extrema relevancia investigar o a-humuleno para tais fins.

2.3.  Terapia farmacoldgica e a utilizagdo de plantas com fins medicinais

Os antidepressivos, principais medicamentos utilizados no tratamento do disturbio de
depressdo, tiveram seu surgimento por volta da década de 50, onde se mostraram significantes
para o controle da depressdo. Até a década de 80 duas classes desses medicamentos eram
destacadas como importantes para o tratamento: os antidepressivos triciclicos (ADT) e os
inibidores de monoaminooxidase (IMAOSs). Entretanto os efeitos colaterais decorrentes de sua
ndo seletividade farmacolGgica eram preocupantes, pois uma super-dosagem poderia ocasionar
até mesmo a morte do individuo. Neste sentido, intensificou-se a busca pelo desenvolvimento
de outros farmacos que fossem farmacologicamente mais seletivos, visando diminuir a
ocorréncia, principalmente, dos efeitos colaterais, ofertando maior seguranca aos que
necessitariam deste tratamento (KESSEL; SIMPSON, 1995; MORENO; MORENO; SOARES,
1999; STAHL 1997).

Antigamente os antidepressivos eram classificados segundo sua estrutura ciclica
(tipicamente anéis benzénicos), no entanto, na atualidade, devido 0s novos medicamentos nao
compartilharem semelhangas estruturais, eles sdo classificados de acordo com sua atividade
farmacoldgica (NASH & NUTT, 2007).

Os medicamentos disponiveis para seu tratamento concentram-se nos que medeiam suas
acOes através da liberacdo de monoaminas, devido a hipotese monoaminérgica. Desta forma, a
acao farmacoldgica dos antidepressivos consiste, preferencialmente, em ampliar a concentragdo
dos neurotransmissores monoaminérgicos na fenda sinaptica, e essa atividade pode acontecer

pelos mecanismos de inibi¢cdo do metabolismo, bloqueio da recaptura neuronal ou atuacdo em
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autor-receptores pré-sindpticos (BEZCHLIBNYK-BUTLER & JEFFRIES, 1999; NASH &
NUTT, 2007).

Nesta perspectiva, quatro categorias de antidepressivos sdo destacadas: 0s de primeira
geracdo (Inibidores Nao-Seletivos da Recaptacdo de Monoaminas ou ADT e os IMAQS); os de
segunda geracdo (Inibidores Seletivos da Recaptacdo de Serotonina) e 0s antidepressivos
atipicos que sdo os mais recentes (inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina e antagonista
a2, inibidor da recaptagdo de catecolaminas e os inibidor seletivos da recaptacdo de
noradrenalina) (ACCATTINI & PAPINE, 2007; BEZCHLIBNYK-BUTLER & JEFFRIES,
1999).

No entanto, alguns fatores levaram os pesquisadores a estarem em constante busca por
substancias alternativas que conseguissem diminuir as desvantagens que alguns antidepressivos
possuem, como: o potencial para desenvolver efeitos colaterais, o potencial de letalidade em
casos de superdosagem, o longo periodo de laténcia para inicio da atividade terapéutica, bem
como o inicio demorado da resposta clinica que é de 2 a 4 semanas, além deles ndo mostrarem
atividade significativa nos casos de depressdo leve (KATON et al.,, 1996; KESSEL &
SIMPSON, 1995; KIRSCH et al., 2008; KELAFER etal., 2000; PAYKEL etal., 1988; STAHL,
1997).

Para tanto, a farmacologia comportamental é uma area, consideravelmente nova, que
envolve estudos que buscam explicacbes para processo comportamentais que s&o
substancialmente alterados devido administracdo de substancias. Esta area surgiu por volta da
década de 50 no intuito de pesquisar substancias eficazes em tratar especificos problemas
psiquiatricos. Dentre as vertentes de investigacdo, na farmacologia comportamental, podemos
citar: os transtornos psiquiatricos como a depressdo e ansiedade; as doencas neuroldgicas
Parkinson e Alzheimer; bem como para o controle da dor; e no caso do abuso de drogas, 0
controle da dependéncia (LAPA et al., 2008).

Nesta perspectiva, alguns trabalhos demonstraram atividades farmacol6gicas sobre o
SNC de algumas plantas quando realizados protocolos experimentais com animais para doencas
psiquiatricas. No que diz respeito aos distlrbios depressivos as espécies do género Hypericum
(Hypericaceae) foram relatas com atividade antidepressiva, especificamente a H. perforatum
Linnaeus (Erva de S&o Jodo) (BAHLS, 2001; PETZSCH, 2009; RODRIGUEZ-LANDA;
CONTRERAS, 2003). Ela é considerada um fitoterapico comumente utilizado no tratamento
de casos de depressdo leve a moderada (CORDEIRO; CHUNG; SACRAMENTO, 2005;
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ANDREATINI, 2000). Outras plantas como, a H. grandifolium Choisy (SANCHEZ-MATEQ;
BONKANKA; RABANAL, 2009) Bellis perennis Linnaeus (MARQUES; MELO; FREITAS,
2012), Hippeastrum vittatum (L'Hér.) Herbert e Hippeastrum striatum (Lam.) Moore (SILVA,
2006), Cecropia glaziovii Sneth (ROCHA et al., 2007), e Passiflora alata Curtis (ROMANINI
et al., 2008) também foram destacadas com perfil farmacoldgico para tratamento da depresséo.

Neste sentido, a utilizagdo de produtos naturais com fins medicinais apresenta-se a
bastante tempo como um recurso valido para muitas sociedades, existindo uma construcéo
histéria que acompanha a utilizacdo dessas plantas para o tratamento de doencas; ou seja,
através do conhecimento tradicional era despertado interesse em possiveis atividades
farmacoldgicas das plantas, e a partir delas compostos também eram isolados para uma
determinacdo mais detalhada das atividades terapéuticas envolvidas (VIEGAS JUNIOR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006).

2.4.  Terpenos

Sobre metabolitos isolados de produtos naturais e que podem possuir atividade
farmacoldgica, os terpenos séo caracterizados como um dos principais compostos existente nos
Oleos esséncias de diversas plantas. Estes Oleos além de serem amplamente utilizados na
indUstria cosmética e alimenticia, popularmente também sdo bastante empregados para fins
curativos na medicina popular (CORREIA et al., 2008; FELIPE & BICAS, 2017; MAIA;
ANDRADE, 2009).

Essa classe de compostos é, também, originada a fim de favorecer um mecanismo de
defesa para as plantas a agentes externos. Além disso, podem ser produzidos por animais e
micro-organismos, como bactérias e fungos; sendo eles produtos altamente volateis (DVORA
& KOFFAS, 2013; FELIPE & BICAS, 2017; VIEGAS JUNIOR, 2003).

Felipe e Bicas (2017) dizem que, segundo Mc Murry (2011), “quimicamente, os
terpenos podem ser definidos como alcenos naturais, isto é, apresentam uma dupla ligacdo
carbono-carbono sendo caracterizado como um hidrocarboneto insaturado” (p 120). Vale
ressaltar que se o terpeno possui um oxigénio este passa a ser designado de terpenoide;
entretanto independente das diferencas estruturais existentes entre eles, similarmente eles
possuem em sua composic¢do blocos de cinco carbonos chamados de unidades isoprenicas
(FELIPE & BICAS, 2017).
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Neste sentido, os terpenos sdo classificados conforme a quantidade de unidade
isoprenicas que eles possuem. Os sesquiterpenos, um tipo de terpenoide, possuem em sua
estrutura 15 carbonos, constituindo 3 unidades isoprenicas; a exemplo pode-se citar o bisabolol
que esta presente na esséncia de camomila (FELIPE & BICAS, 2017; KRIVORUCHKO &
NIELSEN, 2015).

No que diz respeito as atividades farmacoldgicas dos sesquiterpenos sobre o SNC,
alguns estudos apontam resultados favoraveis para esta classe, por exemplo: o S-cariofileno
exibe atividade anticonvulsivante contra convulsées induzidas por Pentilenetetrazol (PTZ) em
camundongos, sendo que neste mesmo trabalho o autor traz que ele ainda possui um efeito
neuroprotetor (OLIVEIRA et al., 2016); ja o nerolidol apresentou propriedades ansioliticas
(NOGUEIRA NETO et al., 2012); e um estudo sugeriu que bisabolol podia mediar seus
mecanismos ansioliticos e sedativos por meio do envolvimento dos receptores de GABA (&cido
gama aminobutirico) (ROCHA et al., 2011).

2.4.1. a-humuleno

O a-humuleno é o principal composto encontrado no éleo essencial de erva baleeira -
OEEB (Cordia verbenacea), sendo ele classificado como principal responsavel pela atividade
anti-inflamatéria do OEEB. Ele caracteriza-se como um terpenoide da classe dos
sesquiterpenos, por possuir trés unidades de isopreno, com formula molecular C1sHz4 (Figura
2). De acordo com a nomeclatura IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
é descrito como (1L E, 4 E, 8 E) -2,6,6,9-tetrametilcicloundeca-1,4,8-trieno, mas, também,
pode ser encontrado com 0s seguintes nomes (sindbnimos), dentre outros: Humuleno e alfa-
cariofileno (AZAMBUJA 2018; CHAVES et al., 2008; HMDB, 2020; NCBI, 2020).
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HsC

Fonte: Sigma-Aldrich, 2020.
Figura 2. Representacao estrutural do a-humuleno.

Sua acdo como anti-inflamatdrio se da pelo blogueio da enzima ciclo-oxigenase 2,
levando assim a uma diminui¢do da producdo de algumas prostaglandinas a partir do acido
araquidénico. Vale ressaltar que ndo houve efeitos colaterais destacados para este produto, e
que a partir desse 6leo foi desenvolvido o primeiro anti-inflamatoério tépico que provinha de
uma planta brasileira (AZAMBUJA 2018).

Na literatura ele € ainda apresentado com atividades do tipo antimicrobiana,
antioxidante e anticancerigena (ALMEIDA et al., 2011), além de antinociceptiva e anti-
inflamatéria (ALVES, 2012; CHAVES et al., 2008; MEDEIROS et al., 2007; OLIVEIRA
2016). Entretanto, ndo foram encontrados estudos que evidenciem sua atividade sobre 0 SNC,

especificamente sobre a depressao.
2.5. Artigo 1 — Revisdo sistematica

Artigo submetido a revista Current Pharmaceutical Design — B1 em Biodiversidade
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Atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas do a-humuleno e de seus isbmeros: uma revisao
sistematica

Resumo: Os terpenos tem sido foco importante para investigagdo de atividades farmacoldgicas,
atualmente. Neste sentido, considerando a diversidade dos sesquiterpenos, terpenos compostos
de 3 unidades isoprénicas, e observando o potencial farmacoldgico do a-humuleno; o presente
estudo teve como objetivo realizar uma revisdo sistematica (RS) a fim de identificar as
atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas do a-humuleno e de seus isémeros. Esta RS foi
realizada de acordo com as diretrizes PRISMA. A pesquisa bibliografica foi realizada usando
as bases de dados PubMed, Scopus e Web of Science. Os critérios de inclusdo utilizados foram:
artigos originais de estudos pré-clinicos e clinicos que investigassem as atividades
farmacoldgicas e os efeitos toxicoldgicos do a-humuleno e de seus isdbmeros, que foram escritos
em inglés, portugués e espanhol. A pesquisa inicial resultou em 5.165 artigos, dos quais 46
foram selecionados para andlise final. Apds agrupamento em categorais por atividade
apresentada, 41% dos artigos investigados relataram que o0 a-humuleno e seus isdmeros
apresentavam atividade antitumoral, seguida pelas atividades anti-inflamatoria e
antimicrobiana (20% para ambas), outras atividades farmacoldgicas (15%) e Potencial Toxico
(2%). Esta RS é o primeiro trabalho realizado a fim de agrupar os estudos sobre as atividades
farmacoldgicas e toxicoldgicas deste grupo de compostos. Nesta perspectiva, conclui-se que o
a-humuleno, assim como seus isdmeros, possuem diferentes atividades farmacolégicas,
elencando-os como importantes para formulacdo de novas terapias; no entanto, relativo a
toxicologia destes compostos ainda existe necessidade de desenvolvimento de mais estudos, a
fim de garantir a seguranca para utilizacdo destes.

Introducéo

Com ampla utilizacdo na inddstria cosmética e alimenticia, os terpenos definem-se
como um dos principais grupos de metabolitos existentes nos oleos essenciais das plantas.
Caracterizados como hidrocarbonetos e formados por unidades isoprenicas, atualmente
constituem objetos importantes de estudos que buscam identificar substancias com fins
terapéuticos a partir da medicina tradicional 41,

Diversas atividades tém sido atribuidas as plantas que possuem compostos terpénicos,
assim como aos proprios compostos quando isolados. Efeitos do tipo sedativo,
anticonvulsivante, antinociceptivo e antidepressivo tem sido bastante destacado na literatura [
8. Qutras atividades incluem: anti-inflamatdria, antimicrobiana, antioxidante e anticancerigena
[9-12]_

Os terpenos diferenciam-se quanto a sua estrutura e forma. De acordo com a quantidade
de unidades isoprenicas, compostas de 5 carbonos cada (Cs), os terpenos dividem-se em classes.
Uma delas, os sesquiterpenos, sio formados por 15 carbonos e 3 unidades isoprenicas 21,

Considerando a diversidade de sesquiterpenos, essa revisdo tem como foco o a-humuleno
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(C1sH24), cuja composicdo é definida por 3 unidades isoprenicas (Cis) e moléculas de
hidrogénio (Hz4). Trata-se do principal composto encontrado no 6leo essencial da Cordia
verbenacea e possui atividade anti-inflamatoria ja validada [*: 14-161,

Dessa forma, observando-se o potencial farmacolégico do a-humuleno, o presente
estudo teve como objetivo identificar outras possiveis atividades farmacologicas e
toxicologicas desse composto e de seus isdbmeros (substancias que compartilham férmulas

quimicas idénticas 7).
Método
Estratégia de pesquisa escolhida

Essa revisao sistematica (RS) foi desenvolvida de acordo com a estratégia do PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses), seguindo o checklist,
que contém 27 itens e o diagrama de fluxo de orientacdo da busca e selecdo dos trabalhos. De
maneira geral, o PRISMA busca aperfeicoar as revisdes, garantindo uma maior qualidade e
confiabilidade. A coleta das informacdes foi composta por 4 fases: identificacdo, selegéo,
elegibilidade e inclusdo [,

A questdo norteadora tomada como base foi: quais sdo as propriedades farmacologicas
e toxicoldgicas do a-humuleno e de seus isbmeros? A busca dos artigos foi realizada no periodo
de fevereiro a abril de 2020 nas bases de dados PubMed, Scopus e Web of Science. Os
descritores utilizados, bem como as combinag6es adotadas estdo dispostos no Tabela 1. Foram
incluidos artigos originais com texto completo disponivel na integra, que envolvessem
pesquisas pré-clinicas e/ou clinicas, sem periodo de publicacdo estimado e que estivessem
escritos nos idiomas de portugués, inglés e espanhol. Trabalhos que consideraram outras
atividades biolégicas e outras revisdes foram excluidos.

Tabela 1. Bases utilizadas para busca dos artigos e associa¢Oes de palavras-chave utilizadas
para busca.

Bases de dados Associacoes

“a-Humulene and pharmacological effect”

“a-Humulene and pharmacology effect”

“a-Humulene and pharmacology”

“a-Humulene and toxicology”

“a-Humulene and toxicology effect”

“a-Humulene and sesquiterpene and pharmacology effect”
“a-Humulene and sesquiterpene and pharmacological effect”

PubMed, Scopus e
Web of Science
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Continuacao

“a-Humulene and sesquiterpene and pharmacology”
“a-Humulene and sesquiterpene and toxicology”
PubMed, Scopus e “a-Humulene and sesquiterpene and toxicology effect”
Web of Science “o-Humulene and medicinal use”

“a-Humulene and sesquiterpene and medicinal use”
“a-Humulene and isomers and pharmacology effect”

Selecdo dos estudos

A busca e selecdo dos estudos foi desenvolvida por dois pesquisadores independentes
(G.M.L.L e M.O.B). Inicialmente foi realizada uma triagem dos artigos, com auxilio de uma
ficha de avaliagdo com critérios de elegibilidade, a partir da leitura dos titulos e resumos
diretamente nas bases de dados eletrdnicas. Em seguida, os artigos selecionados para leitura
com texto completo foram avaliados para confirmacdo dos critérios de inclusdo. Eventuais
divergéncias foram resolvidas por consenso entre os dois pesquisadores. Os trabalhos
selecionados foram cuidadosamente revisados para identificacdo dos estudos que seriam

incluidos na amostra final da RS.
Extracdo e analise dos dados

Os dados foram extraidos por um dos pesquisadores (G.M.L.L), objetivando responder
a questdo norteadora desta RS, e verificados pelo segundo pesquisador (M.O.B). Para a etapa
de extracdo das informacBes e sintese descritiva dos dados, foi obedecido o formato do
acrénimo PICO (P — populacéo, | — intervencéo, C — Controle, O — desfecho) 1. Dessa forma,
na descricdo dos resultados foram consideradas as seguintes informacgdes: composto
encontrado, origem, objetivo do estudo, modelo de experimentacdo, espécie, cepa e/ou

linhagem celular, dose/concentragéo, via de administracao, principais resultados e concluséo.

Resultados e Discussao
Aspectos gerais

A pesquisa inicial, com a utilizagdo dos descritores associados com o auxilio do
operador booleano “and”, resultou em 5.165 artigos encontrados, somando-se as trés bases de
dados utilizadas. Apos a triagem inicial, 305 artigos foram selecionados para leitura na integra
e identificag&o das atividades, sendo 214 na PubMed, 53 na Scopus e 38 na Web of Science.

Vale destacar que, nessa etapa, também foram excluidos os artigos duplicados. Assim, 46
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Tdentification

Screening

Eligihilitv

Included

artigos foram incluidos na reviséo (figura 1) e as informac6es destacadas de cada trabalho estdo

dispostas nas tabelas de 2 a 6.

Articles identified through database
searching
(n=5.165)

A\ 4

Articles after the initial Screening
(n=305)

\ 4

PubMed (n=214)

A 4

A 4

Articles after Screening
(n=94)

\ 4

Selected articles
(n=46)

A 4

Studies included in the descriptive
synthesis*

Dunlicated (n=211)

Exclued (n=48)

Scopus (n= 53)

A 4

Web of Science (n=38)

A 4

In vitro (n=24)

A 4

In vivo (n=16)

\ 4

Both (n= 6)

\ 4

*One study may have one more approach

Pre-clinical (n=46)

Figura 1. Parametros de pesquisa e resultados de selecdo.

Os trabalhos foram organizados em categorias de acordo com as atividades

apresentadas: 1- atividade antitumoral; 2- atividade antimicrobiana; 3- atividade anti-

inflamatdria; 4- outras atividades farmacoldgicas e; 5- potencial toxico. A categoria com maior

namero de artigos foi a de atividade antitumoral, compreendendo 19 estudos (41%), seguida

pelas atividades anti-inflamatoria e antimicrobiana (20%, n=9 para ambas). Outras atividades

farmacologicas (15%, n=8) e potencial toxico (2%, n=1) foram as que tiveram menos resultados

(Figura 2).
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Categorizacao dos estudos

20

m] m2 m3 =4 =5

Figura 2. Gréfico expressando o percentual de artigos por categoria.
Cada nimero corresponde a uma categoria: (1) Atividade antitumoral; (2) Atividade antimicrobiana; (3) Atividade
Anti-inflamatoria; (4) Outras atividades farmacoldgicas; e (5) Potencial Toxico.

Referente aos tipos de estudos, somente estudos pré-clinicos foram encontrados, com
predominancia para 0s ensaios in vitro (52%), seguidos dos ensaios in vivo (35%). Algumas
pesquisas realizaram abordagem mista (in vitro e in vivo - 13%) (Figura 3). J& no que diz
respeito aos anos de publicacdo, como mostrado na figura 4, 0 maior nimero de pesquisas
envolvendo o a-humuleno e seus isdmeros esteve compreendido entre 0s anos de 2007 e 2015
(n=6 em cada ano). E importante destacar que as pesquisas envolvendo esse grupo de
compostos sdo consideravelmente recentes, visto que a maioria dos estudos (n=32) se
concentraram nos Gltimos 10 anos (2010-2020).

Tipos de Estudos Pré-clinicos

ambos
13%

in vitro
in vivo 52%
35%

= jn vitro in vivo ambos

Figura 3. Gréafico expressando o percentual de artigos por ensaio utilizado nos estudos pré-
clinicos (in vitro, in vivo e ambos).
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Publicagdes por ano
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Figura 4. Grafico expressando a quantidade de artigos por ano de publicacdo. Periodo
compreendido entre 1986 e 2020.

Sobre as vias de administracdo utilizadas para 0s ensaios, a maioria (n=27) optou pela
in situ, seguido pela via oral (n=13), intraperitoneal (n=5), aerossol (n=1), tépica (n-=1) e por
instilagdo intra-traqueal (n=1). E importante destacar que alguns estudos fizeram uso de mais

de uma via.
Propriedade Farmacologicas e toxicoldgicas

Atividade antitumoral

Dos estudos apresentados, a maior parte (41%) se concentrou na avaliacdo da atividade
antitumoral, anticancerigena e citotdxica de células carcinogénicas, do a-humuleno e de seus
isdbmeros. Dos 19 artigos desta categoria, 13 trabalharam com o0 a-humuleno, enquanto seus
isdbmeros estavam presentes em 18 estudos; ressalta-se que a maioria investigou as atividades
de mais de um sesquiterpeno, a-humuleno e/ou isdmero (Tabela 2).

Sobre o potencial da substdncia a-humuleno, foi possivel observar que este se
caracteriza como um importante composto no combate a células tumorais, uma vez que 0s
estudos voltados para esta atividade tém sido desenvolvidos ha bastante tempo. O primeiro
indicio desse potencial foi descrito no trabalho de Zheng, Kenney e Lam 2% que buscavam
investigar caracteristicas biologicas do a-humuleno e o isbmero g-cariofileno, em um estudo in
Vivo.

Durante a pesquisa, alguns resultados evidenciaram que os dois compostos aumentavam

a atividade de uma enzima, a Glutationa S-transferase, no figado e na mucosa do intestino
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delgado de camundongos 2%, Estes achados sugeriam que substancias capazes de induzir um
aumento na atividade dessa enzima, que €é caracterizada como desintoxicante, além de ser um
agente significante na protecdo contra o estresse oxidativo 214 poderiam ser inibidores
potenciais de carcinogénese.

Nos estudos in vitro diversas células tumorais foram utilizadas para investigacdo da
atividade citotoxica e potencial antitumoral: células de carcinoma colorretal, de ovario e
linfoblastos; de c6lon humano, melanoma, glioblastomas, de Utero, mama e cervical, pulmonar,
préstata, e células de carcinoma hepatocelular (Tabela 2). A maioria dos estudos buscaram
mensurar a capacidade toxica dos sesquiterpenos contras células de carcinoma de mama 253,

Além do a-humuleno, seus isdmeros p-cariofileno, a-copaeno e a-zingibereno foram,
também, bastante investigados para atividade antitumoral frente as células de cancer de mama.
Venditti e colaboradores % chega a relacionar o potencial citotoxico do (E)-cariofileno
(sinénimo do p-cariofileno) com sua significante atividade antioxidante. Assim como 0s outros
trabalhos definem que a atividade antitumoral dos compostos, possivelmente seja decorrente de
suas capacidades de citotoxicidade e de inibirem o crescimento celular, contra células
cancerosas [26-271,

O estudo de Legault e Pichette °1 que buscou avaliar o efeito potencializador de
concentragfes ndo citotoxicas do p-cariofileno na atividade anticancer do a-humuleno,
isocariofileno e paclitaxel (agente antitumoral clinicamente utilizado no tratamento de céncer)
contra células de céncer de mama e colon, evidenciou que este composto aumentou
significativamente o efeito citotdxico dos sesquiterpenos e do agente antitumoral. Quanto aos
possiveis mecanismos pelos quais o S-cariofileno estaria agindo, acredita-se que, em parte, pode
ser decorrente da alteracdo da permeabilidade da membrana proporcionada por ele, e no caso
do agente antitumoral paclitaxel, por promover actimulo intracelular dele ?°1,

Alguns mecanismos associados a atividade antitumoral do a-humuleno e de seus
isbmeros consistiam no actimulo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) mitocondrial 2831,
assim como na diminuic&o do potencial de membrana mitocondrial *2. Quando h&a um aumento
dos niveis de ERO dentro das mitocdndrias, um desequilibrio pode ser desencadeado no
potencial de membrana acarretando a liberacdo de calcio para o meio citosolico, o que deflagra
cascatas de desequilibrio celular que decorrem de altos niveis de estresse oxidativo e podem

levar a um processo de morte celular 3331,
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Outro mecanismo diz respeito ao potencial de alguns compostos em induzir uma
atividade apoptdtica por ativacdo de enzimas caspases 8 e 3, e estimulacdo do agrupamento de
receptores DR4/DR5, receptores de superficie celular que mediam apoptose 8-, Os processos
apoptoticos compreendem um campo de pesquisa extremamente importante na investigacédo de
novos farmacos que sejam capazes de agir como antitumorais % 4%, Esse mecanismo pode
envolver duas vias, a extrinseca e/ou a intrinseca, com significante influéncia da ativacdo de
caspases, proteinas responsaveis pela sinaliza¢io da cascata de morte 1421,

Diferentes caspases s&o ativadas em cada uma das vias [“>*]. Na via extrinseca observa-
se um envolvimento da caspase 8, considerada iniciadora, que pode ser desencadeada pelo Fator
de Necrose Tumoral (TNF) e posteriormente deflagrar a ativacdo de outras caspases, as
efetoras, que serdo responsaveis pelo processo de morte celular. J& a caspase 3, considerada
efetora, é desencadeada na via intrinseca, geralmente pelo acimulo de ERO ou outros processos
que interfiram na membrana mitocondrial, além da propria deflagracdo pela via extrinseca [
47].

Quando investigado o potencial destes sesquiterpenos em potencializar a acdo de
agentes clinicamente utilizados no tratamento do cancer, estudos recentes apontam que 0 a-
humuleno agiu de maneira sinérgica sobre o efeito citotoxico da doxorrubicina (81, assim como
o p-cariofileno 9. E importante, também, destacar que algumas pesquisas demostraram que as
acOes dos compostos eram significativamente seletivas para células tumorais, ndo apresentando
atividade citotoxica em células normais [28 31 36. 371 resyltado interessante dada a necessidade
de descoberta de novos farmacos que apresentem menos toxicidade, pois a grande maioria dos

quimioterapicos nio s&o seletivos e acabam agredindo, também, células normais 5% 54,

Atividade Anti-inflamatoéria

O potencial anti-inflamatdrio foi, também, muito investigado nos estudos desta RS,
provavelmente devido ao a-humuleno ser um importante composto da Cordia verbenaceae,
agente terapéutico com expressiva acdo contra inflamagdo 2. No trabalho de Passos e
colaboradores 2 0 a-humuleno e o trans-cariofileno apresentaram atividade significativa na
reducdo do edema de pata induzido por carragenina, um dos protocolos iniciais para triagem de
substancias anti-inflamatoria potenciais (Tabela 3).

Medeiros e colaboradores 2 descreveram que a atividade anti-inflamatéria do a-

humuleno e do trans-cariofileno provavelmente seria decorrente da inibi¢cdo do Fator Nuclear
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de transcricdo Kappa B (NF-kB). Este, por sua vez, é de extrema importancia para expressao
de citocinas pré-inflamatorias, visto que controla a transcri¢do de genes da grande maioria dos
fatores que sdo responsaveis pela inflamagao 3%, logo, ao inibir estes fatores os compostos
estariam prevenindo a formacao do processo inflamatdrio.

Outro trabalho bastante importante no delineamento do potencial anti-inflamatorio do
a-humuleno e isbmero (-)-trans-cariofileno foi escrito por Fernandes e colaboradores 71, Esse
estudo avaliou a atividade anti-inflamatéria oral dos compostos em diversos protocolos
experimentais e com variadas doses (5, 25, 50 e 100 mg/kg). Os resultados evidenciaram que
seus efeitos provavelmente estariam relacionados a uma importante inibicdo da ativagcdo ou
liberagdo de diferentes mediadores inflamatorios, como: a bradicinina e a histamina, que sdo
importantes vasodilatadores, além de causarem aumento da permeabilidade vascular; a
interleucina 1 (IL-1P) e o fator de necrose tumoral (TNFa), citocinas capazes de promover a
adesdo e quimiotaxia dos leucdcitos e alteragBes sistémicas, como a febre B8 e as
prostaglandinas E2 (PGE2) e enzima ciclooxigenase 2 (COX-2), que sdo derivadas da cascata
do acido araquidénico e alvos importantes de muitos anti-inflamatorios, principalmente os ndo
esteroidais 1% 691,

Além desses mecanismos ligados a inibicdo de fatores pro-inflamatdrios 7 62631 outros
estudos avaliaram novas vertentes para a acdo dos sesquiterpenos em estudo nesta reviséo,
como a ativacao seletiva dos receptores canabinoides CB2, que constituem estratégia terapéutica
potencial para o tratamento de inflamagao 6% 62 64 651 O estudo pré-clinico in vivo recente de
Varga e colaboradores 1, que investigou o g-cariofileno contra lesdo hepética e inflamagéo
induzida pela ingestdo cronica de &lcool em excesso em camundongos, mostrou que 0
sesquiterpeno apresentou atividade hepatoprotetora através da inibicdo da resposta
inflamatdria, que, de acordo com seus achados, poderia estar relacionado a mecanismos
mediados pelos receptores CBa.

Esses receptores sdo do tipo acoplado a proteina G, em sua grande maioria a G inibitéria
661 caracterizando alvos importantes de canabinoides, que s&o substancias responsaveis por sua
modulago fisioldgica ou em processos patoldgicos [¢7 881 Agonistas destes receptores sdo
amplamente estudados com potencial para diversas atividades farmacoldgicas: analgésico,
antiemético,  antitumoral e também  anti-inflamatério  [°71  Apresentando-se

predominantemente na periferia [ 7 7 estudos demostram que macréfagos tendem a
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aumentar os niveis de receptores CB>, e que em processos inflamatdrios estas células mostram-
se mais sensiveis a substancias consideradas como agonistas dos receptores canabinoides 8%,

Diversos sdo 0s mecanismos pelos quais estes receptores podem agir a nivel de atividade
anti-inflamatoria. Neste sentido, sua acdo poder ser relacionada ao fato de que estes se
apresentam majoritariamente na superficie de células do sistema imunolégico, e, portanto, tem
significante envolvimento na modulagdo deste 882l; além de poderem agir impedindo a
migracdo celular, através da inibi¢do de quimiocinas, dentre outros mecanismos envolvidos na
adesdo e rolamento das células de defesa para o local da inflamacdo 3% além de inibir
mediadores pro-inflamatdrios (#6891,

Esse direcionamento para o envolvimento destes receptores foi, também, bem destacado
no trabalho de Gertsch e colaboradores 2 tendo em vista que em seus resultados eles
demostraram uma ligacéo seletiva do (E)-g-cariofileno, considerando ele como agonista deste
receptor pois ele foi capaz de reduzir fortemente a resposta inflamatéria induzida por
carragenina em camundongos do tipo selvagem, mas ndo em camundongos que ndo possuiam

0s receptores CB..

Atividade antimicrobiana

A busca por substancias alternativas aos tratamentos contra microrganismos tem
crescido consideravelmente devido a frequente resisténcia que estes tem desenvolvido aos
farmacos atualmente comercializados . Nessa perspectiva, estudos s&o construidos a partir
do pressuposto de conseguir maior eficacia no tratamento contra bactérias, fungos e parasitas
911, para tanto, 0s sesquiterpenos constituem classe importante na investigagdo para o potencial
antimicrobiano de novos compostos 2.

Nos resultados desta RS, essa categoria incluiu os estudos que trabalharam as atividades
antibacteriana, antifingica e antiparasitaria. Quanto aos microorganismos utilizados, foram
bastante diversificados possibilitando conhecer um perfil amplo dos sesquiterpenos referente a
sua acao antimicrobiana (Tabela 4).

Referente a atividade antibacteriana, os estudos que a investigaram, demostraram que
houve efic4cia significante contra: bactéria Mycobacterium tuberculosis 1; os Enterococcus
faecalis,  Streptococcus  mutans, S. mitis, S. salivarius,  Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum [4;
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Propionibacterium acnes e Staphylococcus aureus ®°; contra uma bactéria marinha Vibrio
fischeri [°®; e, mais recentemente, contra Helicobacter pylori 7],

O trabalho de Azizan e colaboradores ** evidenciou um efeito maior, do a-humuleno,
trans-cariofileno e Germacreno D, contra bactérias Gram-negativas quando comparado a
atividade contra Gram-positivas. Isto poderia fortalecer a atividade encontrada no trabalho de
Woo e colaboradores 7! de inibic&o da H. pylori, uma bactéria também Gram-negativa; sendo
destacado como potencial mecanismo de acdo a capacidade do pg-cariofileno de inibir a
replicacdo celular bacteriana. E, também, fortalecer a explicacao da fraca atividade encontrada
contra P. acnes e S. aureus, bactérias Gram-positivas, no trabalho de Zhu e colaboradores [*°!,

No entanto, o estudo de Perestrelo e colaboradores 1, que investigou o potencial toxico
de terpenoides sobre a bactéria V. fischeri, Gram-negativa, demostrou que a citotoxicidade do
(+)-valenceno e do p-cariofileno foi baixa. Eles relacionaram esta baixa atividade a dificil
solubilidade em agua destes compostos hidorcarbonetos, limitando sua difusdo no meio. Isto é
importante, pois a membrana da camada externa das Gram-negativas é composta
principalmente de lipopolissacarideos, formando assim uma barreira de permeabilidade
hidrofilica que fornece protecao contra os efeitos de compostos altamente hidrofébicos 81,

Por outro lado, Solorzano-Santos e Miranda-Novales ! relacionam o potencial
antibacteriano de 6leos essenciais, justamente a sua caracteristica hidrofébica, o que favorece
contato com os lipidios da membrana celular e mitocondrias das bactérias, originando
alteracdes que culminam em perca de moléculas essenciais para as bactérias, levando a morte
destas. Portanto, é notoria a necessidade de investigacdo dos reais mecanismos pelos quais 0s
terpenoides estejam agindo.

Outra atividade investigada foi o potencial antiparasitario desses compostos. O estudo
de Martinez-Diaz e colaboradores 1% descreveu importante acdo do trans-cariofilneo contra
Trypanosoma cruzi e Trichomonas vaginalis. Enquanto Soares e colaboradores 1% assim
como Carmo et al % relataram atividade antileishmanial para o trans-p-carofileno contra
Promastigotas de Leishmania amazonenses.

Quanto ao potencial antifingico, esse foi investigado avaliando a a¢cdo do humuleno, a-
copaeno e do cariofileno contra Peronophythora litchii. O a-copaeno e o cariofileno
demostraram significativa atividade antifngica, apresentando forte inibicdo do crescimento
micelial, esporulacdo, germinacdo de esporangios e do crescimento do tubo germinativo. No

entanto, o0 humuleno demostrou fraca atividade inibitoria, mesmo em concentracdes altas 11,
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Nesse sentido, enxerga-se a necessidade de mais estudos para compreender 0s mecanismos
pelos quais este grupo de terpenoides possa estd agindo, assim como os fatores que podem

influenciar em sua atividade.

Outras Atividades Farmacoldgicas

O a-humuleno e seu isémero, p-cariofileno, também apresentaram outras atividades
farmacologicas, as quais foram agrupadas nesta categoria (Tabela 5). O potencial
farmacoldgico para cicatrizacdo foi evidenciado em um estudo recente que trabalhou com o -
carofileno, onde os resultados demostraram significante melhora da reepitelizacédo e
proliferacdo celular em modelos in vivo e in vitro. Outro objetivo do trabalho foi avaliar,
também, o impacto do sistema olfativo na atividade do composto, no entanto os receptores
olfativos ndo estavam envolvidos na cicatrizacdo das feridas [X°4,

O processo de cicatrizacdo é bastante complexo e envolve diversos fatores, que
culminam na substituicdo do tecido que foi lesado reestabelecendo a homeostasia tecidual 1%
1061 ' A cicatrizacdo é favorecida por inimeros processos bioquimicos, e pode ser dividida em
trés fases: inflamatoria, proliferativa e de remodelacdo, que ndo possuem limites bem definidos
sendo consideradas sobrepostas 197 1%l Nesta perspectiva, ¢ amplo o caminho para o
desenvolvimento de novos farmacos que supram as necessidades do campo da cicatrizagdo,
podendo agir por diversas vias, como exemplo peptideos anti-microbianos podem compor o
tratamento 1291, Portanto, é essencial que pesquisas sejam desenvolvidas a fim de investigar os
possiveis mecanismos pelos quais 0 a-humuleno e o S-cariofileno poderiam estar agindo para
promover a cicatrizagéo.

O p-carofileno também apresentou outras atividades farmacologicas, demostrando ser
um importante agente para protecao em lesdo renal de isquemia-reperfuséo, tendo sua atividade
sido relacionada a seu potencial de atenuagdo significativa do aumento do nivel de
malondialdeido (MDA) no rim [129], Esse, por sua vez, ¢ um marcador importante para avaliacio
de estresse oxidativo, além de apresentar citotoxicidade e niveis elevados em patologias
associadas ao estresse oxidativo 111113 Desta forma, ao interferir na quantificagdo do MDA,
para menos, a substancia torna-se protetora contra potenciais lesdes por este.

Outra acdo do p-carofileno foi a capacidade de preservar o metabolismo tecidual dos
vasos, impedindo os resultados de uma ocluséo bilateral da artéria carotida comum seguida de

reperfusdo, possivelmente por controlar o estresse oxidativo 4. Além de demostrar-se,
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também, composto importante para prevencdo de leucopenia %1; ter apresentado efeitos
antiespasmaddicos no masculo liso traqueal de ratos, sob a perspectiva do envolvimento na
inibicéo de canais de calcio dependente da voltagem [*161: e significativa atividade na prevencao
da fibrose hepatica, relacionada a seu potencial antioxidante, por possivel eliminacdo de
radicais livres [117],

Dois estudos que trabalharam com o a-humuleno e com o g-cariofileno, evidenciaram
que os dois compostos apresentaram significativa atividade gastroprotetora, em um modelo
experimental de triagem [**¢: e um impotente potencial antialérgico %1, As ulceras gastricas
podem ser ocasionadas por diversos fatores que percorrem desde habitos, como o tabagismo e
ingesta de alcool, até condicdes de estresse e agentes infecciosos [1?°): para tanto, é importante
destacar que o a-humuleno esta presente em uma espécie que apresentou potencial
gastroprotetor 21 no entanto ainda existe necessidade de desenvolvimento de mais estudos

que possam elucidar os provaveis mecanismos pelos quais ele possa esté agindo.

Potencial Téxico

Somente um trabalho desta revisao, objetivou investigar a toxicidade do a-humuleno e
de seu isdmero f-cariofileno. Desenvolvido por LaVoie e colaboradores [*22 o estudo que
buscaram avaliar a possivel toxicidade da fumaca dos principais constituintes do cravo-da-india
no pulm&o de ratos, demostrou que o S-cariofileno ndo causou sinais de toxicidade, no entanto
guando avaliado o a-humuleno foi possivel observar evidéncias de hemorragias nos pulmdes,
porém sendo considerado um efeito toxico pouco pronunciado quando comparado a outro
composto, o eugenol, que causou significante congestionamento nos pulmdes dos ratos com
indicios de hemorragias intersticiais (Tabela 6).

Os estudos toxicoldgicos sdo importantes ferramentas na avaliacdo da seguranca da
administracdo de substancias. A classe dos terpenos destaca-se por ser um grupo de metabolitos
com importante finalidade de favorecer mecanismos de defesa para plantas a agentes externos,
evidenciando seu relativo potencial toxico [ 123 1241 Nesta perspectiva, observa-se a
necessidade de uma investigacdo maior referente ao potencial toxicolégico do a-humuleno e de

seus isOmeros, tendo em vista a escassez de estudos nesta area.
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Tabela 2 - Descricdo dos estudos realizados com a-humuleno e/ou isdmero (s) geométrico (s) considerando a atividade antitumoral.

a-humuleno Origem do Objetivo Modelo (s) de Dose/concentracéo V.a. Resultados e concluséo Referéncia
e/ou isbmero (s) composto* experimentacéo/
geomeétrico (s) Espécie, cepa e/ou
linhagem celular
p-cariofileno Sigma Aldrich Investigar a e In vitro p-cariofileno: 2,5-375 Insitu O CAR exibiu citotoxicidade Sotto et al.
Co. potencializacdo dos e Linhagem celular: uM (correspondente a semelhante em todas as condigdes  (2020)
efeitos de DOX + CAR  —Hepatoma humano: 0,5-75 pg/mL); experimentais;
em células cancerigenas  HepG2. 50 uM de f- « Potencializou o efeito citotoxico
do figado. cariofileno + 20 uM da DOX (possivelmente por
de DOX aumentar o acimulo de DOX
intracelular; e por afetar as
bombas de efluxo nas células
HepG2).
a-humuleno e Sigma-Aldrich - Avaliar os efeitos dos e In vitro 50, 100 e 150 pumol Insitu e Observou-se atividade Ambroz et
valenceno USA sesquiterpenos, no e Linhagens celulares: Lt antiproliferativa do HUM + OxPt  al. (2019)
potencial da membrana  — Células humanas e + FU (provavelmente devido a
mitocondrial, e sua epiteliais de diminuic&o do potencial da
influéncia na eficécia de adenocarcinoma membrana mitocondrial)
5-fluorouracil e colorretal; CaCo-2 e ¢ O VAL agiu de maneira
oxaliplatin (1,2- SW-620. antagdnica para a eficacia de FU,
diaminocyclohexaneoxal em concentracdes mais baixas.
ato-platinum) em
adenocarcinoma do célon
o-humuleno N.r. Investigar a propriedade e In vitro e in vivo e In vitro: Insitu e O HUM inibiu a proliferacdo de Chen et al.
anticancer em HCC. e Linhagens HCC —Concentracéo inicial ~ i.p. células HCC (2019)
humana: de 50 mg/mL.: 1,25- e Induziu citotoxicidade em HCC
—Células Huh7 50 pg/mL através da inducdo de vias
—-SMMC-7721 e In vivo: apoptoticas intrinsecas, tanto in
—HepG2 —10 e 20 mg/kg vitro quanto in vivo.
—Hep3B
e Linhagem celular
hepatica normal:
—Células L-02
e Camundongos nus
a-humuleno e Sigma-Aldrich 1- Testar e comparar 0s e In vitro 20, 40, 100 e 200 insitu e Sesquiterpenos isolados: Ambroz et
valenceno efeitos de sesquiterpenos e Linhagens celulares:  pg/mL al. (2017)
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a-humuleno Origem do Objetivo Modelo (s) de Dose/concentracéo V.a. Resultados e concluséo Referéncia
e/ou isdbmero (s) composto* experimentacéo/
geométrico (s) Espécie, cepa e/ou
linhagem celular
na proliferacdo celulare —Cancer de ovario: —Exibiram atividade
eficacia de DOX em A2780 e SKOV3 antiproliferativa da linhagem
células cancerigenas de  —Células de cancer — celular de cancer de ovério
ovario e linfoblastos. linfoblastos: (A2780) e das células
2- Avaliar a capacidade CCRF/CEM ¢ cancerigenas linfoblasticas
desses sesquiterpenos CEM/ADR (CCRF/CEM)
para aumentar a —Somente 0 VAL apresentou
concentragdo de DOX eficacia frente a linhagem de
nas células e inibir células de cancer de ovario
transportadores de efluxo. (SKOV3), com uma sensibilidade
reduzida ao DOX;
o Em associacdo com DOX:
— Sinergismo pelo HUM na
linhagem ovariana sensivel a
DOX (A2780) e em linhagem de
células do cancer de ovério
(SKOV3)
—Nas células CEM/ADR de
linfoblastos resistentes a DOX, o
HUM aumentou o acimulo de
DOX 5x mais.
o Inibicéo do efluxo de rodamina
por todos 0s sesquiterpenos
testados.
S-elemeno Shijiazhuang Investigar o papel do e In vitro e in vivo e In vitro: Insitu e Atividade antitumoral por Feng et al.
Pharmaceutical composto (bELE) na e Linhagens celulares ~ —Concentragdo inicial ~ i.p. inibicdo da proliferacdo de (2017)

Group Co.,
Hebei, China

proliferacdo e de glioblastomas de 20 mg/ml): 0, 2,5,

tumorigénese de Células-  (GBM): 5, 10, 20 e 40 pg/ml;
tronco do glioma -us7 —Em combinagdo com
(GSLCs) -U373 Temozolomida
—SHG-44 (TM2Z): 2,5 ug/mi
—SKMG-4 e In vivo:
-U138 —50 mg/kg
—T98G.

GSLCs seletivamente pelo bELE
(possivelmente por conta da
inibicdo da sinalizacdo de Notch)

o Inibicdo sinérgica por bELE em
conjunto com TMZ, da
proliferacdo de GSLCs

e Inibicdo de origem de tumores in
vivo
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a-humuleno Origem do Objetivo Modelo (s) de Dose/concentracéo V.a. Resultados e concluséo Referéncia
e/ou isdbmero (s) composto* experimentacéo/
geométrico (s) Espécie, cepa e/ou
linhagem celular
e Camundongos nus
a-humuleno, - Sigma-Aldrich 1- Avaliar os efeitos do e In vitro 0a50 pg/mL Insitu e Isolados, exibiram: Ambroz et
cariofileno e sesquiterpenos sobre a e Linhagens celulares: — Atividade antiproliferativa de al. (2015)
valenceno eficacia do DOX em —Adenocarcinoma de células cancerigenas (HUM e
células cancerigenas e colon: CaCo-2 VAL)
ndo- cancerigenas — Hepatdcitos de ratos — Efeitos pré-oxidativos (VAL).
2-Elucidar os possiveis (células ndo « Em associagdo a DOX:
mecanismos de agdo dos  cancerigenas). —Sinergismo/ potencializac&o
sesquiterpenos e seus (VAL e HUM) frente a células
efeitos sobre o estresse cancerigenas (possivelmente pela
oxidativo mediado por capacidade de aumentar
DOX e o acimulo de seletivamente o acimulo de DOX
DOX nas células. e por aumentarem a formagéo de
ERO, nessas células)
o Nos hepatdcitos: isolados, os
sesquiterpenos, ndo alteraram
viabilidade
e Quando combinados, diminuiram
a formacéo de ERO, em
comparacdo com DOX isolado.
o-humuleno e Sigma-Aldrich Investigar a composicdo e In vitro 0,19-25 pg/mL Insitu e Atividade antitumoral sem Costa et al.
trans-cariofileno quimica e o potencial e Linhagens celulares: significancia de todos os (2015)

antitumoral do 6leo
essencial de folhas de
Zornia brasiliensis e de
Seus compostos
marjoritarios.

— Tumorais B16-F10
(melanoma de
camundongo)

—Carcinoma
hepatocelular
humano: HepG2

—Células K562
(leucemia mielocitica
cronica humana)

—Células HL-60
(leucemia

compostos isolados (valores > 4
pg/mL) em células tumorais.
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a-humuleno Origem do Objetivo Modelo (s) de Dose/concentracéo V.a. Resultados e concluséo Referéncia
e/ou isdbmero (s) composto* experimentacéo/
geométrico (s) Espécie, cepa e/ou
linhagem celular
promielocitica
humana).
o-humulenoe g-  Fluka Co. — Avaliar os componentes e In vitro N.r. Insitu e« O HUM e 0 CAR exibiram Su et al.
cariofileno Milwaukee, USA responsaveis por a e Linhagens celulares: citotoxicidade significativa contra  (2015)
atividade anticancerigena — Cancer de célon as linhagens de células HT-29, J5
de Dyospyros discolor. humano: HT-29 e A549 (considerados, portanto,
—Carcinoma componentes importantes para
hepatocelular atividade anticancerigena de D.
humano: J5) discolor)
—Adenocarcinoma
pulmonar humano:
A549
a-zingibereno Purificado a Investigar a possivel acdo e In vitro 10 mg/mL Insitu e Exibiu atividade antitumoral Bouetal.
partir do 6leo citotoxica do 6leo e Linhagens de células: contra células HelLa, U87, Siha, (2013)
essencial esséncia de Casearia —Melanoma murinho: HL-60 e B16F10-Nex2.
sylvestris, e do a- B16F10
zingibereno e seus —Subline melanética:
derivados hidrogenados, B16F10-Nex2
contra varias linhas de —Melanoma humano:
células tumorais. A2058
—Glioblastoma: U87
—Leucemia: HL-60
—Carcinoma do Utero:
Siha
—Carcinoma de mama:
MCF-7
—Carcinoma cervical
humano: HelLa
(E)-cariofileno Sigma—Aldrich Avaliar a atividade e In vitro 0,78-200 pg/ml Insitu e Apresentou atividade Venditti et
antiproliferativa sobre e Linhagens celulares: antiproliferativa de células al. (2013)

células tumorais — Carcinoma de célon

humano: HCT116

tumorais
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a-humuleno Origem do Objetivo Modelo (s) de Dose/concentracéo V.a. Resultados e concluséo Referéncia
e/ou isdbmero (s) composto* experimentacéo/
geométrico (s) Espécie, cepa e/ou
linhagem celular
—Adenocarcinoma
humano da mama:
MDA-MB 231
—Melanoma maligno
humano: A375
p-cariofileno Sigma—Aldrich Descrever o efeito e In vitro 24—-4uM Insitu e Atividade antiproliferativa dose Amiel et al.
antiproliferativo e pro- e Linhagens celulares: dependente de células (2012)
apoptotico do dleo —Células de tumor cancerigenas (por morte celular
essencial derivado de humano (MoFir) e de de ambas as linhagens celulares,
Commiphora gileadensis  camundongo (BS24- possivelmente por ativacéo da
e do CAR. 1) atividade enzimatica da caspase-
3)
0O CAR é 0 composto ativo do 6leo
essencial de C. gileadensis e que
age de maneira seletiva em células
tumorais.
y-humuleno Sigma Investigar o mecanismo e lIn vitro 0, 25, 50, 75 e 100 Insitu  «O y-humuleno apresentou Lan et al.
Chemicals Co. -  daindugdo de apoptose e Linhagem celulardo UM atividade anticancer (por redugdo  (2011)
St. Louis, MO, pelo y-humuleno nas cancer colorretal da viabilidade celular e inducdo
USA células HT29. humano: HT29. da inibi¢do do crescimento nas
células HT29; estimulagéo do
agrupamento DR4/DR5;
desencadear a morte celular
apoptatica nessas células,
possivelmente por ativar a
caspase-8 e a caspase-3).
o-humulene e Sigma-Aldrich, Investigar potencial e In vitro 1,56 a 100 pg/ml Insitu e Apresentaram citotoxicidade, el Hadri et
trans-carofileno  Madrid, Espanha  citotoxico dos compostos e Linhagens celulares: pela capacidade de inibirem o al. (2010)

presentes em Salvia
officinalis, em células
tumorais animais e
humanas.

— Adenocarcinoma
colorretal humano:

HCT-116

—Cancer de mama:

MCF-7)

crescimento das células
cancerosas:
—trans-cariofileno contra HCT-116
e RAW264.7 (maior atividade); e
—HUM contra celulares HCT-116,
MCF-7 e RAW?264.7
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a-humuleno Origem do Objetivo Modelo (s) de Dose/concentracéo V.a. Resultados e concluséo Referéncia
e/ou isdbmero (s) composto* experimentacéo/
geométrico (s) Espécie, cepa e/ou
linhagem celular
—Macréfagos murinos:
RAW?264
a-humulene e - Sigma-Aldrich Avaliar a atividade e |n vitro 100 pL/poco Insitu e O CAR pode estar envolvidos na  Loizzo etal.
cariofileno Chemical Co. citotoxica de Platycladus e Linhagens celulares: ~ (concentragGes finais citotoxicidade dos 6leos (2008)
orientalis, Prangos —Melanoma de até 100 pg/mL) essenciais, uma vez que, apos ser
asperula e Cupressus amelanético humano: testado quanto a citotoxicidade in
sempervirens ssp., 6leos C32) vitro em células tumorais
essenciais pyramidalis, e — Adenocarcinoma de humanas, diminuiu a viabilidade
identificar componentes células renais: dessas células em mais de 50%.
ativos envolvidos na ACHN.
inibicéo do crescimento
populacional de
linhagens celulares de
cancer humano.
a-humuleno e g-  Sigma - CO St. Avaliar citotoxicidade do e In vitro 0,2 -200 2 pg/ml? Insitu e« HUM e CAR apresentaram Silva et al.
cariofileno Louis, MO Oleo essencial de e Linhagens celulares: citotoxicidade significativa contra  (2008)
Casearia sylvestris e dos — Carcinoma cervical todas as células testadas.
sesquiterpenos contra humano
células tumorais. —Carcinoma pulmonar
humano: A-549
— Adenocarcinoma do
cdlon humano: HT-
29
e Vero (rim de
macaco)
a-humuleno, a- Sigma-Aldrich Descrever a composicdo e In vitro N.r. N.r. o Atividade antitumoral por Cole et al.
copaeno e S- quimica e a atividade e Linhagens celulares: possivel citotoxicidade em (2007)
cariofileno citotoxica do 6leo — Adenocarcinoma relacdo as células cancerigenas

essencial de folhas de
Eugenia zuchowskiae de
Monteverde, Costa Rica.

mamario: MCF-7 e
MDA-MB-468

— Melanoma maligno
humano: UACC-257.

(MCF-7), desencadeada pelos
principais componentes de E.
zuchowskiae (a-copaeno, CAR e
HUM).
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a-humuleno Origem do Objetivo Modelo (s) de Dose/concentracéo V.a. Resultados e concluséo Referéncia
e/ou isdbmero (s) composto* experimentacéo/
geométrico (s) Espécie, cepa e/ou
linhagem celular
a-humuleno, N.r Avaliar o efeito e In vitro Para a-humuleno, Insitu  eConcentracdes ndo citotoxicas do  Legault &
isocariofileno e potencializador do CAR e Linhagens isocariofileno: 16-64 CAR aumentaram Pichette
B-cariofileno na atividade anticancer celulares: pg/mL; para significativamente a (2007)
do HUM, isocariofilenoe — Adenocarcinomade S-cariofileno: 2.5 ou citotoxicidade do HUM,
paclitaxel contra as cancer de mama 10 pg/mL*? isocariofileno e paclitaxel
linhagens celulares humano: MCF-7 ¢ O efeito potenciador do CAR
tumorais humanas —Adenocarcinoma de pode ser devido, em parte, a
c6lon DLD-1: alteracdo da permeabilidade da
ATCC # CCL-221 membrana
—Fibroblastos eNo caso do paclitaxel, os
murinos L-929: resultados sugeriram que o CAR
ATCC # CCL-1. promove o acdmulo intracelular
desse agente.
o-humulenoe g-  Sigma-Aldrich- Investigar a atividade e In vitro 50 ou 200 uM Insitu e HUM apresentou citotoxicidade Legault et
cariofileno Fluka antitumoral do 6leo de e Linhagens contra todas as linhagens al. (2003)
abeto de balsamo e seus celulares: celulares testadas (possivelmente
constituintes. —Adenocarcinoma de age por acimulo de EROs a um
cancer de mama nivel citotdxico)
humano: MCF-7 e Ele é, ainda, significativamente
—Adenocarcinoma menos citotoxico contra
prostatico: PC-3 fibroblastos normais humanos do
—Carcinoma de que contra linhas de células
pulmdo: A-549 tumorais
—Adenocarcinoma de o Esses resultados sugerem que o
célon juntamente HUM é o constituinte
com fibroblastos: responsavel pela atividade
DLD-1e L-929 antitumoral do dleo de abeto de
balsamo.
R-cariofileno e a- Berje Chemical Relatar isolamento, e In vivo 20 mg V.0 CAR e HUM apresentaram Zheng;
humuleno Co. - identificacdo e e Camundongos A/J potencial acdo inibitoria da Kenney;
Bloomfield, NJ caracteristicas bioldgicas carcinogénese (possivelmente por  Lam (1992)

de compostos de Eugenia

caryophyllata

aumentarem a atividade da
enzima Glutationa S-transferase —
GST, no figado e na mucosa do
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a-humuleno
e/ou isdmero (s)
geométrico (s)

Origem do
composto*

Objetivo

Modelo (s) de
experimentacéo/
Espécie, cepa e/ou
linhagem celular

Dose/concentragdo

Resultados e conclusao

Referéncia

intestino delgado dos
camundongos).

*Conforme descrito pelo estudo encontrado
CAR- R-cariofileno, DOX- doxorrubicina, ERO- espécies reativas de oxigénio, HCC- Carcinoma hepatocelular, HUM- a-humuleno, i.p- intraperitoneal, N.r- Nao reportado, v.o-

via oral, VAL- valenceno.

Tabela 3 - Descricao dos estudos realizados com a-humuleno e/ou isbmero (s) geomeétrico (s) considerando a atividade anti-inflamatoria.

a-humuleno e/ou
isdbmero (s)
geométrico (s)

Origem do
composto*

Objetivo

Modelo (s) de
experimentacéo/
Espécie, cepa e/ou
linhagem celular

Dose/concentragdo V.a.

Resultados e conclusao

Referéncia

p-cariofileno

Flka

Investigar efeitos do
CAR contra leséo
hepética e inflamacéo
induzida pela ingestao
crbnica de alcool em
eXxcesso em
camundongos e se esses
efeitos foram mediados
por receptores CB..

eIn vivo 10 mg/kg
— Camundongos:
C57BL/6J
— Camundongos:
CB; -/-
—Controles do tipo
selvagem: CB;

V.0.

e Foi observada acéo hepatoprotetora
(atenuando a resposta pro-
inflamatoria mediada por células de
Kupffer, estresse oxidativo/nitrativo
mediado por neutrofilos/inflamag&o,
inflamacéo vascular e desregulacdo
metabolica hepética).

o Esses efeitos protetores podem
envolver, pelo menos em parte,
mecanismos mediados pelos
receptores CB.

Varga et al.
(2018)

p-cariofileno e
metil-f-
ciclodextrina

Avaliar a atividade anti-
inflamatoria e de
protec¢do gastrica do
complexo de inclusdo
formado por CAR e
MBCD.

+/+
e In vivo CAR: 50 mg/kg;
—Camundongos CAR/MBCD: 50
Swiss. mg/kg

V.0.

e As atividades anti-inflamatorias de
protecdo gastrica e antioxidante do
CAR foram confirmadas

¢ O complexag8o promoveu uma
melhoria das atividades anti-
inflamatéria, de protecdo géstrica e
antioxidante em relacdo ao CAR
puro (modelos de edema de pata, e
peritonite, induzido por carragenina;
e danos géstricos induzidos por
etanol)

Santos et al.
(2017)
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a-humuleno e/ou Origem do Obijetivo Modelo (s) de Dose/concentracdo V.a. Resultados e concluséo Referéncia
isdbmero (s) composto* experimentacéo/
geométrico (s) Espécie, cepa e/ou
linhagem celular
(E)-p-cariofileno Sigma-Aldrich  Pesquisar o possivel eln vivo 1,3 e 10 mg/kg i.p. ¢ O CAR atenuou a lesdo renal Horvath et
efeito terapéutico do —Camundongos: induzida por cisplatina (por diminuir  al. (2012)
(E)-p-cariofilenoemum  C57BI/6J inflamacéo, diminuindo infiltracdo
modelo de nefropatia —Camundongos de células inflamatérias e a resposta
induzida por cisplatina; knockout: pré-inflamatéria; além de atenuar o
bem como examinar o para CB; aumento do estresse oxidativo e
possivel envolvimento nitrativo) de maneira dependente do
dos receptores CB; nas receptor de CB,.
acoes do (E)-p-
cariofileno.
p-cariofileno Sigma-Aldrich  Investigar o efeito anti-  eInvivoenvitro e Invivo: V.0 «O CAR exibiu efeitos preventivose ~ Bento et al.
inflamatorio do CAR na e Camundongos —12,5,2550mg/kg  insitu terapéuticos na colite induzida por (2011)
colite induzida por DSS CD1. e In vitro: DSS em camundongos. Os
e analisar se esse efeito o infonodos —10 umol / L mecanismos foram associados a
foi mediado por CB2 e mesentéricos ativacao dos receptores CB2 e
PPARy. «Macrofagos PPARYy, levando a inibi¢do de
derivados da citocinas pro-inflamatorias (TNF-o,
medula 6ssea dos IL-1B, CXCL1/KCeIFN-y) e
camundongos. influxo celular inflamatorio. Todos
estes efeitos também se associaram
com a inibicdo de fatores nucleares.
o-humuleno e Sigma Aldrich  Avaliar os efeitos dos e In vivo HUM e trans- V.0 O HUM apresentou importante Bento et al.
trans-cariofileno - St. Louis, compostos em um o Camundongos: cariofileno: 50 aerossol  atividade anti-inflamatdria, com (2011)
MO, EUA modelo experimental de BALB/c mg/kg™!; potencial para o tratamento da asma e

inflamacd&o alérgica das
V.A.

HUM: 1 mg/mL™

doengas inflamatorias e alérgicas
relacionadas (possivelmente suas

acBes acorrem através de mecanismos

associados & modulacédo do equilibrio
Th1/Th2, diminuicdo da producéo de
muco, inibigdo dos niveis de IL-5,
CCL11e LTB 4 e expressdo da P-
selectina, provavelmente inibindo a
ativacdo de os fatores de transcricéo,
NF-xB e AP-1
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a-humuleno e/ou
isdbmero (s)
geométrico (s)

Origem do
composto*

Obijetivo

Modelo (s) de
experimentacéo/
Espécie, cepa e/ou
linhagem celular

Dose/concentracdo V.a.

Resultados e conclusao

Referéncia

«O tratamento com trans-cariofileno
ndo apresentou resultados
significativos.

E)-p-cariofileno

Fluka

Relatar a seletividade do
volatil generalizado (E)-
[-cariofileno ao receptor

CB2 e seu potencial
agonista funcional do
CB2

e In vitro e in vivo

e Linhagens
celulares:

o Celulas HL60
(positivas) que
expressam CB2
de leucemia
promielocitica
humana

e Clone HL60 do
receptor CB2
negativo

e Células CHO-K1
gue expressam
CB2 humanase.

e Animais:

—Camundongos do
tipo selvagens:
Cnr2/

—Ratos deficientes
no receptor CB2:
Cnr2/

5e 10 mg/kg

V.0.

eExibiu atividade anti-inflamatéria
que pode estar relacionada a acéo
agonista sobre CB;

eSua possivel atividade anti-
inflamatoria oral pode estar
relacionada a inibicdo da expressdo
de citocinas pro-inflamatdrias e
atenuacdo da fosforilacdo de Erk1/2 e
JNK1/2.

o A dose de 5 mg/kg reduziu
fortemente a resposta inflamatéria
induzida por carragenina em
camundongos do tipo selvagem, mas
ndo em camundongos sem receptores
CB..

Gertsch et
al. (2008)

o-humuleno e (-) -
trans- cariofileno

Isolados do
6leo essencial
de Cordia
verbenacea

Avaliar as propriedades
anti-inflamatorias orais

dos sesquiterpenos.

e In vivo

e Camundongos
Swiss

e Ratos Wistar.

5, 25,50 e 100

mg/kg

V.0.

¢ Os sesquiterpenos exibiram atividade
anti-inflamatoria oral pronunciada
(atividade provavelmente relacionada
a uma importante inibicéo da
ativacdo e/ou liberacdo de diferentes
mediadores inflamatorios, como
bradicinina, fator ativador de
plaquetas, histamina, IL-1p, TNFa e
PGE 2).

Fernandes et
al. (2007)
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a-humuleno e/ou Origem do Obijetivo Modelo (s) de Dose/concentracdo V.a. Resultados e concluséo Referéncia
isdbmero (s) composto* experimentacéo/
geométrico (s) Espécie, cepa e/ou
linhagem celular
¢ Os efeitos parecem estar associados a
sua capacidade de inibir a regulacéo
positiva das enzimas COX-2 e iNOS.
a-humuleno e Sigma Aldrich, Investigar os efeitos dos e In vivo 50 mg/kg* V.0. ¢ Os resultados sugeriram que HUM e Medeiros et
trans-cariofileno St. Louis, MO,  sesquiterpenos nas o Ratos Wistar. o trans-cariofileno podem prevenira  al. (2007)
EUA respostas inflamatérias inflamacdo induzida por LPS através
agudas desencadeadas da inibicdo de NF-xB.
pelo LPS. « A atividade do HUM pode estar
relacionada ao controle dos
receptores B1 de cininas e atividade
do trans-cariofileno ainda necessita
de estudos mais aprofundados.
o-humuleno e Isolado a partir  Verificar as atividades e In vivo 50 mg/kg V.0 e HUM e trans-cariofileno reduziram Passos et al.
trans-cariofileno do oleo anti-inflamatorias e e Camundongos significativamente o edema de pata, 0 (2007)
essencial de antialérgicas do 6leo Swiss que permitiu inferir que eles podem
Cordia essencial de C. o Ratos Wistar. ser 0s responsaveis pela acdo
verbenécea verbenacea e seus farmacoldgica da espécie C.

principios ativos.

verbenacea.

*Conforme descrito pelo estudo encontrado
CB2- receptor canabindide tipo 2, COX- cicloxigenase, DSS- dextrano sulfato de sédio, i.p.- intraperitoneal, IFN-y- interferon-gama, IL- interleucina, iNOS- 6xido nitrico sintase
induzivel, LPS- lipopolissacarideo, LTB- leucotrieno, MBCD- metil-g-ciclodextrina, N.r.- ndo reportado, NF-Kb- fator nuclear kappa B, PGE2- prostaglandina E2, PPARy-

receptores ativados por proliferadores de peroxissomos, TNF-a- fator de necrose tumoral, V.A- vias aéreas, v.0.- via oral.

Tabela 4 - Descricdo dos estudos realizados com a-humuleno e/ou isémero (s) geométrico (s) considerando a atividade antimicrobiana.

a-humuleno Origem do Objetivo Modelo (s) de Dose/concentragdo  V.a. Resultados e concluséo Referéncia
e/ou isbmero (s) composto* experimentacéao/
geométrico (s) Espécie, cepa e/ou
linhagem celular
S-cariofileno SFC BIO Co., Investigar s efeitos do e In vitro e in vivo e In vitro: Insitu e CAR apresentou atividade Woo HJ, Yang
Ltd p-cariofileno no e Linhagem bacteriana: ~ —7,81-4000 ug/mL  V.0. antimicrobiana significativa e JY, Lee MH, et
combate a —Cepas de H. pylori e In vivo: efeito protetor contra infeccdo al (2020)
Helicobacter pylori e Linhagem celular: —100 e 500 pg/g por H. pylori.
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a-humuleno Origem do Objetivo Modelo (s) de Dose/concentracdo  V.a. Resultados e concluséo Referéncia
e/ou isbmero (s) composto* experimentacédo/
geométrico (s) Espécie, cepa e/ou
linhagem celular
—Adenocarcinoma o Possivelmente 0 mecanismo de
gastrico. acdo esta ligado a capacidade de
e Animal: inibir a replicacdo bacteriana.
—Esquilo-da-Mongolia.
p-cariofileno e Fluka (Buchs, Avaliar a toxicidade e In vitro 1, 10,50 ¢ 100 uM In situ e CAR e (+)-valenceno Perestrelo et al.
(+)-valencene Switzerland) de terpenoides sobre e Linhagem bacteriana: apresentaram baixa toxicidade ~ (2019)
V. fischeri por ensaio - Vibrio fischeri (ATCC contra V. fischeri.
de inibicao da 49387). o Esse efeito pode estar
bioluminescéncia relacionado a baixa solubilidade
em éagua que limita a difusdo no
meio.
o A baixa sensibilidade de V.
fischeri ao efeito citotdxico dos
terpenos de hidrocarbonetos
pode ser explicado pelo fato de
que a membrana da camada
externa Gram-negativa é
composta, principalmente, por
moléculas de LPS, que formam
uma barreira de permeabilidade
hidrofilica, fornecendo protecao
contra os efeitos de compostos.
humuleno, a- Sigma—Aldrich  Avaliar a atividade e In vitro 2 uL/L - 1000 pL/L  Insitu a-copaeno e Cariofileno Xing et al.
copaeno e antiflngica de e Linhagem flingica: apresentaram atividade (2018)
Cariofileno volateis de —Peronophythora litchii antiftngica significativa (devido
Streptomyces a capacidade inibirem o

fimicarius (BWL-H1)

em Peronophythora
litchii Chen e
identificar os
componentes
eficazes.

crescimento micelial,
esporulacgdo, germinacdo de
esporangios e desenvolvimento
do tubo germinativo).

o O humuleno néo apresentou

resultados significativos
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a-humuleno Origem do Objetivo Modelo (s) de Dose/concentracdo  V.a. Resultados e concluséo Referéncia
e/ou isbmero (s) composto* experimentacédo/
geométrico (s) Espécie, cepa e/ou
linhagem celular
a-Humuleno, ChromaDex, Avaliar as eln vitro 0,08-10 mg/mL In situ e Os compostos testados Azizan et al.
trans-cariofileno  Irvine, CA, propriedades eLinhagens bacterianas: apresentaram atividade (2017)
egermacrenoD  EUA antibacterianas e o A.F. Gram-positivas antibacteriana mais significativa
definir os perfis orais: para as cepas Gram-negativas,
bioativos dos 6leos  —Enterococcus faecalis; em comparagdo com as Gram-
essenciais de —Streptococcus mutans; positivas.
Orthosiphon —S. mitis; e
stamineus e Ficus —S. salivarius.
deltoidea. oA. O. Gram-negativos:
—Aggregatibacter
actinomycetemcomitans
—Porphyromonas
gingivalis
—Fusobacterium
nucleatum.
trans-cariofileno  Sigma-Aldrich  Discutir os efeitos eIn vitro o Cl: Insitu e O trans-cariofileno mostrou Martinez-Diaz
EUA antiparasitarios do eLinhagens parasitarias: — 10mg/mL uma atividade antiparasitéria et al. (2015)
6leo essencial de —Cepas de Trypanosoma e Fracdes e significativa contra as duas
Artemisia absinthium,  cruzi compostos- T. linhagens testadas.
juntamente com a —Cepas de Trichomonas cruzi:
composicao quimica  vaginalis. —100,10e 1 pgmL
das fracOes ativas e e Fracoes e
testar citotoxicidade compostos- T.
seletiva. Vagina”s:
—500, 250, 100, 75,
37,5e18,75
pg/mL
trans-g- Sigma-Aldrich  Investigar a atividade e In vitro 50 pg/ml Insitu e Os resultados evidenciaram Soares et al.
cariofileno antileishmanial. e Linhagem parasitaria: atividade antileishmanial (2013)
e Promastigotas de significativa por parte do trans-
Leishmania p-cariofileno
amazonenses.
B-elemeno Instituto Avaliar atividades e In vitro 62.5 - 1000 pg/mL Insitu e Os resultados evidenciaram Zhu Jetal.
Nacional parao antimicrobianas dos atividade antimicrobiana, como  (2013)
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a-humuleno Origem do Objetivo Modelo (s) de Dose/concentracdo  V.a. Resultados e concluséo Referéncia
e/ou isbmero (s) composto* experimentacédo/
geométrico (s) Espécie, cepa e/ou
linhagem celular
Controle de trés Oleos essenciais e Linhagens bacterianas: p-elemeno apresentando efeitos
Produtos de Curcuma. —Propionibacterium inibitérios leves ou fracos
Farmacéuticos  wenyujin e dos seis acnes; e (Inhibition zone diameter entre
e Biologicos, principais compostos. — Staphylococcus aureus. 10 e 17 mm e MIC de 125
Pequim. e Linhagem de fungos: Hg/mL).
Shanghai —Malassezia furfur
Shunbo
Biotech Co.,
Ltd., Shanghai,
China
trans-cariofileno  Chemical Coe  Investigar a atividade eln vitro 60, 30,15e7,5 Insitu e O trans-cariofileno demonstrou  Carmo et al.
Fluka antileishmanial de eLinhagens parasitarias: pg/mL melhores resultados na (2012)
6leos essenciais —L. amazonenses atividade antileishmanial do que
de espécies de Piper e — L. guyanensis. 0 0Oleo essencial e 0 (-)
identificar os limoneno), contra formas
principais compostos promastigotas de L.
envolvidos. amazonenses.
a-humuleno N.r. Isolar, caracterizar e e In vitro N.r. N.r. e O HUM mostrou atividade Kanokmedhaku
investigar a e Linhagens bacterianas: antibacteriana significativa ;
bioatividade de —Mycobacterium apenas contra M. tuberculosis.  Kanokmedhaku
compostos das raizes  tuberculosis  N#o apresentou citotoxicidade  |; Lekphrom
de Polyalthia —Plasmodium falciparum quando avaliado em relagdo as  (2007)
cerasoides.

e Linhagens de células
cancerigenas:
—KB, BC1 e NCI-H187.

células cancerigenas.

*Conforme descrito pelo estudo encontrado
A F.- anaerdbios facultativos, A.O.- anaerdbios facultativos, CAR- g-cariofileno, HUM- a-humuleno, LPS- lipopolissacarideo, N.r.- ndo reportado, MIC - Minimum inhibitory
concentration.
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Tabela 5 - Descricdo dos estudos realizados com a-humuleno e/ou isémero (s) geométrico (s) considerando a investigacdo de outras

atividades farmacoldgicas

a-humuleno Origem do Objetivo Modelo (s) de Dose/concentracdo  V.a. Resultados e concluséo Referéncia
e/ou isbmero (s) composto* experimentacéao/
geométrico (s) Espécie, cepa e/ou
linhagem celular
p-cariofileno Sigma-Aldrich, Examinar o potencial e In vitro e in vivo 50mg/kg Topica e O CAR agiu melhorando a Koyama et al.
Co. St. Louis,  de cicatrizagéo e e Linhagens celulares: reepitelizacdo e proliferacéo (2019)
MO possivel —Fibroblastos e celular nos camundongos.
envolvimento do queratindcitos obtidos a o Receptores olfativos ndo estdo
sistema olfativo no partir de camundongos. envolvidos na cicatrizacio de
impacto. e Animais: feridas.
—Camundongos fémeas
C57BL/6J
p-cariofileno N.r. Investigar o efeito nas e In vivo 50 mg/kg Vv.0. ¢ CAR apresentou efeito protetor ~ Hammad et al.
funcoes e Animais: diante das alteracdes renais (2018)
hemodinémicas, —Ratos Wistar induzidas pela lesdo renal de
tubulares renais e nos isquemia-reperfuséo
marcadores de (possivelmente por atenuacéo
estresse oxidativo e significativa do aumento do
biomarcadores da nivel de MDA no rim)
inflamagao. « N#o afetou significativamente
o0s parametros funcionais da
hemodindmica ou tubular
renais.
p-cariofileno Sigma-Aldrich,  Avaliar o potencial e Invivo 40 mg/rato - N.r. e O CAR foi capaz de preservar o Poddighe et al.
St Louis, Mo, inibidor das e Animais: correspondente a metabolismo tecidual, (2018)
EUA alteragdes — Ratos Wistar 180 mg/kg impedindo os resultados da
moleculares BCCAO/R.
induzidas pela o Possivelmente o efeito esta
BCCAOIR. relacionado a caracteristica do

CAR de controlar o estresse
oxidativo, agindo de maneira
benéfica na ativagdo do SE e da
lipoperoxidacdo.
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a-humuleno Origem do Objetivo Modelo (s) de Dose/concentracdo  V.a. Resultados e concluséo Referéncia
e/ou isbmero (s) composto* experimentacédo/
geométrico (s) Espécie, cepa e/ou
linhagem celular
trans-cariofileno  N.r. Avaliar o potencial e Invivo 50 mg/kg V.0. e Os resultados evidenciaram o Campos et al.
imunomodulador o Animais: potencial do trans-cariofileno (2015)
sistémico contra a — Ratos Wistar na prevencéo da leucopenia.
leucopenia
secundéria.
a-humulenoe g~  N.r. Auvaliar o potencial e In vivo 30 mg/kg V.0 ¢ Os dois sesquiterpenos Lemos M et al.
cariofileno gastroprotetoradas e Animais: apresentaram significativa (2015)
folhas de Copaifera  —Camundongos Swiss. atividades gastroprotetora (no
langsdorffii e seus modelo de Ulcera induzida por
principais compostos. etanol/HCI).
p-cariofileno Sigma-Aldrich  Investigar a atividade e In vivo e in vivo eln vivo: ip.e ¢ O CAR apresentou atividade Calleja et al.
Quimica S.A. antioxidante, o efeito e Animais: —2, 20 e 200mg/kg in situ antioxidante (provavelmente (2013)
protetor na fibrose —Ratos Wistar e In vitro devido & sua atividade de
hepética e a e Linhagem celular: -lelOuM eliminacéo de radicais livres,
capacidade inibitoria _ Cglylas estreladas contra radicais hidroxila, anions
na ativacdo das HSC.  hepaticas CFSC-2G superéxido e peroxidos
lipidicos).
o Apresentou potencial de
prevencdo da fibrose hepética
(possivelmente ocorre pela
capacidade antioxidante).
trans-cariofileno  Sigma Investigar a atividade e In vivo e in vivo 0,0005-50 mM Insitu e O trans-cariofileno apresentou Pinho-da-Silva
Chemical antiespasmddicado e Animais: efeito antiespasmaodico no et al. (2012)
Company no musculo liso da —Ratos Wistar (Rattus musculo liso traqueal, sob a
tragueia. novergicus) hipotese de que ele provoca
relaxamento da musculatura lisa
traqueal a partir da inibicdo de
canais de Ca?* dependente da
voltagem.
a-humuleno e Chemical Examinar as e In vivo: 20, 40 e 80 mg/kg i.p. e Primeiro relatorio demonstrando  Tanaka et al.
p-cariofileno Industry Co., atividades o Animais: a atividade antialérgica do (1996)
Japan antialérgicas do —Ratos Sprague-Dawley HUM e CAR.
extrato aquoso de — Camundongos ddY

Zyumi-Haidoku-San-  — Camundongos BALB.
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a-humuleno Origem do Objetivo Modelo (s) de Dose/concentracdo  V.a. Resultados e concluséo Referéncia
e/ou isbmero (s) composto* experimentacédo/

geométrico (s) Espécie, cepa e/ou
linhagem celular

Ka-Rengyo (ZSR) e
seu principio ativo.

*Conforme descrito pelo estudo encontrado

BCCAO/R- oclusdo bilateral transitoria da artéria carétida seguida de reperfusdo, CAR- g-cariofileno, HSC- células estreladas hepaticas, i.p.- intraperitoneal, MDA- malondialdeido,
N.r.- ndo reportado, SE- sistema endocanabindide, v.o- via oral.

Tabela 6 — Descricdo do estudo realizado com a-humuleno e/ou isémero (s) geométrico (s) considerando a investigacdo do potencial toxico.

a-humuleno Origem do Objetivo Modelo (s) de Dose/concentragdo V.a. Resultados e conclusdo Referéncia
e/ou isdbmero composto* experimentacéo/
(s) geométrico Espécie, cepa e/ou
(s) linhagem celular
o-humuleno e Fluka Chemical, Awvaliar o efeito e In vivo: 12, 24 e 48 mg/kg v.ig—por e O e CAR ndo ocasiou sinais de LaVoie et al.
p-cariofileno Corp. toxico da fumagca — Ratos Fischer (344). instilacéo toxicidade nos pulmdes dos (1986)
Hauppauge, nos pulmdes de ratos.
NY, EUA ratos, desencadeado ¢ Evidéncias de hemorragias

pelos principais
constituintes do
cravo.

nos pulmdes foram
observadas em animais que
receberam o HUM (efeitos
téxicos pouco pronunciados,
se comparado ao eugenol que
provocou congestionamento
nos pulmdes dos ratos com
indicios de hemorragias
intersticiais).

*Conforme descrito pelo estudo encontrado
CAR- p-cariofileno, HUM- a-humuleno, v.ig. - Via intra-traqueal.
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Concluséao

A partir desta RS foi possivel evidenciar um crescente numero de pesquisas
experimentais com a-humuleno e isbmeros, uma vez que apresentam relevante potencial para
a elaboragdo de novos farmacos. Destacam-se como substancias com resultados significativos
contra 0 cancer, por possuirem expressiva acao antitumoral e citotoxicidade contra células
cancerigenas, sendo essa atividade a mais investigada.

Outras atividades promissoras para esse grupo de compostos foram antimicrobianas e
anti-inflamatorias. O a-humuleno e seus isdbmeros se mostraram eficazes contra uma ampla
quantidade de microorganismos, além de agirem como anti-inflamat6rios por ativacdo ou
inativacdo de muitos fatores envolvidos no processo inflamatorio.

Sobre as demais atividades investigadas, foi possivel observar que esses caracterizam-
se substancias com grande potencial gastroprotetor, cicatrizante, analgésico e antioxidante. E
importante ressaltar que muitas dessas atividades podem ter grande influéncia a partir de
processos inflamatorios. Logo, substancias com promissora atividade anti-inflamat6ria podem
ser elementos interessantes para estudos mais aprofundados nesse campo.

No entanto, ainda existe uma caréncia quanto a estudos que avaliem a seguranca da
administracao dessas substancias, uma vez que somente um trabalho que avaliou toxicidade foi
encontrado durante a pesquisa. Portanto, expressa-se a necessidade do desenvolvimento de
trabalhos nesta vertente.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS
3.1. Artigo2

DETERMINACAO DO EFEITO ANTIDEPRESSIVO-SIMILE DO a-HUMULENO
EM CAMUNDONGOS
1. Introdugéo

A depresséo é ocasionada devido a uma falta de capacidade do organismo de se adaptar
a eventos que o expbe a um extremo estresse [1, 2]. Ele é caracterizado como um disturbio
afetivo que predispdes o individuo a variagdes de humor, além de interferir na realizacéo de
atividades de vida diaria por relativa diminuicdo de energia [1, 3-6].

Os primeiros farmacos utilizados na terapia medicamentosa da depressao, 0S
antidepressivos triciclicos (ADT) e os inibidores da monoaminooxidase (IMAOSs), apresentam
a desvantagem de desenvolver intensos efeitos colaterais que ocorrem devido inespecificos
mecanismos de acdo. Para tanto, a fim de diminuir o desenvolvimento dos efeitos indesejaveis,
outros farmacos foram criados, estes por sua vez agem com uma maior seletividade, agindo
sobre receptores especificos, como os inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina [7].

No entanto, ainda extiste a necessidade de estudos que busquem descobrir compostos
com potencial contra depressdo, uma vez que a terapia farmacoldgica existente ainda apresenta
significativas desvantagens. Neste sentido, 0s terpenos, uma das principais classes de
compostos existentes nos 6leos esséncias de plantas, tem sido amplamente utilizado na indUstria
cosmética e alimenticia [8-10].

Os sesquiterpenos, terpenos compostos por 3 unidades isoprénicas, sdo apresentados em
estudos com potenciais atividades sobre o Sistema Nervoso Central (SNC). Como exemplo, 0
p-cariofileno demostrou potencial anticonvulsivante e neuroprotetor [11], o nerolidol foi
destacado com potencial atividade ansiolitica [12], e o bisabolol foi ressaltado em um trabalho
com significativa atividade ansiolitica e sedativa devido ao envolvimento com receptores de
GABA (&cido gama aminobutirico) [13].

Para tanto, o a-humuleno, principal sesquiterpeno encontrado no 6leo essencial de erva
baleeira (Cordia verbenacea) é classificado como responsavel por a atividade anti-inflamatoria
do oOleo [14, 15]. Além disto, apresentou significantes atividades em outros estudos como,
antinociceptiva, antimicrobiana, antioxidante e anticancerigena [15-19], porém, estudo que
investigassem sua atividade sobre o SNC ndo foram encontrados, especificamente sobre a

depressao.
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A respeito do aparecimento do quadro de depresséo, estudos tém sido realizados sob a
perspectiva de investigar a relacdo do estresse oxidativo com a origem da depressdo. Estes
trabalhos destacam que o transtorno depressivo pode surgir devido a vunerabilidade do SNC
aos danos ocasionados pelo estresse oxidativo [20, 21].

Nesta perspectiva, considerando que alguns sesquiterpenos sdo metabdlitos potenciais
para o tratamento de disturbios que acometem o SNC, além de serem potenciais antioxidantes;
e observando o possivel envolvimento do estresse oxidativo no desenvolvimento da depressao;
objetivou-se com este trabalho investigar o possivel efeito antidepressivo (simile) do a-

humuleno em camundongos.

2. Material e Métodos

2.1. Farmacos e Reagentes

Os farmacos e reagentes utilizados neste estudo foram os seguintes: a-humuleno, Tween
80, Acido tiobarbiturico, Acido tricloracético, Cloreto de potassio, Nitrito de s6dio (NaNO2),
Reagente de Griess modificado, Solucdo padrdo malonilaldeido e Tampao Tris HCI (Sigma-
Aldrich, EUA); imipramina, bupropiona e fluoxetina (Cristadlia Farma, Brasil); diazepam
(Unido Quimica, Brasil); Solucido Fisioldgica 0,9% (Farmace, Brasil); e a Agua destilada
(Laboratdrio de Biofisiofarmacologia da FMJ, Brasil).

2.2.  Animais

Para realizacdo dos protocolos experimentais foram usados camundongos Swiss (Mus
musculus) fémeas ou machos com trés meses de idade e peso variando entre 30 £ 5 g,
monitorados no Biotério Experimental da Universidade Regional do Cariri (URCA). Os
animais receberam agua e racdo (Purina®) ad libitum e foram mantidos sob condicdes
controladas de iluminacgéo (ciclo 12 h claro/escuro) e acondicionados a uma temperatura de 23
+ 2°C.

A presente pesquisa foi conduzida em estrita obediéncia com as normas e diretrizes
bioéticas vigentes para ensaios envolvendo seres vivos humanos (Resolugdo N° 196/1996 e
301/2000 do Conselho Nacional de Saude — CNS), animais ndo-humanos (Guide for the care
and use of laboratory animals, do NIH - National Institute of Health-EUA, 1996; Lei Federal

N° 11.794/2008; Principios Eticos da Experimentagdo Animal do Colégio Brasileiro de
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Experimentagdo Animal — COBEA); e integridade da fauna e flora (Lei Federal N° 9605/1998)
[22-25].

Todas as técnicas utilizadas foram estabelecidas de acordo com o decreto n°. 24.645 de
10 de julho de 1934 que assegura os direitos dos animais, estabelecendo medidas de protecéo
aos mesmos, e de acordo com a lei n °. 6.638 de 8 de maio de 1979, que normatiza as préaticas
didatico cientificas da vivissecdo de animais [26, 27]. A Lei 6.638 de 8 de maio de 1979 dispde
sobre a composicéo do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA),
estabelece as normas para o seu funcionamento e de sua Secretaria-Executiva, cria o Cadastro
das Instituicdes de Uso Cientifico de Animais — CIUCA, mediante a regulamentacdo da Lei
11.794, de 08 de outubro de 2008 (Lei Arouca), que dispde sobre procedimentos para 0 uso
cientifico de animais.

Portanto, o projeto foi submetido para avaliacdo da Comissdo de Experimentacédo e Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Regional do Cariri, sendo aprovado sob o parecer de
namero 00248/2018.2 (ANEXO A).

2.3.  Protocolos experimentais

A manipulacdo dos animais obedeceu aos principios éticos para a experimentacao
animal dispostos pelo COBEA [28]. Todos os testes comportamentais foram realizados sempre
no mesmo horéario (12:00 as 17:00 horas), em sala devidamente isolada com temperatura
constante (23 + 2° C) e iluminacdo de pouca intensidade (lampada vermelha de 90 15V), onde
0s animais foram previamente acondicionados (24h antes).

Para cada protocolo experimental, os animais foram divididos em grupos de 10 animais
e tratados, via oral (v.0.), com salina (solucdo fisioldgica 0,9%), droga padréo (controle positivo
—variando em funcdo do teste) e a-humuleno (com doses variando em funcéo do teste). Quanto
ao volume administrado, 0 mesmo nédo excedeu 0,1 mL/10 g de peso corporal e, a fim de manter
0 volume constante, as concentragcfes da solucéo foram ajustadas de acordo com a dose e peso
dos animais. As drogas foram diluidas em solucéo salina; o Tween 80 a 0,5% foi usado como
emulsificante para drogas insolUveis em agua. Os animais foram submetidos ao jejum de 4
horas antes da administragdo. Procedidos uma hora (para substancias administradas por v.0.) e
trinta minutos (para substancias administradas por via intraperitoneal — i.p.) apds cada

tratamento, os camundongos foram submetidos aos experimentos descritos a seguir.
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Ao final dos experimentos os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e
acondicionados em sacos plasticos sob refrigeracdo a -20° C, até que haja o recolhimento e

descarte pela empresa responsavel por materiais bioldgicos.

2.3.1. Estimativa da DLso e Screening Hipocratico

A toxicidade aguda do a-humuleno foi avaliada a partir da estimativa da DLso; que
serviu também para definir as doses que foram utilizadas nesta pesquisa (2,5, 5, e 10% do valor
da DLsg). Em conjunto com a DLs foi realizado o screening hipocratico com o objetivo de
definir o perfil farmacoldgico do extrato sobre os sistemas bioldgicos, em especial sobre o
Sistema Nervoso Central [29].

A avaliacdo da toxicidade aguda da administracdo oral do a-humuleno seguiu a diretriz
n.° 425 da OECD (Organization for Economic Cooperation and Development), publicada em
2008, para o teste de método de classe toxica aguda (Acute Oral Toxicity — Up-and-Down-
Procedure (UDP) da OECD) [30].

Os animais foram organizados em grupos contendo trés animais cada; os grupos foram
tratados via oral (v.0.) com o a-humuleno na dose 5.000 mg/Kg e salina 0,9% (0,1 mL/10g).
Apos o tratamento os animais foram observados em intervalos regulares apds a administracdo
(5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 minutos) e, a partir de entdo, diariamente, até o
décimo quarto dia. Todos os sinais de toxicidade, a época do seu aparecimento, intensidade,
duracdo e progressao dos mesmos foram registrados. Esses sinais consistiam em: agressividade,
contorcdo, coloracdo da urina, diametro da pupila, diarreia, erecdo da cauda, fasciculagdes,
grunhidos, aumento ou diminuicdo da miccdo, midriase, orelha (ciandtica, hiperemiada ou
palida), passividade, reacdo de fuga, sialorréia, tremor da cauda, lacrimejamento, e sudorese,
além de morte. Observacdes comportamentais sistematicas através do screening hipocréatico
também foram realizadas. As intensidades dos efeitos foram tabuladas conforme os seguintes
simbolos: A — Ausente; N — Normal; P — Presente; + - Baixa intensidade; ++ - Média
intensidade; +++ - Alta intensidade; T - Aumento e | - Diminuigéo. As alteragdes encontradas
na observacdo comportamental e exame clinico sistematico dos animais foram registrados em
protocolo impresso com a lista de sinais a serem investigados. Esta lista e a pesquisa de sinais

foram baseadas no modelo proposto por Malone [29].

2.3.2. Labirinto em Cruz Elevada (LCE)
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O LCE para camundongos [31] consiste em um aparelho formado por dois bragos
abertos (34,5 x 3,25 cm) e dois bragos fechados (34,5 x 3,25 cm), conectados entre si por uma
plataforma central (10 x 10 cm), formando uma cruz, a qual se encontra-se elevada a 72 cm do
solo.

Este modelo é bastante utilizado e validado do ponto de vista bioquimico, farmacoldgico
e comportamental, com o objetivo de verificar o possivel efeito ansiolitico de substancias. O
mesmo foi desenvolvido por Handley e Mithani [32], posteriormente modificado [33] e
adaptado para camundongos [34].

Para realizacdo deste teste, foram utilizados grupos (n=10) de camundongos que foram
pré-tratados com veiculo (salina + Tween 0,5%) v.o.; diazepam na dose de 1 mg/Kg (i.p.) como
droga padréo; e a-humuleno v.o. (125, 250 e 500 mg/kg). Apds 1 hora, para animais tratados
por v.o0.; e 30 minutos, para os tratados i.p., cada animal foi levado individualmente ao centro
do equipamento e observado por um periodo de cinco minutos. Durante esse tempo, 0 nimero
de entradas (NEBA e NEBF) e o tempo total de permanéncia (TPBA e TPBF) nos bragos aberto

e fechado foram registrados.

2.3.3. Campo Aberto (CA)

O CA caracteriza-se como um dos aparelhos que é mais utilizado para a avaliacdao do
efeito de drogas sobre a atividade locomotora. Este consiste em uma arena confeccionada de
vidro transparente e piso preto (30 x 30 x 15 cm), dividida em nove quadrantes iguais [35].

Desta forma, para realizacdo deste protocolo, grupos de animais (n=10) receberam
salina (solucdo fisioldgica 0,9% — 0,1 mL/10g + Tween 0,5%) v.o., diazepam (2 mg/kg) i.p.,
imipramina (30 mg/kg — antidepressivo triciclico inibidor da recaptacdo de noradrenalina e
serotonina) i.p., e 0 a-humuleno (nas doses 125, 250 e 500 mg/kg + Tween 0,5%) v.0. Apos 1
hora do tratamento (para 0s animais tratados por v.0.) e 30 minutos para os tratados i.p., cada
animal foi colocado no centro do campo aberto e observado por 5 minutos. Os parametros
comportamentais analisados foram: nimero de cruzamentos (NC — exploracdo horizontal,
contando os quadrantes cruzados pelo animal, quando este se encontrar com as quatro patas
dentro do mesmo quadrante), nimero de rearing (NR — exploracgéo vertical, postura na qual o
animal fica apoiado somente pelas patas traseiras), e nimero de grooming (NG — acéo de
autolimpeza).

Logo ap6s os mesmos animais foram imediatamente observados no teste do rota rod.
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2.3.4. Rotarod (RR)

Com arealizacdo do teste do RR é possivel avaliar o efeito do relaxamento muscular ou
perda da coordenacdo motora produzidas por drogas em animais [36]. Para esta avaliacdo, 0s
camundongos foram selecionados em uma sesséo de treino, 24 horas antes do experimento. Os
animais foram colocados com as quatro patas sobre uma barra de 2,5 cm de didmetro, elevada
a 25 cm do piso. Desta forma, os camundongos capazes de permanecer na barra giratoria (16
rpm) por 180 segundos foram selecionados como aptos a realizacdo do experimento.

Os animais selecionados foram tratados com salina (v.0.), imipramina (30 mg/kg) i.p.,
e 0 a-humuleno (125, 250 e 500 mg/kg) v.o.; ap6s 1 hora, para animais tratados por v.o. e 30
minutos para os tratados via i.p., 0s animais foram testados no aparelho; um grupo adicional
(diazepam 5 mg/kg, i.p.) foi o controle positivo deste teste. Os parametros registrados foram: o
namero de quedas (NQ) sofridas (sendo o limite maximo de 3 quedas para cada animal) e o
tempo de permanéncia (TP — em segundos) durante um minuto [37].

Logo ap6s os mesmos animais foram imediatamente observados no teste do Labirinto

em Cruz Elevada.

2.3.5. Teste do Nado Forgcado (TNF)

O teste do nado forcado foi realizado utilizando cilindros de acrilico transparente,
medindo 18 cm de altura e 14 cm de didmetro, com volume total de 2 L, contendo 1,5 L de dgua
a27°C.

Para este teste, os animais foram divididos em grupos (n=10) e receberam via oral salina
(solucdo fisiologica 0,9% — 0,1 mL/10g + Tween 0,5%), imipramina (30 mg/kg) i.p.,
bupropiona (20 mg/kg) i.p., fluoxetina (10 mg/kg) i.p., e 0 a-humuleno (nas doses 125, 250 e
500 mg/kg + Tween 0,5%) v.0. Ap6s o intervalo aproximado de 1 hora, para os animais tratados
via oral, e 30 minutos (para os tratados pela via i.p.); cada animal foi colocado para nadar
individualmente no cilindro por 5 minutos, tempo durante o qual foi observado a laténcia para
imobilidade (tempo em segundos que o animal precisou para ficar imovel) e o tempo de
imobilidade (em segundos), parametros utilizados para avaliar o efeito da droga neste teste
experimental [38].

2.3.6. Acinesia Induzida por Reserpina
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Este protocolo consistiu no tratamento prévio dos animais com a reserpina (10 mg/kg,
i.p.), 20 horas antes da administragdo das substancias [39]. Apds decorrido as primeiras 20
horas pds tratamento com a reserpina os animais foram divididos em grupos distintos (n=10),
onde cada um recebeu um tratamento diferente: salina (solucéo fisiolégica 0,9% — 0,1 mL/10 g
+ Tween 0,5%, v.0.), imipramina (30 mg/Kkg, i.p.), bupropiona (20 mg/kg, i.p.), fluoxetina (10
mg/kg, i.p.) e a-humuleno (nas doses 125, 250 e 500 mg/kg + Tween 0,5%, v.0.); um grupo
distinto, sem reserpina, recebeu apenas salina. Meia hora depois para os tratados i.p. e 1 hora
depois para os tratados por v.o., cada animal foi colocado no aparelho do campo aberto a fim
de avaliar a atividade locomotora (durante 5 minutos) a partir da observacdo do nimero de

cruzamentos.

2.3.7. Teste de Potencializacao

A fim de tracar um possivel mecanismo de acao para a atividade do tipo antidepressiva-
simile do a-humuleno, foi realizado o teste de potencializacdo. Neste protocolo, 0s animais
foram divididos em grupos independentes (n=10) que receberam salina (solucdo fisioldgica
0,9% 5 - 0,1 mL/10 g + Tween 0,5%, v.0.), imipramina (0,3 e 30 mg/kg, i.p), bupropiona (0,2
e 20 mg/kg, i.p.), fluoxetina (0,1 e 10 mg/kg, i.p), a-humuleno (1,25 e 125 mg/kg, v.0.) e grupos
com associac¢fes da menor dose do a-humuleno (1,25 mg/kg, v.0.) com as menores doses de
cada antidepressivo: imipramina (0,3 mg/kg, i.p.), bupropiona (0,2 mg/kg, i.p) e fluoxetina (0,1
mg/kg, i.p.). Apos 30 minutos, para os tratados i.p., e 1 hora para os tratados por v.o., cada

animal foi submetido ao TNF para avaliagdo do TI durante 5 minutos [38].

2.3.8. Participacdo da atividade antioxidante — Determinagdo da Concentragdo de

substancias reativas de acido tiobarbiturico (TBARS) e nitrito

Para caracterizacdo da participacdo atividade antioxidante na atividade antidepressiva
(simile) do a-humuleno, os animais foram divididos em trés grupos (n=10), de maneira que
dois grupos passariam pela situacdo de estresse (TNF), enquanto um seria o controle que ndo
sofreu influéncia do TNF. Para tanto, o primeiro grupo recebeu o tratamento com salina
(solucéo fisioldgica 0,9% — 0,1 mL/10 g + Tween 0,5%, v.0.), no entanto nao foi submetido ao
TNF; o segundo grupo recebeu o tratamento com salina (solucao fisiologica 0,9% — 0,1 mL/10
g + Tween 0,5%, v.0.) e o terceiro grupo recebeu o tratamento com a-humuleno (125 mg/kg +

Tween 0,5%, v.0.), estes dois Gltimos grupos foram submetidos ao TNF. Apés 1 h do
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tratamento, os animais do primeiro grupo foram eutanéasiados e, imediatamente, o encéfalo foi
removido e colocado sobre o gelo para retirada do hipocampo (HC) com auxilio de uma pinca
reta de microdissecacdo. Os dois grupos seguintes, apos 1 hora do tratamento foram submetidos
ao TNF durante 5 minutos e, logo apds, foram eutanasiados a fim de remover o encéfalo para
retirado do HC, também.

Em seguida homogenatos das areas cerebrais a 10% (p/v) foram preparados em solucéo
tampéo de cloreto de potassio (KCI) 1,15%. Para dosagem de TBARS, foram retirados 50 uL
do homogeneizado e colocados um tubo de ensaio, 0s quais foram misturados com 200 pL de
solugdo de 4cido tiobarbitarico a 0,6% e 200 pL de solugdo de acido tricloroacético a 10%. Em
seguida, esta mistura foi agitada e mantida por 15 min em banho-maria (temperatura entre 95-
100 °C). Decorrido este tempo, a solucdo foi resfriada em gelo (até atingir a temperatura
ambiente) e centrifugada a 4.000 rpm durante 5 min. Para medir a absorbancia, aliquotas de
100 pL foram retiradas, colocadas nos pogos de placas de Elisa (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay — Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica) e medidas com um comprimento de
onda de 540 nm. A concentracdo de MDA foi determinada a partir de uma curva padréo, sendo
0s resultados expressos em pmol de MDA/g de tecidos.

A partir da mensuragdo dos niveis de substancias reativas de &cido tiobarbitdrico
(TBARS), seguindo o método de Draper & Hadley [40], foi possivel quantificar o grau de
lipoperoxidacdo nas areas cerebrais. Inicialmente uma curva-padrdo de malonilaldeido (MDA)
foi realizada. Com base na solucdo padrdo de MDA (1 mg/mL) foi preparado 4mL (em
triplicata) de solugdes a 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL. O branco foi feito com agua destilada
(4 mL) e a cada tubo das solugdes de MDA foi acrescentado 4 mL de tampao Tris HCI 0,4M
(pH 8,9). Ainda, a cada tubo foi adicionado 0,1 mL de DTNB 0,01 M (acido 5,5-ditio-bis-2-
nitrobenzdico) e feita a leitura da absorbancia a 532 nm ap6s 1 min da adicdo do DTNB, e
determinada a equacdo da curva padrdo de MDA.

Apos a retirada do HC, foram preparados homogenatos das areas cerebrais a 10% (p/v)
em solucdo tampédo de cloreto de potassio (KCI) 1,15%. Para dosagem de Nitrito, 0
homogeneizado foi centrifugado a 4.000 rpm durante 10 min. Decorrido este tempo, foram
coletados 100 puL do sobrenadante, os quais foram acrescidos a 100 puL do reagente de Griess
modificado (0,04 g/mL) a temperatura ambiente por 10 min. Para medir a absorbancia, aliquotas

de 100 pL foram retiradas, colocadas nos pocos de placas de Elisa e medidas com um
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comprimento de onda de 570 nm. A concentracdo de nitrito foi determinada a partir de uma
curva padrao de NaNO2, sendo os resultados expressos em pmol/g de tecidos.

A fim de realizar a dosagem dos niveis de nitrito no HC, inicialmente foi realizada uma
curva padrdo da seguinte forma: uma solucdo mae (10 mM) foi preparada com 6,9 mg de nitrito
de sodio (NaNO2) e dissolvidos em 10 mL de agua destilada. Em seguida, foram feitas as
diluicbes em série, ficando em: 1 - 1.000 uM, 2 - 100 uM, 3 - 50 uM, 4 - 25 uM, 5 - 12,5 uM,
6-625uM,7-3,12uM e 8 - 1,56 uM. Apds esse processo, foi realizada uma equacao da reta

para o calculo das concentracdes [41].

2.4.  Anélise estatistica

Os dados que apresentaram uma distribuicdo paramétrica foram analisados pelo teste
ANOVA (analise de variancia) de uma via seguido pelo teste de comparacdes maltiplas de
Dunnett (post hoc). Os dados que ndo apresentaram uma distribuicdo paramétrica foram
analisados pelo teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn. Em
todos os testes estatisticos (paramétricos e ndo paramétricos) o nivel de significancia adotado
para rejeicdo da hipdtese de nulidade foi de 0,05 (5 %). Valores de prova (p) <0,05 foram

considerados significativos. Para todas as analises foi utilizado o software GraphPad Prism 6.0.

3. Resultados e Discussao

3.1.  Estimativa da DLso e Screening Hipocratico

A busca por plantas medicinais que possuam atividade farmacoldgica tem crescido
consideravelmente, com os avancos das ciéncias farmacéuticas e tecnologias de producéo de
farmacos. Em certos casos, 0 uso destes recursos é feito de maneira indiscriminada, justificada,
principalmente, pela crenca de que ndo fazem mal a salde por serem naturais, gerando uma
preocupacdo em torno do seu consumo, 0 que incentiva a realizagdo de estudos voltados a
avaliar a toxicidade, bem como o perfil farmacolédgico dessas substancias sobre os sistemas
bioldgicos, em especial sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) [42, 43]. Além de, a partir de
uma revisdo da literatura (dados ndo mostrados), ter sido evidenciado a caréncia de estudos que
investigassem o potencial toxico do composto a-humuleno, uma vez que apenas um trabalho
[44] foi encontrado.

Neste contexto, a toxicidade oral do a-humuleno foi avaliada por meio da estimativa da

DLso, e o perfil farmacolégico do composto sobre os sistemas biologicos, por meio do
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Screening Hipocratico proposto por Malone [29]. Os animais tratados com o a-humuleno, via
oral (v.0.), na dose de 5000 mg/kg nas primeiras quatros horas de avaliagdo, apds o tratamento,
ndo apresentaram alteracdes sugestivas de efeito depressor ou excitatério a nivel de SNC. Nos
demais dias de andlises (até o 14°), ndo houveram alterac6es significativas na massa corporal,
nem ocorréncia de mortes, tanto no grupo salina, quanto no da sustancia testada. A avaliacdo
macroscopica dos 6rgdos (cérebro, coracdo, pulmdes, figado, bagos e rins) ndo revelaram
nenhuma anormalidade. Podendo ser o a-humuleno considerado seguro para o uso oral, com

DLsg superior a 5000 mg/Kkg.

3.2.  Protocolos experimentais

3.2.1. Labirinto em Cruz Elevada

O teste de LCE € utilizado como protocolo inicial com a finalidade de identificar
possiveis substancias com atividade ansiolitica através da observacdo da movimentagao
exploratoria dos animais. Este experimento sugere, também, um possivel envolvimento da
neurotransmissdo GABAGérgica, especificamente a relacdo com o receptor GABAA [45, 46].

Segundo o protocolo, ao serem colocados no labirinto, os animais naturalmente tendem
a preferir os bracos fechados, pois de forma fisiologica quando expostos a situacdes
estressantes, sendo estas comparadas a um quadro de ansiedade, eles procuram locais fechados
que lhe conferem seguranca [33]; e substancias consideradas ansioliticas aumentam a
preferéncia dos animais pelos bracos abertos, aumentando o nimero de entrada neles, assim
como o tempo de permanéncia nestes; em contrapartida, substancias ansiogénicas diminuem o
namero de entrada nesses bracos [46, 47].

Apos realizacdo deste protocolo, os resultados mostraram que ndo houve alteraces
estatisticamente significativas nos parametros observados (nimero de entrada nos bracos
abertos, tempo de permanéncia nos bragos abertos, nimero de entrada nos bracos fechados e
tempo de permanéncia nos bragos fechados) para os animais tratados com o a-humuleno nas
doses de 125 mg/Kg, 250 mg/Kg e 500 mg/Kg quando comparados ao controle (figuras 1A a
1D). Ja o grupo tratado com diazepam 1 mg/Kg apresentou a atividade ansiolitica, aumentando
0 NEBA em 128,57%, assim como o tempo de permanéncia nele em 126,61%, em comparagao

ao grupo salina (figuras 1A e 1B) (Tabelas 1 e 2).
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Figura 1. Efeito do a-humuleno sobre os parametros comportamentais dos camundongos no

teste do labirinto em cruz elevado.

Os valores de (A) e (C) sdo expressos em mediana, minimo e méximo. Os valores de (B) e (D) séo expressos em
média + E.P.M. (erro padrdo da média). Todos os grupos tiveram um n = 10 animais. Os dados de (A) e (C) foram
analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo teste de compara¢Ges multiplas de Dunn. Os
dados de (B) e (D) foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (andlise de variancia) de uma via seguido
pelo teste de comparagdes multiplas de Dunnett. Em todos os testes estatisticos, paramétricos e ndo paramétricos,
o nivel de significancia adotado para rejeigdo da hip6tese de nulidade foi de 0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram
considerados significativos. * = p <0,05, ™ = p <0,0001, ™™ = p <0,0001, CL = Controle (salina - solucdo
fisiologica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), DZP1 = Diazepam (1 mg/kg, i.p.).

Como observado, 0 a-humuleno n&do apresentou resultados estatisticamente
significativos que o atribuissem uma atividade do tipo ansiolitica-simile. Alguns estudos
envolvendo compostos pertencentes a mesma classe do a-humuleno evidenciaram que essas
substancias apresentavam potencial para tal atividade contra os transtornos de ansiedade; a
exemplo pode-se destacar o (—)-a-bisabolol, o nerolidol, o bilobalide e o g-cariofileno, todos
administrando por via intraperitoneal [48-52].

E importante ressaltar que a via de administracio se caracteriza como influenciador
direto para obtencdo da acéo da substancia, comprometendo tanto o tempo de absorcéo quanto
sua biodisponibilidade [53]. Um estudo realizado por Chaves e colaboradores [15], com o
objetivo de avaliar a biodisponibilidade do sesquiterpeno alfa-humuleno apés sua

administracdo oral, mostrou que este apresentava seu pico de a¢do aos 15 minutos apos
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administracdo, com concentracdo plasmatica quase que indetectdvel ap6s 12 horas.
Evidenciando uma meia vida muito curta de 16,8 minutos e biodisponibilidade de apenas 18%.
Este fator pode justificar a auséncia da atividade ansiolitica-simile para substancia
utilizada em nosso estudo, visto que a administracdo aconteceu por via oral. E comparando com
0S outros compostos discutidos anteriormente, os quais tiveram sua administragdo por via
intraperitoneal, subtende-se que eles ndo sofreram acdo do mecanismo de primeira passagem,
podendo isto, ter aumentado sua biodisponibilidade, bem como seu potencial efeito [48-54].

Tabela 1. Efeito do a-humuleno sobre o NEBA e NEBF no teste do LCE.
(Coluna estatistica - Apéndices 1 e 5; Analyze — Apéndices: 2 e 6).

GRUPOS (n=10) Valores expressosem: NEBA NEBF

Mediana 45 10

CL Minimo 3 2
Maximo 7 13
Mediana 11 9,5

DZP1 Minimo 7 3
Maximo 15 13
Mediana 8,5 8,5

a-HUM 125 Minimo 3 5
Maximo 12 11

Mediana 5 9,5

a-HUM 250 Minimo 3 6
Maximo 9 13
Mediana 7 10,5

a-HUM 500 Minimo 2 7
Maximo 10 13

Os valores do NEBA e NEBF sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Todos 0s grupos tiveram um n = 10
animais. Os dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagdes
multiplas de Dunn. Em todos os testes estatisticos, paramétricos e ndo paramétricos, o nivel de significancia
adotado para rejeicdo da hipétese de nulidade foi de 0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram considerados
significativos. * = p <0,05, ™ = p <0,0001, ™" = p <0,0001, CL = Controle (salina - solugéo fisiolégica 0,9%; 0,1
mL/10 g, v.0.), DZP1 = Diazepam (1 mg/kg, i.p.).

Tabela 2. Efeito do a-humuleno sobre o sobre o TPBA e TPBF no teste do LCE.
(Coluna estatistica - Apéndices 3 e 7; Analyze — Apéndices: 4 e 8).

GRUPOS (n=10)  TPBA TPBF
CcL 56+56 129,3+12,6
DZP1 1269+ 11,4 87,181

a-HUM 125 80,4+10,6 1052+91
a-HUM 250 70,1+78 144 +75
a-HUM 500 70,8+10,6 149,3+10,6
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Os valores do TPBA e TPBF sdo expressos em média + E.P.M. (erro padrdo da média). Todos 0s grupos tiveram
um n = 10 animais. Os dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (analise de variancia) de uma via
seguido pelo teste de comparagGes mdltiplas de Dunnett. Em todos os testes estatisticos, paramétricos e nao
paramétricos, o nivel de significancia adotado para rejeicao da hipotese de nulidade foi de 0,05 (5%). Valores de
p <0,05 foram considerados significativos. * = p <0,05, ™ = p <0,0001, ™™ = p <0,0001, CL = Controle (salina -
solucéo fisioldgica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), DZP1 = Diazepam (1 mg/kg, i.p.).

3.2.2. Campo Aberto

O protocolo do CA caracteriza-se por um experimento que tem por objetivo observar o
comportamento exploratério do animal [35, 47]. Foi proposto inicialmente por Hall em 1934
[55] sob a perspectiva de avaliar padrdes emocionais de animais (em grande maioria roedores)
frente a uma situacéo de exposicdo a um ambiente desconhecido sem que haja possibilidade de
fuga [56, 57].

Consiste em um método de facil aplicacdo, utilizado frequentemente com a perspectiva
de realizar uma triagem de substancias para atividades sobre o SNC, pois possibilita uma visdo
geral dos possiveis efeitos farmacoldgicos desta. Pode também ser empregado, em menor
quantidade, para investigar potencial atividade ansiolitica de alguns produtos [57, 58].

Durante a realizacdo do experimento, além da atividade locomotora que € avaliada por
meio do parametro numero de cruzamentos (NC); também sdo observados o0 nimero de rearing
(NR), mecanismo de se levantar do animal que demostra a capacidade exploratéria; e 0 nimero
do de grooming (NG), ou autolimpeza. Este ultimo pode auxiliar na determinacdo de respostas
depressoras ou excitatorias, podendo sugerir substancias do tipo ansioliticas ou sedativas [57,
59, 60].

Apdbs administracdo oral das substancias utilizadas no experimento (Salina, a-
humuleno, diazepam 2 mg/kg e imipramina 30 mg/kg), ao avaliar o NC (figura 2), foi possivel
observar que as doses de 125 e 250 mg/kg da substancia teste ndo apresentaram alteracdes
estatisticamente significativas na locomocdo do animal quando comparado ao controle salina.
Ja a dose de 500 mg/kg diminuiu em 30,92% o NC quando comparado ao controle. O diazepam

2 mg/kg, agiu diminuindo em 52,76% o NC, quando comparado ao controle salina (Tabela 3).
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Figura 2. Efeito do a-humuleno sobre o NC no teste do Campo Aberto.
Os valores sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Todos os grupos tiveram um n = 10 animais. Os dados
foram analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagdes maltiplas de Dunn..
O nivel de significancia adotado para rejeicdo da hipdtese de nulidade foi de 0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram
considerados significativos quando comparados ao grupo controle salina, * = p <0,05, ™ = p <0,0001. CL =
Controle (salina - solugéo fisioldgica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), DZP 2 = Diazepam 2 mg/kg (i.p.), IMIP 30 =
imipramina 30 mg/kg (i.p.).

Se tratando do NR (figura 3) os resultados mostraram que ndo houve alteracdes
estatisticamente significativas para determinar se 0 a-humuleno é caracterizado como uma
substancia estimulante ou sedativa no protocolo do CA com administragdo por via oral, quando
comparado ao controle salina, nas doses de 125 mg/kg e 250 mg/kg. No entanto a dose maior
da substancia teste, 500 mg/kg, apresentou uma diminuicdo de 58% desse parametro, em
compara¢do ao controle salina, semelhante ao que ocorreu a variavel NC, mostrando que 0 a-
humuleno pode apresentar caracteristicas sedativas a maneira que a dose aumenta. Quanto ao
diazepam 2 mg/kg, ele reduzindo em 97% o NR, e a imipramina diminuiu este parametro em
96%, quando comparado ao controle.
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Figura 3. Efeito do a-humuleno sobre o NR no teste do Campo Aberto.
Os valores sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Todos os grupos tiveram um n = 10 animais. Os dados
foram analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo teste de compara¢des multiplas de Dunn..
O nivel de significancia adotado para rejeicao da hip6tese de nulidade foi de 0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram
considerados significativos quando comparados ao grupo controle salina, * = p <0,05, ™" = p <0,0001. CL =
Controle (salina - solucdo fisiolégica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), DZP2 = Diazepam 2 mg/kg (i.p.), IMIP 30 =
imipramina 30 mg/kg (i.p.).

Sobre o NG (figura 4), foi possivel observar que o a-humuleno em todas as doses
testadas (125, 250 e 500 mg/kg) ndo apresentou resultados estatisticamente significativos
quando comparados ao controle salina. Os grupos diazepam 2 mg/kg e imipramina 30 mg/kg
reduziram esse comportamento em 62,16% e 56,76%, respectivamente, em relacdo ao grupo
salina.

Nimero de grooming
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Figura 4. Efeito do a-humuleno sobre o NG no teste do Campo Aberto.
Os valores sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Todos 0s grupos tiveram um n = 10 animais. Os dados
foram analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo teste de compara¢des multiplas de Dunn..
O nivel de significancia adotado para rejei¢do da hip6tese de nulidade foi de 0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram
considerados significativos quando comparados ao grupo controle salina, = p <0,05, ™ = p<0,001, ™ = p <0,0001
. CL = Controle (salina - solugéo fisioldgica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), DZP2 = Diazepam 2 mg/kg (i.p.), IMIP 30
= imipramina 30 mg/kg (i.p.).

Substancias estimulantes tendem a aumentar a locomog¢édo geral (NC), bem como a
exploragdo vertical (NR), e substancias sedativas agem diminuindo estas caracteristicas.
AlteracOes dos trés parametros avaliados (NC; NR e NG) podem sugerir se a substancia
pesquisada tende a ser excitatdria ou sedativa [57, 61].

Como observado, o0 a-humuleno néo foi capaz de produzir alteragdes comportamentais
que sugerissem ele como uma substancia com potencial ansiolitico-simile ou sedativo nas doses

de 125 e 250 mg/kg. No entanto, ao avaliar o niUmero de cruzamento e de rearing dos animais
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tratados com a maior dose (500 mg/kg) destaca-se a possibilidade de que a medida que a dose
aumenta, o a-humuleno pode apresentar caracteristicas do tipo sedativa.

Outras substancias pertencentes a mesma classe do a-humuleno (sesquiterpenos),
quando estudados no teste do CA apresentaram as mais diversas atividades, desde substancias
com caracteristicas depressoras [52], até aquelas que agiam como ansioliticas [48-51]. Bahi e
colaboradores [48], ainda destaca que ao trabalhar com o pg-cariofileno, este apresentou
potencial ansiolitico, no entanto sem alterar a atividade locomotora dos animais. No presente
estudo, apesar de ndo ser apresentada atividade to tipo ansiolitica-simile, o composto a-
humuleno agiu de maneira semelhante ao S-cariofileno, ndo provocando, também, alteracoes
comportamentais, em suas menores doses (125 e 250 mg/kg), nos animais.

Tabela 3. Efeito do a-humuleno sobre o NC, NR e NG no teste do Campo Aberto.
(Coluna estatistica - Apéndices 9, 11 e 13; Analyze — Apéndices: 10, 12 e 14).

GRUPOS (n=10) Valoresexpressosem: NC NR NG

Mediana 835 10 4

CL Minimo 68 5 2
Maximo 92 16 5

Mediana 39 0 1

DZP2 Minimo 27 O 1
Maximo 52 1 3

Mediana 69 0 15

IMIP30 Minimo 41 0 1
Maximo 77 1 3

Mediana 56,5 5 4

a-HUM 125 Minimo 39 1 2
Maximo 99 9 6

Mediana 84 65 25

a-HUM 250 Minimo 72 5 1
Maximo 117 12 5

Mediana 585 4 25

a-HUM 500 Minimo 45 0 2
Maximo 63 8 4

Os valores sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Todos os grupos tiveram um n = 10 animais. Os dados
foram analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn..
O nivel de significancia adotado para rejeicdo da hip6tese de nulidade foi de 0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram
considerados significativos quando comparados ao grupo controle salina, * = p <0,05, ™ = p<0,001, ™" = p <0,0001
. CL = Controle (salina - solugao fisioldgica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), DZP2 = Diazepam 2 mg/kg (i.p.), IMIP 30
= imipramina 30 mg/kg (i.p.).

Esta caracteristica é importante do ponto de vista deste composto ter apresentado
potencial antidepressivo-simile no TNF (dados mostrados posteriormente). Uma vez que,

observando o comportamento dos farmacos utilizados como controles positivos (diazepam e
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imipramina), principalmente a imipramina 30 mg/kg, ressalta-se que a resposta dessa substancia
reduzindo os parametros observados no CA é devido a suas propriedades farmacologicas; mais
especificamente a sua ligacdo aos receptores histaminérgicos do tipo 1 de modo a bloqueé-los,
causando sedacdo, caracteristica de seus efeitos colaterais [62]. E para tanto, 0 a-humuleno, por
ndo alterar a capacidade locomotora e exploratorio do animal nas doses de 125 e 250 mg/kg,
apresenta-se como substancia importante sob a Optica da busca por novas alternativas, que

apresentem menos efeitos colaterais, contra a depresséo.

3.2.3. Rota Rod

O teste rota rod é amplamente utilizado para avaliar a coordenacdo motora, efeito
miorrelaxante ou equilibrio dos animais submetidos a um tratamento. Nas fases iniciais dos
estudos pré-clinicos ele é bastante difundido com a finalidade de identificar possiveis efeitos
adversos motores das substancias testadas nos experimentos [36, 62-67].

Os resultados do nosso experimento (figura 5) mostraram que 0 a-humuleno, em duas
doses testadas no experimento do RR (125, 250 mg/kg), ndo produziram alteracdes
estatisticamente significativas nos dois parametros observados (Tempo de permanéncia - Figura
5A; e nimero de quedas - Figura 5B), quando comparado ao grupo controle tratado com salina.
A dose de 500 mg/kg da substancia teste, no parametro do tempo de permanéncia, apresentou
diminuicdo desse parametro (3,33%) quando comparado ao grupo salina, mas nao apresentou

resultados estatisticamente significantes para o nimero de quedas (Tabelas 4 e 5).
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Figura. 5. Efeito do a-humuleno sobre no teste do Rota rod.
Os valores do tempo de permanéncia (T1) (7A) sdo expressos em média + E.P.M. (erro padrdo da média). Os
valores do nimero de quedas (NQ) (7B) sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Todos 0s grupos tiveram
um n = 10 animais. Os dados de (NQ) foram analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo
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teste de comparagdes multiplas de Dunn. Os dados de (TP) foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA
(andlise de variancia) de uma via pelo teste de comparag8es multiplas de Dunnett. O nivel de significancia adotado
para rejeicdo da hipotese de nulidade foi de 0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram considerados significativos
guando comparados ao grupo controle salina. CL = Controle (salina - solugdo fisioldgica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.),
DZP 5 = Diazepam 5 mg/kg (i.p.), IMP30 = Imipramina 30 mg/kg.

Tabela 4. Efeito do a-humuleno sobre o sobre o NQ no teste do Rota rod.
(Coluna estatistica - Apéndice 15; Analyze — Apéndices: 16).

GRUPOS (n=10) Valores expressosem: NQ

Mediana
CL Minimo
Méaximo
Mediana
DZP5 Minimo
Méaximo
Mediana
IMIP30 Minimo
Méaximo
Mediana
a-HUM 125 Minimo
Maximo
Mediana
a-HUM 250 Minimo
Méaximo

Mediana 0,5

a-HUM 500 Minimo 0

Méaximo 1
Os valores do numero de quedas (NQ) (7B) sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Todos 0s grupos
tiveram um n = 10 animais. Os dados de (NQ) foram analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido
pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn. O nivel de significancia adotado para rejeicdo da hip6tese de
nulidade foi de 0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram considerados significativos quando comparados ao grupo

controle salina. CL = Controle (salina - solug&o fisiol6gica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), DZP 5 = Diazepam 5 mg/kg
(i.p.), IMP30 = Imipramina 30 mg/kg.
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Tabela 5. Efeito do a-humuleno sobre o sobre o TPBG no teste do Rota.
(Coluna estatistica - Apéndice 17; Analyze — Apéndice: 18).

GRUPOS (n=10) TPBG

CL 600
DZP5 50,7+19
IMIP30 60

a-HUM 125 59,8 +0,2

a-HUM 250 60+0

a-HUM 500 58 +0,8
Os valores do tempo de permanéncia (T1) (7A) sdo expressos em média + E.P.M. (erro padrao da média). Os dados
de (TP) foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (analise de varidncia) de uma via pelo teste de
comparacBes multiplas de Dunnett. O nivel de significancia adotado para rejeicdo da hip6tese de nulidade foi de
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0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram considerados significativos quando comparados ao grupo controle salina. CL
= Controle (salina - solugdo fisiolégica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), DZP 5 = Diazepam 5 mg/kg (i.p.), IMP30 =
Imipramina 30 mg/kg.

Na literatura, ndo foram encontrados estudos que justificassem os resultados expressos
nesse teste. No entanto, os dados obtidos a partir deste protocolo nos levam a crer que 0 a-
humuleno ndo compromete a funcdo motora do animal. Relacionado a alteracdo apresentada
por sua maior dose (500 mg/kg), esta pode ser decorrente do possivel efeito sedativo
evidenciado no CA, visto que no momento que a dose aumentou 0s animais demostravam
caracteristicas de sedacao.

Estes dados, para tanto, em conjunto com os obtidos a partir do campo aberto trouxeram
seguranca para realizacdo do protocolo do nado forgcado, pois considerando que este teste
baseia-se eu uma resposta motora do animal (mecanismo de natacdo), substancias que
comprometem esta funcdo podem estar agindo mascarando os resultados, assim como

compostos estimulantes podem sugerir resultados falso-positivos [68, 69].

3.2.4. Teste do Nado Forcado

A depressdo € considerada um transtorno de grande prevaléncia em todo mundo. Néao
se trata apenas de uma denominacgdo para o sentimento de tristeza, conforme, erroneamente,
costuma ser utilizado. Ela vai muito além de simples flutuacdes corriqueiras de humor, bem
como de respostas emocionais a fatores e momentos estressantes de curta duracdo; sendo
definida como um desarranjo mental marcado por uma tristeza que ndo € passageira e que pode
levar a incapacidades. A OMS estima que mais de 300 milhdes de pessoas ho mundo sofrem
com este grave problema de salde [70-73].

Os modelos animais sdo amplamente utilizados na area da psiquiatria tanto para
pesquisas pré-clinicas, na busca de tratamentos alternativos na area da psicofarmacologia,
guanto para pesquisas clinicas; mostrando-se de grande importancia tendo em vista a
possibilidade de uma melhor compreensdo dos transtornos psiquiatricos [74-77].

Esses modelos objetivam mimetizar quadros psicopatoldgicos e a partir disto aumentar
0 entendimento sobre a fisiopatologia dos transtornos mentais, bem como o desenvolvimento
de novos caminhos para o tratamento destes problemas de saide. No entanto, os receios
existentes quanto sua aplicabilidade e eficacia frente a doencas em seres humanos, ainda é
bastante frequente, pois 0 desenvolvimento de um modelo que simule completamente um

quadro especifico ainda nédo é possivel, principalmente quando se trata de transtornos como
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manifestacOes tdo subjetivas. No entanto, vale ressaltar que eles apresentam validade cientifica,
uma vez que os perfis de resposta terapéutica desses seres vivos possuem semelhangas com o
humano [77, 78].

Dessa forma, os protocolos experimentais para depressdo com animais, compreendem
processos agudos ou cronicos aos quais 0s animais sdo expostos, a fim de ocasionar a
sintomatologia do transtorno. O mais utilizado, teste do nado forcado, permite identificar a
atividade dos antidepressivos triciclicos e certa eficAcia, mesmo, ainda, necessitando de
aperfeicoamento para identificacdo dos antidepressivos inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina [76, 77, 79].

Ele foi descrito inicialmente por Porsolt, LePichon e Jalfre [79], e consiste na
observacao de ratos ou camundongos em cilindros transparentes, preenchido com agua, que ndo
permitem a fuga destes animais. Durante o experimento, apds um periodo de tentativa de fuga,
0s animais tendem a ficar imdveis; comportamento retratado como desamparo aprendido, pois
sugere-se que o animal literalmente aprenda que nenhum comportamento que ele expresse ird
alterar ou controlar as mudancas no ambiente [80, 81]. No geral, os antidepressivos tendem a
aumentar o tempo de tentativa de fuga, ou nado, desses animais, diminuindo o tempo de
imobilidade; sendo assim, substancias que possuam esta atividade podem insinuar uma possivel
atividade antidepressiva [79, 82].

A figura 6 mostra o efeito das diferentes doses do a-humuleno no teste do Nado Forgado
guanto a laténcia para a imobilidade (LPI). A analise estatistica mostrou que nas doses de 125,
250 e 500 mg/kg o a-humuleno demonstrou um aumento estatisticamente significativo da LPI
em 264,86%, 317,91% e 229,05%, respectivamente, quando comparado ao controle salina.
Quando observado o efeito do a-humuleno sobre o pardmetro de tempo de imobilidade (TI) do
animal (figura 7), os resultados evidenciaram valores, também, estatisticamente significativos,
visto que 0 a-humuleno em todas as suas doses (125, 250 e 500 mg/kg) apresentou uma reducéo
de 67,99%, 65,72% e 60,48%, respectivamente, demostrando um possivel efeito
antidepressivo-simile. O tratamento com a imipramina (30 mg/kg) foi eficaz, tanto na LPI como
no TI, pois aumentou a LPIl em 523,65%, e reduziu em 90,72% o Tl do animal durante o

experimento, quando comparado com os animais tratados com o controle salina (Tabela 6).
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Figura 6. Efeito do a-humuleno em camundongos submetidos ao teste do nado forgado.
Os valores sdo expressos em media £ E.P.M. (erro padrdo da média). Todos os grupos tiveram um n = 10 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (anélise de variancia) de uma via pelo teste de
comparac@es multiplas de Dunnett. O nivel de significancia adotado para rejeicéo da hipotese de nulidade foi de
0,05 (5%). Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. **** = p <0,0001, CL = Controle (salina -
solugdo fisioldgica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), IMIP 30 = Imipramina 30 mg/kg (i.p.).

200 ™

Kk kk

Tempo de imobilidade (s)

ko

CL IMIP 30 125 250 500

&-humuleno mg/kg

Figura 7. Efeito do a-humuleno em camundongos submetidos ao teste do nado forgado.
Os valores séo expressos em média + E.P.M. (erro padrdo da média). Todos os grupos tiveram um n = 10 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (analise de variancia) de uma via pelo teste de
comparacg@es multiplas de Dunnett. O nivel de significancia adotado para rejeicdo da hipdtese de nulidade foi de
0,05 (5%). Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. **** = p <0,0001, CL = Controle (salina -
solugdo fisioldgica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), IMIP 30 = Imipramina 30 mg/kg (i.p.).
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Tabela 6. Efeito do a-humuleno sobre o sobre a LPI e Tl no TNF.
(Coluna estatistica - Apéndices 19 e 21; Analyze — Apéndices: 20 e 22).

GRUPOS (n=10)  LPI TI
CL 296+33 1584 7,1
IMIP30 155+ 7,5 14,7 +4,2

a-HUM 125 784+48 50,7+35

a-HUM 250 941+7,3 543x5/1

a-HUM 500 678+23 626+5]1
Os valores sdo expressos em média £ E.P.M. (erro padrdo da média). Todos os grupos tiveram um n = 10 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (andlise de variancia) de uma via pelo teste de
comparacBes multiplas de Dunnett. O nivel de significancia adotado para rejeicdo da hipotese de nulidade foi de
0,05 (5%). Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. **** = p <0,0001, CL = Controle (salina -
solugdo fisioldgica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), IMIP 30 = Imipramina 30 mg/kg (i.p.).

O composto a-humuleno, utilizado no presente estudo, caracteriza-se como um
terpenoide da classe dos sesquiterpenos, por possuir trés unidades de isopreno, com formula
molecular CisH24 [15, 83, 84]. Os compostos terpénicos, ou terpenoides, sdo constituintes
quimicos importantes de diversos produtos naturais por possuirem significativa atividade de
defesa direta para as plantas contra herbivoros [85-89]. Ainda sobre os potenciais efeitos
medicinais dos terpenoides, vale destacar que plantas que possuem esses compostos tém tido
grande utilizacdo na medicina tradicional para o tratamento de condicdes que afetam o Sistema
Nervoso Central (SNC) [11, 90-93]. Caracterizando, portanto, eles como um importante grupo
de metabdlitos com potencial acdo sobre 0 SNC, com destaque para a¢des do tipo sedativa [94],
anticonvulsivante [95, 96] e antidepressiva [11, 96-98].

Destacando especificamente a classe dos sesquiterpenos, é importante ressaltar que este
grupo compreende uma importante classe de substancias por possuirem diversas atividades
bioldgicas, das quais podem-se destacar: atividade citoprotetora gastrica [99]; acdo no
tratamento de doencas cardiovasculares [100]; citotoxicidade contra células cancerigenas [101-
103]; atividade antifungica [104]; atividade ansiolitica [50]; anticonvulsivante [105]; e
atividade antidepressiva [48].

A respeito das atividades previamente estudadas do a-humuleno, sesquiterpeno
utilizado neste estudo, evidencia-se que este composto tem se mostrado uma substancia
promissora para finalidades medicinais. Estudos demostraram resultados significantes para o
a-humuleno concernente a efeitos do tipo anticancerigeno [106-108]; anti-inflamatorio [18,
109, 110]; antibacteriano [111, 112]; atividade gastroprotetora [113]; atividade antifingica
[114]; e potencial cicatrizante [115].
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No que concerne as a¢Oes sobre 0 SNC, a nivel de classe, alguns estudos demostraram
um importante potencial antidepressor para o grupo dos sesquiterpenos [19, 48]. Uma pesquisa
envolvendo o S-cariofileno (ismero do a-humuleno) demostrou que 0 composto possuia uma
possivel acdo antidepressiva, quando comparado ao controle salina utilizado no experimento,
pois ele conseguiu reduzir o tempo de imobilidade dos animais no teste do nado forgado nas
doses de 50, 70 e 100 mg/kg [116]. Estes dados corroboram com os achados no presente estudo,
onde o a-humuleno também reduziu o tempo de imobilidade no TNF de forma significativa.

Destacando outro parametro observado no TNF, referente a laténcia para imobilidade,
semelhante ao estudo de Oliveira [116] em certo momento, a medida que as doses vao
aumentando a resposta tende a diminuir, como observado com a dose de 140 mg/kg utilizada
no estudo deste pesquisador, ndo mostrando assim diferenca significativa quando comparado
ao controle. De maneira similar, ocorreu no presente estudo onde a resposta da dose de 500
mg/kg (figura 8) foi menor, comparada as outras; no entanto ainda apresentou um resultado
estatisticamente significante em comparagéo ao controle salina.

A psicofarmacologia com antidepressivos, a partir da década de 50, trouxe grandes
avancgos para terapia do transtorno depressivo tornando viavel o tratamento deste problema;
bem como o entendimento dos possiveis mecanismos da fisiopatologia da depressdo. A
primeira classe desenvolvida foram os antidepressivos triciclicos (ADT), seguidos dos
inibidores da monoaminooxidase (IMAOs), no entanto, por falta de seletividade referente aos
receptores pelos quais agiam, apesar de serem medicamentos bastante eficazes, possuiam
efeitos colaterais extremamente indesejaveis [7].

Posteriormente foram desenvolvidas outras classes objetivando diminuir os efeitos
colaterais, porém ainda trata-se de um campo dificil para meios especificos visto que, além de
se tratar de um area com explicacBes incompletas quanto ao mecanismo da fisiopatologia,
consiste também em tratamentos que demandam certo tempo (de 2 a 4 semanas) para entregar
uma resposta clinica [7].

A imipramina, utilizada como controle positivo neste estudo, pertence a classe dos
ADT, mais especificamente do grupo das aminas terciarias. Esta classe de medicamentos age
impedindo a recaptacao pré-sinaptica das monoaminas de maneira ndo seletiva, este mecanismo
é responsavel por seu efeito terapéutico sobre a depressao. No entanto, este medicamento, bem
como sua classe, também age com atividade pos-sinaptica (bloqueando receptores

muscarinicos, histaminégicos, a e f-adrenérgicos) caracteristica que pode ser responsavel por
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seus efeitos colaterais. O blogueio dos receptores histaminérgicos pode estar relacionado aos
efeitos colaterais do tipo sonoléncia e sedagéo [7].

3.2.5. Acinesia Induzida por Reserpina (AIR)

A reserpina, um alcaloide isolado da espécie Rauwolfia serpentina, caracteriza-se como
uma substancia capaz de causar depressdo e hipotensdo, sendo inicialmente utilizada na
industria farmacéutica como anti-hipertensivo e antipsicético. Ela age de maneira inibitoria do
transporte vesicular de monoaminas (dopamina, noradrenalina, adrenalina e serotonina) no
sistema nervoso central, se ligando com alta afinidade ao transportador vesicular de
monoaminas (VMAT-2) e impedindo o armazenamento destas nas vesiculas e posterior
liberacdo na fenda sinaptica; diminuindo assim seus niveis no SNC [117-121].

Devido a este mecanismo, nos pacientes que a utilizavam para o tratamento da
hipertensdo foram observadas caracteristicas letargicas e depressoras, fazendo entéo relagédo do
envolvimento do sistema monoaminérgico com a origem dos distdrbios afetivos [119, 122].

Na atualidade, seu uso foi descontinuado devido seus efeitos colaterais: hipolocomocao
(acinesia), rigidez muscular transitoria e discinesias (movimentos involuntarios) [123, 124]. No
entanto, ap6s comprovado seu potencial a nivel de monoaminas, seu uso tem sido bastante
difundido dentro de modelos animais com fins experimentais voltados a investigar potenciais
substancias para depressdo, levando em consideracdo a teoria monoaminérgica do transtorno
depressivo [117, 125-128].

Na figura 8 é possivel observar uma reducdo de 91,81% do nimero de cruzamentos no
que recebeu Reserpina (10 mg/kg), em comparagdo com o grupo salina. Essa atividade da
Reserpina foi revertida com a administracdo da imipramina em 28,2%, com a bupropiona em
39,1% e com a fluoxetina em 30,7%. Relativo as doses do a-humuleno (125, 250 e 500 mg/kg),
a susbstancia ndo apresentou resultados estatisticamente significativos de reversao da atividade
da Reserpina com o protocolo de tratamento agudo (Tabela 7).
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Figura 8. Efeito do a-humuleno em camundongos submetidos ao teste de AIR.
Os valores sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Todos os grupos tiveram um n = 10 animais. Os dados
foram analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn..
O nivel de significancia adotado para rejeicéo da hipo6tese de nulidade foi de 0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram
considerados significativos quando comparados ao grupo controle salina, * = p <0,05, ™ = p <0,001, ™" = p <0,0001
.CL = Controle (solugao fisiolégica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), RES10 = Reserpina 10 mg/kg (i.p.), IMIP30 =
imipramina 30 mg/kg (i.p.), BUP20 = Bupropiona 20 mg/kg (i.p.), FLU10 = Fluoxetina 10 mg/kg (i.p.).

Tabela 7. Efeito do a-humuleno sobre o NC no teste de AIR.
(Coluna estatistica — Apéndice 23; Analyze — Apéndice 24).

GRUPOS (n=10) Valores expressosem: NC

Mediana 5
RES10 Minimo 2
Maximo 12

Mediana 31
BUP20 Minimo 27
Méaximo 34




Méaximo 28

Mediana 18
a-HUM 250 Minimo 9
Maximo 46
Mediana 17
a-HUM 500 Minimo 9
Maximo 51

Os valores sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Todos os grupos tiveram um n = 10 animais. Os dados
foram analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo teste de compara¢des multiplas de Dunn..
O nivel de significancia adotado para rejeicao da hipdtese de nulidade foi de 0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram
considerados significativos quando comparados ao grupo controle salina, = p <0,05, ™ = p<0,001, ™ = p <0,0001
.CL = Controle (solucéo fisiologica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), RES10 = Reserpina 10 mg/kg (i.p.), IMIP30 =
imipramina 30 mg/kg (i.p.), BUP20 = Bupropiona 20 mg/kg (i.p.), FLU10 = Fluoxetina 10 mg/kg (i.p.).

A reserpina consegue mimetizar padrées comportamentais que sugerem um quadro de
depressdo através da diminuigdo das reservas de monoaminas [129-133]. Este mecanismo causa
sintomas, como a ptose palpebral, hipotermia e rigidez muscular [134, 135] que sdo
consideravelmente revertidos por antidepressivos triciclicos e inibidores da MAO [136]. No
presente trabalho foi ressaltado esta definicdo, uma vez que os efeitos da reserpina foram
revertidos ap6s administracdo dos antidepressivos imipramina, bupropiona e fluoxetina.

Neste sentido, este protocolo foi realizado sob a perspectiva de investigar o possivel
envolvimento do sistema monoaminérgico na potencial atividade antidepressiva (simile) do a-
humuleno. No entanto, apesar de existir ligeira reversao dos efeitos da reserpina pelo do a-
humuleno, estatisticamente ndo houve significancia quando realizada a comparacao entre ele e
0s demais antidepressivos utilizados no experimento, 0 que expressa a necessidade do
desenvolvimento de mais protocolos a fim de definir o real mecanismo pelo qual o composto
possa estar agindo

Quanto as doses do sesquiterpeno, também ndo ouve diferenca estatistica entre elas.
Portanto, para os protocolos subsequentes foi utilizada a menor dose (125 mg/kg) sob o
pressuposto da necessidade do desenvolvimento de substancias que em baixas doses

evidenciem atividades significantes, a fim de desenvolver menos efeitos colaterais [137, 138].

3.2.6. Teste de Potencializagéo

Com o objetivo de elucidar os potenciais mecanismos da atividade (simile)
antidepressiva apresentada pelo a-humuleno no Teste do Nado Forgado, foi realizado o teste de
potencializacdo. Neste, uma dose subativa (1,25 mg/kg, v.0.) do composto foi administrada nos
camundongos em associa¢do com doses subterapéuticas (dez vezes menor que a dose utilizada

como padréo para o experimento) de antidepressivos (0,3 mg/kg, 0,2 mg/kg e 0,1 mg/kg, para
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imipramina, fluoxetina e bupropiona, respectivamente, i.p.). Apos tratamento, foi avaliado no
teste do nado forgado o parametro de TI.

Justifica-se a utilizacdo dos antidepressivos imipramina, fluoxetina e bupropiona por
estes agirem por vias diferentes que influenciam na disponibilidade de neurotransmissores.
Logo, seria possivel identificar se 0 a-humuleno estaria agindo a nivel de monoaminas, por qual
via, e até mesmo se este poderia agir com mais de um mecanismo.

Ao analisar o Tl no TNF (Figura 9) evidencia-se que a imipramina (30 mg/kg) e o a-
humuleno (125 mg/kg) reduziram este parametro em 87,9% e 26,3%, respectivamente quando
comparados ao controle salina. E suas doses subterapéuticas reduziram em 8,4% para
imipramina (0,3 mg/kg) e 33,3% para 0 a-humuleno (1,25 mg/kg), quando comparado ao
controle salina. No entanto, ndo foi obtido resultados estatisticamente significativos com a

combinacéo entre o a-humuleno e a imipramina (Tabela 8).
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Figura 9. Efeito do a-humuleno sobre o TI no teste de Potencializacdo com Imipramina.

Os valores sdo expressos em média + erro padrdo da média (EPM). Todos 0s grupos tiveram um n = 10 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico de Anélise de Variancia (ANOVA) de uma via seguido por
Tukey (post hoc). Valores significativos: “a”, “b”, “c”, “d” e “e” vs CL, IMIP30, a-HUM125, IMIP0,3 e a-
HUML,25, respectivamente, quando p < 0.05. CL = Controle (solugdo fisioldgica 0,9%), IMIP30 = Imipramina
30 mg/Kg, a-HUM125 = a-humuleno 125 mg/Kg, IMIP0,3 = Imipramina 0,3 mg/Kg; a-HUM1,25 = a-humuleno
1,25 mg/Kg; IMIP0,3 + a-HUMZ1,25 = Imipramina 0,3 mg/Kg + a-humuleno 1,25 mg/Kg Tl = Tempo de
Imobilidade.
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Tabela 8. Efeito do a-humuleno sobre o sobre o T1 no teste de Potencializagdo com
Imipramina.
(Coluna estatistica - Apéndice 25; Analyze — Apéndice 26).

GRUPOS (n=10) TI
CL 733+£16,5
IMIP30 8915
a-HUM 125 54 + 3,4
IMIPO,3 67,1429
a-HUM 1,25 48,9+ 6,7

IMIPO,3 + a-HUM 1,25 61,3+8,5

Os valores sdo expressos em média * erro padrdo da média (EPM). Todos 0s grupos tiveram um n = 10 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via seguido por
Tukey (post hoc). Valores significativos: “a”, “b”, “c”, “d” e “e” vs CL, IMIP30, a-HUM125, IMIP0,3 e a-
HUML,25, respectivamente, quando p < 0.05. CL = Controle (solu¢do fisioldgica 0,9%), IMIP30 = Imipramina
30 mg/Kg, a-HUM125 = a-humuleno 125 mg/Kg, IMIP0,3 = Imipramina 0,3 mg/Kg; a-HUM1,25 = a-humuleno
1,25 mg/Kg; IMIP0,3 + a-HUM1,25 = Imipramina 0,3 mg/Kg + a-humuleno 1,25 mg/Kg Tl = Tempo de
Imobilidade.

Estes resultados sugerem que possivelmente o a-humuleno ndo age de maneira
semelhante a imipramina. Como j& destacado anteriormente, ela tem seu efeito sobre a inibi¢éo,
de maneira ndo seletiva, da recaptacdo de monoaminas, sendo, portanto, considerado um
antidepressivo triciclico (ADT). A nivel pré-sinaptico esta classe age bloqueando a recaptacéo
das monoaminas, preferencialmente NE e 5-HT e com menor frequéncia dopamina (DA). A
atividade pos-sinaptica estd, majoritariamente, ligada a ocorréncia de seus efeitos colaterais,
que acontecem por bloqueio de receptores muscarinicos, histaminérgicos, [3-adrenérgicos, de
serotonina e com menor intensidade os de dopamina [7].

Referente a potencializacdo da bupropiona, os resultados mostraram que este
medicamento (BUP 20 mg/kg), o a-humuleno (125 mg/kg) e sua dose subterapéutica (1,25
mg/kg) reduziram em 100%, 26,3% e 33,3%, respectivamente, o Tl dos animais no TNF quando
comparado ao controle salina. No entanto, quando observada a dose subterapéutica da
bupropiona (0,2 mg/kg), um aumento de 5,7% do TI foi evidenciado, quando comparado ao
grupo salina. Sobre a associacdo das doses subterapéuticas da bupropiona e do a-humuleno (0,2
mg/kg + 1,25 mg/kg), uma reducdo do Tl de 50,2 % foi demostrada, quando compara ao grupo
controle salina (Figura 10) (Tabela 9).
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Figura 10. Efeito do a-humuleno sobre o TI no teste de Potencializacdo com Bupropiona.
Os valores sdo expressos em média * erro padrdo da média (EPM). Todos 0s grupos tiveram um n = 10 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via seguido por
Tukey (post hoc). Valores significativos: “a”, “b”, “c”, “d”, “e” e “f” vs CL, BUP20, a-HUM125, BUPO,2, a-
HUMZ1,25 e BUPO,2 + a-HUM1,25 respectivamente, quando p < 0.05. CL = Controle (solucéo fisioldgica 0,9%),
BUP20 = Bupropiona 20 mg/Kg, a-HUM125 = a-humuleno 125 mg/Kg, BUP0,2 = Bupropiona 0,2 mg/Kg; o-
HUMZ1,25 = a-humuleno 1,25 mg/Kg; BUPO0,2 + a-HUM1,25 = Bupropiona 0,2 mg/Kg + a-humuleno 1,25
mg/Kg; Tl =Tempo de Imobilidade.

Tabela 9. Efeito do a-humuleno sobre o sobre o TI no teste de Potencializagdo com

Bupropiona.
(Coluna estatistica - Apéndice 27; Analyze — Apéndice 28).

GRUPOS (n=10) TI
CL 733+ 16,5
BUP20 0+0
a-HUM 125 54 + 3,4
BUPO,2 774+7
a-HUM 1,25 48,9 + 6,7

BUP0,2 + g-HUM 125 365+4

Os valores séo expressos em média + erro padrao da média (EPM). Todos os grupos tiveram um n = 10 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via seguido por
Tukey (post hoc). Valores significativos: “a”, “b”, “c”, “d”, “e” e “f” vs CL, BUP20, a-HUM125, BUPO,2, a-
HUML1,25 e BUPO,2 + a-HUM1,25 respectivamente, quando p < 0.05. CL = Controle (solugdo fisioldgica 0,9%),
BUP20 = Bupropiona 20 mg/Kg, a-HUM125 = a-humuleno 125 mg/Kg, BUPO0,2 = Bupropiona 0,2 mg/Kg; a-
HUM1,25 = a-humuleno 1,25 mg/Kg; BUPO0,2 + a-HUM1,25 = Bupropiona 0,2 mg/Kg + a-humuleno 1,25
mg/Kg; Tl =Tempo de Imobilidade.
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A bupropiona age sobre as monoaminas DA e NE, sendo considerado um Inibidor
Seletivo da Recaptacdo de Dopamina (ISRD). Ela apresenta menos efeitos colaterais que 0s
antidepressivos de nova geragdo, possivelmente por sua pouca aplicabilidade sobre o sistema
serotoninérgico, receptores histaminicos e colinérgicos, além de ndo inibir a MAO. Este
medicamento age aumentando os niveis sindpticos de dopamina e NE [7, 139, 140]. No entanto
os resultados da associacdo das doses subterapéuticas do a-humuleno e deste antidepressivo
ndo foram estatisticamente significativos, ndo sendo suficientes para determinar se 0 composto
estaria agindo de maneira semelhante a bupropiona.

E quando avaliado a potencializagdo do antidepressivo fluoxetina, os resultados
mostraram uma reducdo do Tl em 51,5%, 26,3% e 33,3%, para a fluoxetina (10 mg/kg), a-
humuleno (125 mg/kg) e a-humuleno (1,25 mg/kg), respectivamente, quando comparados ao
grupo controle salina. A dose subterapéutica da fluoxetina aumentou o Tl em 8% quando
comparado ao controle salina. Ja a associacdo entre a fluoxetina e 0 a-humuleno (0,1 mg/kg +
1,25 mg/kg) ocasionou uma diminuicdo de 28,2% do TI quando comparado ao controle salina
(Figura 11) (Tabela 10).
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Figura 11. Efeito do a-humuleno sobre o T no teste de Potencializagdo com Fluoxetina.
Os valores sdo expressos em média + erro padrdo da média (EPM). Todos 0s grupos tiveram um n = 10 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico de Anélise de Varidncia (ANOVA) de uma via seguido por
Tukey (post hoc). Valores significativos: “a”, “b” e “d” vs CL, FLU10 e FLUO, 1, respectivamente, quando p <
0.05. CL = Controle (solucéo fisioldgica 0,9%), FLU10 = Fluoxetina 10 mg/Kg, a-HUM125 = a-humuleno 125
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mg/Kg, FLUO,1 = Fluoxetina 0,1 mg/Kg; a-HUM1,25 = a-humuleno 1,25 mg/Kg; FLUO,1 + a-HUM1,25 =
Fluoxetina 0,1 mg/Kg + a-humuleno 1,25 mg/Kg; Tl = Tempo de Imobilidade.

Tabela 10. Efeito do a-humuleno sobre o sobre o TI no teste de Potencializagdo com
Fluoxetina.
(Coluna estatistica - Apéndice 29; Analyze — Apéndice 30).

GRUPOS (n=10) TI
CL 73,3+ 16,5
FLU10 35,5 + 3,4
a-HUM 125 54 + 3,4
FLUO,1 79,1+55
a-HUM 1,25 48,9 + 6,7

FLUO,1 + a-HUM 125 526 +6,9
Os valores sdo expressos em media + erro padrdo da média (EPM). Todos 0s grupos tiveram um n = 10 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via seguido por
Tukey (post hoc). Valores significativos: “a”, “b” e “d” vs CL, FLU10 e FLUO,1, respectivamente, quando p <
0.05. CL = Controle (solugdo fisiologica 0,9%), FLU10 = Fluoxetina 10 mg/Kg, a-HUM125 = a-humuleno 125
mg/Kg, FLUO,1 = Fluoxetina 0,1 mg/Kg; a-HUM1,25 = a-humuleno 1,25 mg/Kg; FLUO,1 + a-HUM1,25 =
Fluoxetina 0,1 mg/Kg + a-humuleno 1,25 mg/Kg; TI = Tempo de Imobilidade.

A fluoxetina age seletivamente inibindo a recaptacdo de serotonina, sendo de maior
tolerabilidade e mais seguro que os ADT. Este medicamento possui uma meia vida prolonga,
além de ter um metabdlito farmacologicamente ativo. No entanto, possui uma laténcia
prolongada para o inicio de seus efeitos antidepressivos [7]. Apesar da leve reducdo do Tl no
grupo que recebeu a associacdo do antidepressivo com o sesquiterpeno a-humuleno, os
resultados obtidos ndo foram estatisticamente significantes para apoiar que este composto
agisse de maneira semelhante a fluoxetina.

Ndo foi encontrado na literatura dados que pudessem justificar este possivel
envolvimento do a-humuleno com a via dopaminérgica da depressdo. Ressaltando, portanto, a
necessidade de que estudos neurogquimicos possam ser desenvolvidos, a fim de desvendar o real

mecanismo pelo qual este composto possa esta agindo.

3.2.7. Participacdo da atividade antioxidante — Concentragéo de substancias reativas de
acido tiobarbiturico (TBARS) e nitrito

Muito se tem estudado sobre 0s mecanismos patogénicos para o desenvolvimento do
transtorno depressivo, no entanto vale destacar que estes ainda ndo foram completamente
esclarecidos. Alguns estudos expressam uma possivel relacdo do estresse oxidativo (EO) com
0 aparecimento da depressdo, que pode ser relacionada a vulnerabilidade do SNC aos danos
ocasionados pelo EO [20, 21].
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O estresse oxidativo é decorrente de um aumento da producdo de radicais livres,
espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN). Fisiologicamente estes radicais
livres s@o suprimidos por enzimas antioxidantes [141]. No SNC, quando ha um desequilibrio
nos mecanismos de defesa antioxidante, danos ocasionados pelos radicais livres se acumulam
com o passar do tempo originando o0 EO, que podem predispor o organismo ao desenvolvimento
da depressao [21].

Nesta perspectiva, um protocolo experimental para mensurar os niveis de TBARS e
Nitrito foi realizado, a fim de investigar o possivel envolvimento da atividade antioxidante. A
figura 12 evidencia os resultados do a-humuleno sobre a producéo de TBARS nos animais que
foram estressados a partir do TNF. Quando comparado o grupo salina (SL) que sofreu o estresse
com o grupo controle (CL) que recebeu salina, mas nao passou pelo processo estressante, €
possivel observar que houve um aumento de 58,2 % nos niveis de TBARS no grupo SL,
demostrando que houve uma situacdo de estresse. E ao comparar os niveis de TBARS entre 0
grupo SL estressado e o grupo a-humuleno (125 mg/kg), que também passou pelo processo
estressante, foi possivel observar que o grupo do a-humuleno reduziu os niveis de TBARS em
45,5% (Tabela 11).
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Figura 12. Efeito do a-humuleno sobre o marcador TBARS de estresse oxidativo decorrente
do TNF.

Os valores séo expressos em média + erro padrao da média (EPM). Todos os grupos tiveram um n = 10 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via seguido por
Tukey (post hoc). Valores significativos: “a”, “b” e “c” vs CL, SL e a-HUM125, respectivamente, quando p <
0.05. CL = Controle (solugdo fisiolégica 0,9%), SL (solucdo fisioldgica 0,9%), a-HUM125 = a-humuleno 125
mg/Kg; TBARS = 4cido tiobarbiturico.
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J& ao analisar os niveis de Nitrito, a figura 13 nos mostra que o grupo SL estressado
aumentou em 69,6% os niveis de nitrito, quando comparado ao grupo CL ndo estressado,
evidenciando que 0 processo estressante aconteceu ap0s 0s animais serem submetidos ao TNF.
No entanto o grupo do a-humuleno estressado diminuiu os niveis de Nitrito em 37,1% quando

comparado ao grupo SL estressado.
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Figura 13. Efeito do a-humuleno sobre o marcador nitrito de estresse oxidativo decorrente do

TNF.
Os valores sdo expressos em média + erro padrdo da média (EPM). Todos 0s grupos tiveram um n = 10 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via seguido por
Tukey (post hoc). CL = Controle (solugdo fisioldgica 0,9%), SL (solugdo fisioldgica 0,9%), a-HUM125 = a-
humuleno 125 mg/Kg.

Tabela 11. Efeito do a-humuleno sobre as concentracfes de TBARS e Nitrito.
(Coluna estatistica - Apéndices 31 e 33; Analyze — Apéndices 32 e 34).

GRUPOS (n=10) TBARS Nitrito

CL 727,1+498 1354
SL 1150+99,2 229+4]1
a-HUM 125 627,2+36,2 144+19

Os valores sdo expressos em média * erro padrdo da média (EPM). Todos 0s grupos tiveram um n= 10 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico de Anélise de Variancia (ANOVA) de uma via seguido por
Tukey (post hoc). Valores significativos: “a”, “b” e “c” vs CL, SL e a-HUM125, respectivamente, quando p <
0.05. CL = Controle (solugdo fisiolégica 0,9%), SL (solucdo fisioldgica 0,9%), a-HUM125 = a-humuleno 125
mg/Kg; TBARS = 4cido tiobarbiturico.
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Como observado neste protocolo, o teste do nado for¢ado foi capaz de aumentar o
estresse oxidativo a partir do aumento dos niveis de TBARS. Sendo possivel evidenciar o
potencial de diminuicdo dos niveis desta substancia do a-humuleno, em sua menor dose.

O TBARS diz respeito a substancias reativas ao acido tiobarbiturico, resultados da
peroxidagdo lipidica. Ja o nitrito € uma ERN. Alguns estudos tém demostrado um aumento de
radicais livres, como o 6xido nitrico (NO) e malondialdeido (MDA), em pacientes com
caracteristicas deprimidas, assim como em experimentos que envolvam animais predispostos
ao quadro mimético de depressao [142-144].

Outra informacdo importante é que, outro estudo evidenciou que, pacientes que foram
submetidos ao tratamento com antidepressivos demostraram uma reducdo dos niveis dos
radicais livres MDA e NO [145]. Esse direcionamento para uma relacdo entre 0 EO e a
depressdo cria caminhos para o desenvolvimento de pesquisas que busquem investigar
compostos com potencial antioxidante no combate ao transtorno depressivo [146].

A bastante tempo o0 a-humuleno, assim como Vvarios isdmeros de mesma composi¢ao
quimica, sdo difundidos como importantes compostos no tratamento da inflamacéo [109, 110,
112, 147-150], além de apresentarem-se, também, como substancias com alto potencial
antioxidante [151]. No estudo de Calleja e colaboradores [151], por exemplo, o g-cariofileno,
isbmero do a-humuleno, apresentou atividade antioxidante através da eliminacdo de radicais
livres, possivelmente contra radicais hidroxila, anions superéxido e peréxidos lipidicos.

No trabalho de Cardoso [152] o p-cariofileno, também, agiu diminuindo o estresse
oxidativo em areas do cérebro — hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado — por reducéo
dos niveis de MDA e nitrito-nitrato. Neste sentido, caminhos foram criados a fim de investigar
0 envolvimento de substancias com potencial antioxidante no combate a depresséo, tendo em

vista os resultados apresentados frente a reducéo dos niveis de TBARS com o a-humuleno.

4. Consideracdes finais

A realizacdo desse trabalho proporcionou uma contribuicéo a literatura cientifica sobre
o a- humuleno, um importante sesquiterpeno.

A partir do desenvolvimento dos protocolos experimentais, pode-se concluir que o a-
humuleno ndo apresentou alteragcdes dos tipos excitatorias ou sedativas sobre o SNC, tendo
DL50 estimada em >5.000 mg/kg. Nao apresentou atividade ansiolitica, tampouco alteragdes

das atividades locomotora e exploratéria, nas doses de 125 e 250 mg/kg.
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No entanto, os resultados da dose 500mg/kg sugeriram efeito sedativo no ensaio do CA,
possivelmente do tipo dose-dependente, ou seja, a medida que a dose aumenta, a substancia
tende a ser sedativa. Ressalta-se, ainda, que 0 a-humuleno ndo possui propriedades
miorrelaxantes, visto que ndo alterou a funcdo motora dos animais tratados.

Sobre a atividade antidepressiva (simile), o composto demonstrou um potencial
significantivo, pois reduziu o tempo de imobilidade dos animais, assim como aumentou a
laténcia para imobilidade, no teste do nado for¢ado. Esse dado possibilita caminhos para a
realizacdo de estudos futuros que busquem investigar o possivel mecanismo de ac¢do que 0 a-
humuleno desempenha. No entanto, ndo foram encontrados resultados estatisticamente
significativos que justificassem sua atividade a nivel de monoaminas, sendo necessario mais
estudo que investiguem os mecanismos de acéo pelo qual 0 composto possa esta agindo.

O a-humuleno revelou, também, potencial de reducdo do estresse oxidativo, permitindo
meios para a avaliagBes futuras que visem investigar o envolvimento da via inflamatéria no

transtorno depressivo.
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4. Consideragdes Finais

A realizacao desse trabalho proporcionou uma contribuicgéo a literatura cientifica sobre
0 a-humuleno, um importante sesquiterpeno. A partir da Revisdo Sistematica (RS) e da

realizacéo dos protocolos experimentais, conclui-se que:

o Sobre a Revisao Sistematica:
— A RS evidenciou crescente utilizacdo do sesquiterpeno a-humuleno, assim como de seus
isbmeros, como agentes terapéuticos potenciais;
— Dentre as atividades elecandas na RS, destacam-se as atividades antitumoral, anti-
inflamatdria, antimicrobiana, dentre outras. Além de ressaltar a necessidade do

desenvolvimento de estudos que avaliem a seguranca deste grupo de compostos;

o Sobre os Protocolos Experimentais:

— O a-humuleno nédo apresentou alteracBes do tipo excitatdrias ou sedativas sobre o SNC,
e apresentou DL50 >5.000 mg/kg, por via oral;

— Os dados obtidos a partir do teste do LCE mostraram que 0 a-humuleno ndo apresenta
atividade do tipo ansiolitica;

— A partir do experimento do CA, as doses de 125 e 250 mg/kg ndo apresentaram alteracoes
sobre a atividade locomotora e exploratoria dos animais (NC, NR e NG). E a dose de 500
mg/kg demostrou leve diminuicdo do NC e NR, sugerindo que o efeito sedativo da
substancia teste pode ser do tipo dose-dependente, ou seja, a medida que a dose aumenta
a substancia tende a ser sedativa.

— De acordo com o protocolo do RR o a-humuleno ndo possui propriedades miorrelaxante,
visto que ele ndo altera a fun¢do motora dos animais tratados.

— O a-humuleno apresentou possivel atividade do tipo antidepressiva (simile), quando
comparado ao controle salina, pois reduziu o tempo de imobilidade dos animais, assim
como aumentou a laténcia para imobilidade.

— O protocolo de AIR e de potencializagdo ndo foram esclarecedores quanto a potencial
mecanismo de acdo pelo qual o comporto possa estd agindo, sendo, portanto, necessario
mais estudos que investiguem esta vertente.

— O a-humuleno revelou, também, potencial de reducéo do estresse oxidativo, permitindo
meios para a avaliagGes futuras que visem investigar o envolvimento do estresse oxidativo

no transtorno depressivo.
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MANIFESTACOES CLINICAS
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Secrec¢do brénquica
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MASSA CORPORAL

ANEXO B - Tabela de Malone (1977) adaptada para teste hipocratico.
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APENDICE 1 - Coluna Estatistica do Nimero de Entradas nos Bragos Abertos no Teste do
Labirinto em Cruz Elevado

ﬁ B ;s‘;?:{i\ihé?aﬁgics CL DZP1 125 250 500
|

1 [Number of values |10 10 10 10 10

2

3 |Minimum 3 7 3 3 2

4 (25% Percentile |4 9.5 475 375 4.25
5 |Median 4.4 1 8.5 5 T

6 |75% Percentile |6.25 13 925 T 9.25
7 [Maximum 7 15 12 9 10

8

9 [Mean 49 11.2 7.6 52 6.6
10 [Std. Deviation 1.37 244 2836 1932 3.169

|| 11 [Std. Error of Mean|0.4333 07717 0.8969 0611 1.002

12

13 |Lower 95% CI 392 9454 5571 3818 4.333
14 |Upper 95% CI 5.88 12.95 9.629 6.582 8.867
15

16 |Mean ranks 15.65 4235 281 171 243
17




APENDICE 2 - Analyze do Nimero de Entradas nos Bragos Abertos no Teste do Labirinto
em Cruz Elevado.

E 1|_ua_v AND\!’A
Multiple comparizons

|l

1 |Number of families 1

2 |Number of comparisans per family|4

3 |Alpha 0.05

4

5 |Dunn's multiple comparisons test |Mean rank diff.  |Significant? |Summary Adjusted P Value |A-?

6

T | CLvs. DZP1 -26.7 Yes b 0.0001 B DZP1

8 | CLvs 125 -12.45 Mo ns 0.2177 c 125

9 | CLvs 250 -1.45 No ns »(0.9999 D 250
| 10 | CLwvs. 500 -8.65 No ns 0.7257 E 500
[ 11

12

13 |Test details Mean rank 1 Mean rank 2 |Mean rank diff.  |n1 n2

14

15 | CLvs. DZP1 15.65 42.35 -26.7 10 10

16 | CLvs 125 15.65 281 -12.45 10 10

17 | CLwvs 250 15.65 171 -1.45 10 10

18 | CLwvs_ 500 15.65 243 -8.65 10 10

1q




APENDICE 3 — Coluna Estatistica do Tempo de Permanéncia nos Bragos Abertos no Teste

do Labirinto em Cruz Elevado.

B pomrpive Stats
phive Statistics CL DZP1 125 250 500
|

1 [Number of values |10 10 10 10 10

2

3 |Minimum 38 64 25 N 22

4 |25% Percentile  |39.75 95.75 405 583 39.75
3 [Median 495 142 91.5 63 79

6 |75% Percentile [ 185 108.5 8525 100.5
T |Maximum 86 168 114 17 111
8

9 [Mean 56 126.9 804 701 70.8
10 |Std. Deviation 17.64 36.09 3345 2483 335
11 |Std. Error of Mean|5.58 11.41 10.58 7.652 10.6
12

13 |Lower 95% Cl 4338 1011 56.47 h234 46.83
14 |Upper 95% CI 68.62 182.7 104.3 87.86 94.77

Y
n




APENDICE 4 — Analyze do Tempo de Permanéncia nos Bracos Abertos no Teste do

Labirinto em Cruz Elevado.

ﬁ 1|_ua_v AND\!’A
Multiple comparizons
||
1 |Number of families 1
2 |Number of comparisans per family 4
3 |Alpha 0.05
4
5 |Holm-Sidak's multiple comparisons test|Mean Diff.  |Significant?  |Summary A-?
B
7 | CLvs DZP1 -70.9 Yes i B DZP1
8 | CLvs 125 -24.4 No ns C 125
9 | CLvs. 250 -14.1 No ns D 250
10 | CLvs. 500 -14.8 Mo ns E 500
1
12
13 |Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff.  |SE of dift  |n1 n2 t DF
14
15 | CLvs. DZP1 56 126.9 -70.9 13.37 10 10 5.301 45
16 | CLvs. 125 56 804 -24.4 13.37 10 10 1.824 45
17 | CLvs. 250 56 701 -14.1 13.37 10 10 1.054 45
18 | CLvs. 500 56 70.8 -14.8 13.37 10 10 1.107 45




APENDICE 5 — Coluna Estatistica do Numero de Entrada nos Bragos Fechados no Teste do
Labirinto em Cruz Elevado.

Eﬂ D Jx‘;?:{i\ihls?aﬁgics CL DZP1 125 250 500
Y|

1 |Mumber of values |10 10 10 10 10

2

3 |Minimum 2 3 5 G 7

4 |25% Percentile |4 6.75 7 T 8.75

5 |Median 10 95 8.5 95 105

6 |75% Percentile |13 11.25 10 11.25 12.25

7 |Maximum 13 13 11 13 13

8

9 |Mean 8.8 9 8.4 94 103

10 |Std. Deviation 4.264 2.981 1.776 2.366 2.058
H 11 |Std. Error of Mean|1.348 0.9428 0.56617 0.7483 0.6506

12

13 |Lower 95% CI 575 6.867 7.129 7707 8.628

14 |Upper 95% ClI 11.85 11.13 9.671 11.09 M7

15

16 |Mean ranks 26 24 8 20 25.75 3095

17



APENDICE 6 — Analyze do NGmero de Entrada nos Bragos Fechados no Teste do Labirinto
em Cruz Elevado.

E 1|_ua_l,l ANEI\!"A
Multiple comparisons
F|

1 |Number of families 1

2 |Number of comparisons per family|4

3 |Alpha 0.05

4

5 |Dunn's multiple comparisons test |Mean rank difft  |Significant? |Summary A7

[

7 | CLvs. DZP1 12 Mo ns B DZP1

8 | CLvs 125 6 Mo ns C 125

9 | CLvs. 250 0.25 Mo ns D 250

10 | CLvs. 500 -4.95 Mo ns E 500
IR

12

13 [Test details Mean rank 1 Mean rank 2 |Mean rank diff.  [n1 n2

14

15 | CLvs. DZP1 26 248 12 10 10

16 | CLvs. 125 26 20 6 10 10

17 | CLvs. 250 26 2575 025 10 10

18 | CLvs. 500 26 30.95 -4.95 10 10

a0




APENDICE 7 — Coluna Estatistica do Tempo de Permanéncia nos Bragos Fechados no Teste

do Labirinto em Cruz Elevado.

Eﬁ Dgs;ﬁlj{ifehé?aﬁgics CL DZP1 125 250 500
Y|

1 |Mumber of values |10 10 10 10 10

2

3 IMinimum b4 4 61 105 98

4 |25% Percentile |103.8 61 87.25 1235 116.5

3 |Median 132 96.5 895.5 1445 156.5

6 |75% Percentile |167.5 107 .5 131 166.3 180.3

T |Maximum 177 118 156 176 189

8

9 |Mean 129.3 87.1 105.2 144 149.3

10 |Std. Deviation 399 2564 2881 2362 33.61

11 |Std. Error of Mean|12.62 8.1 9111 T 465 1063

12

13 |Lower 95% CI 1008 63.75 84 59 1271 1253

14 Upper 95% CI 1678 10564 1258 160.9 173.3

15




APENDICE 8 — Analyze do Tempo de Permanéncia nos Bragos Fechados no Teste do

Labirinto em Cruz Elevado.

g@ 1|_ua_v AND\!’A
Multiple comparizons
|
1 |Number of families 1
2 |Number of comparisons per family 4
3 |Alpha 0.05
4
5 |Holm-Sidak's multiple comparisons test{Mean Diff.  |Significant?  |Summary A-?
6
7 | CLvs. DZP1 422 Yes * B DZP1
8 | CLvs 125 241 No ns C 125
9 | CLwvs. 250 147 Mo ns D 250
10 | CLwvs. 500 -20 Mo ns E 500
1
12
13 |Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff.  |SE of diff.  |n1 n2 t DF
14
15 | CLwvs. DZP1 1293 87.1 422 13.81 10 10 3.056 45
16 | CLws. 125 1293 105.2 241 13.81 10 10 1.745 45
17 | CLws. 250 1293 144 4.7 13.81 10 10 1.065 45
18 | CLwvs. 500 1293 1493 -20 13.81 10 10 1.448 45
1a




APENDICE 9 — Coluna Estatistica do Ndmero de Cruzamentos no Teste do Campo Aberto.

& D;S‘;%{iéﬂs?amcs cL DZP2 IMI30 125 250 500
4
1 |Number of values |10 10 10 10 10 10
2
3 |Minimum 68 27 41 39 72 45
4 |25% Percentile  |74.5 33.26 £9.25 4525 74.25 51.25
5 |Median 835 39 69 56.5 84 56.5
6 |75% Percentile  |87.5 425 74 94.75 102.8 61.5
7 [Maximum 92 52 77 99 17 63
8
9 |Mean 81.5 38.5 65.3 67 86.7 56.3
(| 10 |Std. Deviation  |7.634 7.153 11.77 24.92 15.82 6.093
I| 11 |std Eror of Mean|2 414 2.262 371 7.88 5.002 1.927
12
13 |Lower 95% Cl  |76.04 33.38 56.88 49.17 77.38 51.94
14 |Upper 95% Cl |86.96 4362 73.72 84.83 100 60.66
15
16 |Mean ranks 447 7.25 299 30.95 48.2 22
47




APENDICE 10 — Analyze do Numero de Cruzamentos no Teste do Campo Aberto.

Eﬂ 1|luay AND\!"A
Multiple comparnisons

|l

1 |Mumber of families 1

2 |Mumber of comparisons per family|5

3 |Alpha 0.05

4

5 |Dunn's multiple comparisons test {Mean rank diff Significant?  |Summary A7

6

7 | CLvs. DZP2 3T4s Yes i B DZP2

& | CLvs. IMI30 14.8 No ns c IMIZ0

9 CLvs. 125 13.75 No ns D 125
| 10| CLvs. 250 235 Mo ns E 250
| 11 | cLvs 500 27 Yes - F 500

12

13

14 |Test details Mean rank 1 Mean rank 2 |Mean rank diff.  |[n1 n2

15

16 | CLvs. DZP2 447 7.25 3745 10 10

17 | CLvs. IMI30 447 299 148 10 10

18 | CLvs. 125 447 30.95 13.75 10 10

19 | CLvs. 250 447 482 35 10 10

20 | CLvs. 500 447 22 27 10 10

Ll




APENDICE 11 — Coluna Estatistica do Numero de Rearing no Teste do Campo Aberto.

& D;S;ﬁi‘gus?aﬁgics cL DZP2 IMI30 125 250 500
A

1 |Number of values |10 10 10 10 10 10

2

3 |Minimum g 0 0 1 g 0

4 |25% Percentile |7.75 0 0 375 5 25

5 |Median 10 0 0 5 6.5 4

6 |75% Percentile |12.25 1 1 7.25 11 6.5

T |Maximum 16 1 1 9 12 ]

8

9 |Mean 10 0.3 04 54 75 42

10 |Std. Deviation 3.197 0.483 0.5164 2413 2759 2 658
” 11 |Std. Error of Mean|1.011 0.1528 0.1633 0.763 0.8724 0.8406

12

13 |Lower 95% Cl 7.713 -0.04555 0.03059 3.674 5.526 2.298

14 |Upper 95% Cl 12.29 0.6456 0.7694 7126 9474 £.102

15

16 |Mean ranks 509 10.95 121 3575 432 301




APENDICE 12 — Analyze do Numero de Rearing no Teste do Campo Aberto.

gﬂ 1|_ua_v AND\!"A
Multiple comparisons
_d
1 |Mumber of families 1
2 |Number of comparisons per family|5
3 |Alpha 0.05
4
5 |Dunn's multiple comparisons test [Mean rank diff  |Significant? |Summary A-?
6
7 | CLvs. DZP2 39.95 Yes i B DZP2
8 | CLvs IMI30 388 Yes i C IMI30
9 | CLvs 125 15.15 No ns D 125
10 | CLvs. 250 77 Mo ns E 250
11 | CLvs. 500 208 Yes * F 500
12
13
14 |Test details Mean rank 1 Mean rank 2 |Mean rank diff.  |n1 n2
15
16 | CLvs DZP2 50.9 10.95 39.95 10 10
17 | CLvs. IMI30 50.9 121 38.8 10 10
18 | CLvs 125 50.9 3575 15.15 10 10
19 | CLvs. 250 50.9 432 77 10 10
20 | CLyvs. 500 50.9 301 208 10 10
M




APENDICE 13 — Coluna Estatistica do Numero de Grooming no Teste do Campo Aberto.

gﬂ 1w_ay_ANl]\l_'Al
Descriptive Statistics CcL DZP2 IMI30 125 250 500
]
1 |Number of values |10 10 10 10 10 10
2
3 |Minimum 2 1 1 2 1 2
4 |25% Percentile |3 1 1 2 2 2
5 |Median 4 1 14 4 245 245
6 |75% Percentile  |4.25 2 5.25 35 3.25
T |Maximum 5 3 B 5 4
8
9 |Mean T 1.4 1.6 38 238 27
| 10 |Std. Deviation 0.9487 0.6992 0.6992 1.5649 1.317 0.8233
| 11 |Std. Error of Mean|0.3 0.2211 0.2211 0.4899 0.4163 0.2603
12
13 |Lower 95% CI 3.021 0.8998 1.1 2692 1.858 211
14 |Upper 95% CI 4379 1.9 21 4908 3.742 3.289
15
16 |Mean ranks 44 65 13.35 16.55 42 95 32.65 32.85
a7



APENDICE 14 — Analyze do Numero de Grooming no Teste do Campo Aberto.

‘EE 1|_uay ANIJ\!’A
Multiple comparizons
||
1 [Number of families 1
2 |Number of comparisans per family| 5
3 |Alpha 0.05
4
5 |Dunn's multiple comparisons test [Mean rank dif.  |Significant? |Summary A-7
6
7 | CLvs DZP2 313 Yes b B DZP2
8 | CLvs IMI30 281 Yes = C IMI30
9 | CLvs 125 17 No ns D 125
10 | CLvs. 250 12 Mo ns E 250
11 | CLvs. 500 118 Mo ns F 500
12
13
14 |Test details Mean rank 1 Mean rank 2 |Mean rank diff.  [n1 n2
15
16 | CLvs. DZP2 4465 13.35 313 10 10
17 | CLvs. IMI30 44.65 16.55 281 10 10
18 | CLvs. 125 44 .65 42.95 1.7 10 10
19 | CLvs. 250 44 65 32.65 12 10 10
20 | CLvs. 500 4465 32.85 11.8 10 10




APENDICE 15 — Coluna Estatistica do Nimero de Quedas no Teste do Rota-rod.

B e st
piive Stafisics €| DZP5 IMI30 125 250 500
F
1 |Mumber of values |10 10 10 10 10 10
2
3 [Minimum 0 1 0 0 0 0
4 [25% Percentile |0 1 0 0 0 0
5 |Median 0 1 0 0 0 0.5
6 [75% Percentile |0 2 0 0.25 0 1
7 [Maximum 0 2 0 1 0 1
8
9 |Mean 0 14 0 02 0 05
10 |Std. Deviation 0 0.5164 0 0.4216 0 0.527
11 |Std. Error of Mean|0 0.1633 0 01333 0 01667
12
13 |Lower 95% CI 0 1.031 0 -0.1016 0 0123
14 |Upper 95% CI 0 1.769 0 0.5016 0 0.877
15
16 |Mean ranks 22 534 22 276 22 36




APENDICE 16 — Analyze do Ndmero de Quedas no Teste do Rota-rod.

gé 1|_uay ANIJ\_"A
Multiple comparisons
P

1 |Number of families 1
2 |Number of comparisons per family| 5
3 |Alpha 0.05
4
5 |Dunn's multiple comparisons test [Mean rank diff.  |Significant?  |Summary A7
[
7 | CLvs. DZP5 -31.4 Yes = B DZP5
8 | CLvs IMI30 0 Mo ns c IMI30
9 | CLvs. 125 -5.6 Mo ns D 125
10 | CLvs. 250 0 Mo ns E 250
1 | CLvs. 500 14 Mo ns F 500
12
13
14 |Test details Mean rank 1 Mean rank 2 |Mean rank dif.  |n1 n2
15
16 | CLvs. DZP5 22 534 -4 10 10
17 | CLvs. IMI30 22 22 0 10 10
18 | CLvs. 125 22 2786 5B 10 10
19 | CLvs. 250 22 22 0 10 10

CL vs. 500 22 36 -14 10 10




APENDICE 17 — Coluna Estatistica do Tempo de Permanéncia no Teste do Rota-rod.

i gl
plive Statistics CL DZP5 IMI30 125 250 500
A
1 |Mumber of values |10 10 10 10 10 10
2
3 |Minimum G0 35 G0 58 G0 53
4 |25% Percentile |60 495 G0 G0 G0 565
5 |Median G0 51 G0 G0 G0 59
6 |75% Percentile  |G0 555 G0 G0 G0 G0
7 [Maximum G0 57 G0 G0 G0 G0
8
9 |Mean 60 50.7 60 59.8 60 08
10 |Std. Deviation 0 6.308 0 0.6325 0 2.494
11 |Std. Error of Mean|0 1.995 0 0.2 0 0.7383
12
13 |Lower 95% CI 60 46.19 60 59.35 60 56.22
14 |Upper 95% CI 60 5521 60 60.25 60 59.78

=
N




APENDICE 18 — Analyze do Tempo de Permanéncia no Teste do Rota-rod.

gﬂ 1|_lula_v ANU\!’A
tultiple comparisans
| |
1 |Number of families 1
2 |Mumber of comparisons per family |5
3 |Alpha 0.05
4
5 |Dunnett's multiple comparisons test|Mean Difft |95 00% CI of diff Significant?  |Summary A7
6
7 | CLvs. DZP5 9.3 6.078 to 12.52 Yes . B DZP5
8 | CLvs IMI3D 0 -3.222 to 3.222 No ns C IMI30
9 | CLvs 125 0.2 -3.022 to 3.422 No ns D 125
i 10 | CLvs. 250 0 -3.222 t0 3.222 No ns E 250
Il 11 ] cLvs 500 2 12220 5222 No ns F 500
12
13
14 |Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff.  |n1 n2 q DF
15
16 | CLvs. DZP5 60 50.7 9.3 1.244 10 10 7477 54
17 | CLvs. IMI30 60 60 0 1.244 10 10 0 54
18 | CLvs 125 60 59.8 0.2 1.244 10 10 0.1608 54
19 | CLvs. 250 60 60 0 1.244 10 10 0 54
20 | CLvs. 500 60 58 2 1.244 10 10 1.608 54
"




APENDICE 19 — Coluna Estatistica do Tempo de Imobilidade no Teste do Nado Forcado.

& D;;;ﬁim?aﬁics SALINA IMIP 30 125 250 500
4

1 |Number of values |10 10 10 10 10
2

3 |Minimum 122 0 35 25 43
4 |25% Percentile [139.8 4 415 4525 4775
5 |Median 158.5 14 50 49.5 60
6 |75% Percentile [180.8 22 E7.75 73.5 74
T |Maximum 183 40 72 75 95
8

9 |Mean 158.4 14.7 50.7 £4.3 62.6
10 |Std. Deviation  |22.46 1317 11.07 16.23 16.02
11 |Std. Error of Mean|7.101 4.163 3.499 5132 5.064
12

13 |Lower 95% CI  |142.3 5.282 4278 42 69 51.14
14 |Upper 95% CI  [174.5 2412 58.62 65.91 74.06

1
1




APENDICE 20 — Analyze do Tempo de Imobilidade no Teste do Nado Forcado.

gﬂ 1|_ua_v AND\!’A
Multiple comparisons
|4
1 |Mumber of families 1
2 |Number of comparisons per family |4
3 |Alpha 0.05
4
5 |Dunnett's multiple comparisons test|Mean Diff.  |95.00% CI of diff. Significant?  |Summary  |Adjusted P Value |A-?
6
7 | SALINAvs. IMIP 30 1437 125.3 to 162.1 Yes e 0.0001 B IMIP 30
8 SALINA vs_ 125 107.7 89.31 to 1261 Yes i 0.0001 C 125
9 SALIMNA vs_ 250 1041 85.71t0 1225 Yes i 0.0001 D 250
10 | SALIMA vs. 500 95.8 TT41to 114.2 Yes i 0.0001 E 500
1
12
13 |Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of dif.  |n1 n2 q DF
14
15 | SALIMA vs. IMIP 30 158.4 147 1437 7.266 10 10 19.78 45
16 | SALINAvs. 125 158.4 507 107.7 7.266 10 10 14.82 45
17 | SALINAvs. 250 158.4 543 1041 7.266 10 10 14.33 45
18 | SALINAvs. 500 158.4 62.6 95.8 7.266 10 10 13.18 45

a
E)




APENDICE 21 — Coluna Estatistica do Laténcia para Imobilidade no Teste do Nado

Forcado.
ﬁ 1w_ay_A.Nl]'1|F_'A_
Deseriptive Statistics SALIMNA, IMIP 30 125 250 500
A
1 |Number of values |10 10 10 10 10
2
3 |Minimum 18 120 62 65 56
4 |25% Percentile |23 137.8 63 69.25 61.75
3 |Median 25 162.5 75.5 98 67.5
6 |75% Percentile |36.25 176.8 B8.75 112 735
T |Maximum 50 191 107 129 79
8
9 |Mean 296 1565 784 94 .1 67.8
10 |Std. Deviation 10.33 2375 15.31 22 94 7.162
11 |Std. Error of Mean|3.267 7.511 4.84 7.253 2.265
12
13 |Lower 95% CI 2221 138 67.45 77.69 62.68
14 |Upper 95% CI 36.99 172 89.35 110.5 72.92

C
Fal




APENDICE 22 — Analyze da Laténcia para Imobilidade no Teste do Nado Forgado.

ﬁ Tway ANDVA
Multiple comparizons
|
1 |Number of families 1
2 |Number of comparisons per family |4
3 |Alpha 0.05
4
5 |Dunnett's multiple comparisons test|Mean Diff.  [95.00% Cl of diff. Significant? |Summary  |Adjusted P Value |A-7
6
T | SALINAvs. IMIP 30 -125.4 -144.9 to -105.9 Yes bl 0.0001 B IMIP 30
8 | SALINAvs 125 -48.8 -68.29 to -29.31 Yes bl 0.0001 C 125
9 | SALINAvs. 250 -64.5 -63.99 to -45.01 Yes b 0.0001 D 250
10 | SALINA vs. 500 -35.2 -57.69 to -18.71 Yes b 0.0001 E 500
11
12
13 |Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff SE of dift.  |n1 n2 q DF
14
15 | SALINAvs. IMIP 30 29.6 155 1254 7.701 10 10 16.28 45
16 | SALINAvs. 125 29.6 78.4 45.8 7.701 10 10 6.337 45
17 | SALINA vs. 250 29.6 941 -64.5 7.701 10 10 8.376 45
18 | SALINA vs. 500 29.6 67.8 -38.2 7.701 10 10 4.96 45
1a




APENDICE 23 — Coluna Estatistica do Teste de Acinesia Induzida por Reserpina.

A B C D E b
E Col. stats

SL RES10 IMIP30 BUP20 FLU10  |eH 12{z-H H

A Y Y W W Y )
1 |Number of values 8 8 8 8 8 8 8 8
2
3 |Minimum 65 2 16 27 15 10 9 9
4 |258% Percentile 7178 325 18.5 27.25 16.25 " 10.5 11.25
5 |Median 80 5 22.5 N 26 15 18 17
6 | 75% Percentile 84.25 105 255 335 295 17 22.25 3575
7 |Maximum 86 12 27 3 34 28 46 51
8
9 |Mean 78.13 6.375 22 305 24 155 19.5 22.75
10 |Std. Deviation 7.298 3.815 389 2.878 7.131 5.782 11.82 16.07
11 | Std. Error of Mean 258 1.349 1.376 1.018 2521 2.044 4179 5.328
12
13 |Lower 95% Cl of mean 72.02 3.186 18.75 28.09 18.04 10.67 9.618 10.15
14 |Upper 95% Cl of mean 44.23 9.564 25,25 k)| 29.96 20.33 2938 35.35
15
16 |Sum 625 51 176 244 192 124 156 182
17
18 |D'Agostino & Pearson normality test|
19 k2 1.587 1.879 0.7954 1.796 1.656 7613 10.72 2.538
20 |P value 04523 0.3908 0.6719 0.4073 0.4366 0.0222 0.0047 0.2611
21 |Passed normality test (alpha=0 05)?|Yes Yes Yes Yes Yes Mo No Yes
22 |P value summary ns ns ns ns ns = b ns
v

~
~
W




APENDICE 24 — Analyze do Teste de Acinesia Induzida por Reserpina.

= 1way ANOVA
Multiple comparisans

4
1 |Number of families 1
2 |Number of comparisons per family 28
3 |Alpha 0.05
1
5 |Dunn's multiple comparisons test Mean rank diff.  [Significant?  |Summary
6
7 | SLvs. RES10 54.19 Yes = AB
8 SLvs. IMIP30 27.31 Mo ns A-C
9 SLvs. BUP20 13.13 Mo ns A-D
10 | SLvs. FLUTO 24.31 No ns AE
11 | SLvs. a-Humuleno 125 39.19 Yes e A-F
12 | SLvs. aHumuleno 250 345 Yes - A-G
13 | SLvs. a-Humuleno 500 31.38 Yes . AH
14 | RES10vs. IMIP30 -26.85 No ns B-C
15 | RES10vs BUP20 -41.06 Yes i B-D
16 | RES10vs. FLU10 -29.88 Yes ® B-E
17 | RES10vs. a-Humuleno 125 -15 No ns B-F
18 | RES10vs e Humuleno 250 -19.69 No ns B-G
19 | RES10vs. a-Humuleno 500 -22.81 No ns B-H
20 | IMIP30 vs. BUP20 -14.19 No ns Cc-D
21 | IMIP30vs. FLU10 -3 Mo ns C-E
22 | IMIP30 vs. a-Humuleno 125 11.88 No ns CF
23 | IMIDW ve ~ Humulann 360 7 128 Rn ne [a¥e}

3 1way ANDVA
Multiple comparisons
4
23 | IMIP30 vs. a-Humuleno 250 7.188 No ns C-G
24 | IMIP30 vs. a-Humuleno 500 4.063 Mo ns CH
25 | BUP20vs. FLU10 11.19 No ns DE
26 | BUP20 vs. aHumuleno 125 26.06 No ns D-F
27 | BUP20 vs. a-Humuleno 250 21.38 Mo ns D-G
28 | BUP20vs. a-Humuleno 500 18.25 No ns D-H
29 | FLU10vs. aHumuleno 125 14.88 No ns E-F
30 | FLU10vs. aHumuleno 250 1019 No ns E-G
31 | FLU10vs. a-Humuleno 500 7.063 No ns EH
| 32 125 vs. a-Humuleno J-4 688 Mo ns F-G
| 3 125 vs_ a-Humuleno §-7.513 No ns FH
34 250 vs. a-Humuleno §-3.125 No ns GH
35
36
37 |Test details Mean rank 1 Mean rank 2 |Mean rank diff.  |n1 n2
38
39 | SLvs. RES10 605 6.313 5419 8 8
40 | SLvs. IMIP30 60.5 3319 27.31 8 8
41 | sSLvs. BUP20 60.5 47.38 13.13 § 8
42 | sLvs FLU1O 605 36.19 24 31 8 8
43 | SLvs. a-Humuleno 125 60.5 21.31 39.19 8 3
44 | SLyvs. a-Humuleno 250 60.5 26 4.5 8 8
‘Aﬁ &1 ue ~ Humulana &00 RN E 20 13 Khik!:] ] E}
¥ 1way ANDVA
Multiple comparisons
4
45 | SLvs. aHumuleno 500 60 5 2913 3138 8 8
46 | RES10vs. IMIP30 6.313 3319 -26.58 8 8
47 | RES10vs. BUP20 6.313 47.38 -41.06 8 8
48 | RES10vs. FLU1D 6.313 36.19 -29.88 8 8
49 | RES10vs. aHumuleno 125 6.313 21.31 -15 8 8
50 | RES10vs. aHumuleno 250 6.313 26 -19.69 8 8
51 | RES10 vs. a-Humuleno 500 6.313 29.13 -22.81 8 8
52 | IMIP30vs. BUP20 3319 47.38 -14.19 8 8
53 | IMIP30 vs. FLU1D 3319 3619 -3 8 8
54 | IMIP30 vs. a-Humuleno 125 3318 21.31 11.88 8 8
55 | IMIP30vs. aHumuleno 250 3319 26 7188 8 8
56 | IMIP30vs. a-Humuleno 500 3318 29.13 4.063 8 8
57 | BUP20vs. FLU10 47.38 36.19 11.19 8 8
58 | BUP20 vs. a-Humuleno 125 47.38 21.31 26.06 8 8
59 | BUP20vs. aHumuleno 250 47.38 26 2138 8 8
60 | BUP20vs. a-Humuleno 500 47.38 29.13 18.25 8 8
61 | FLU10vs. a-Humuleno 125 36.19 21.31 14.88 8 8
62 | FLU10vs. aHumuleno 250 36.19 26 10.19 8 8
63 | FLU10vs. a-Humuleno 500 36.19 29.13 7.063 8 8
64 | aHumuleno 125 vs. aHumuleno §21.31 26 -4 638 8 8
65 | aHumuleno 125 vs. a-Humuleno §21.31 29.13 -7.813 8 8
66 | aHumuleno 250 vs. a-Humuleno {26 2913 -3.125 8 8
14
<




APENDICE 25 — Coluna Estatistica do T1 no Teste de Potencializagao - Imipramina.

. A B [8 D E [F G H
BH Col. stats -
VEICULO IMI30 a-HUMU125 IMI0,3  |e-HUMU1,25(IMID,3 + a-HUMU1,25
J Y Y Y Y Y Y Y Y
1 |Number of values 8 8 8 8 8 8
2
3 |Minimum 32 2 42 56 15 24
4 |25% Percentile 41 8 455 59 36 39
5 |Median 52 8 535 68 495 68
6 |75% Percentile 126.5 10 59.25 7475 65.25 84
7 |Maximum 148 17 72 78 74 84
8
9 |Mean 73.25 8.875 54 67.13 45.88 61.25
" 10 |Std. Deviation 46.53 4121 9.666 §.476 18.9 2402
|| 11 |std. Error of Maan 16.45 1.457 3T 2.997 6.683 8.493
12
13 |Lower 95% Cl of mean 3435 543 45.92 60.04 33.07 4117
14 |Upper 95% CI of mean 1121 12.32 62.08 74.21 64.68 81.33
15
16 |Sum 586 71 432 537 N 490
17
18 |KS normality test
19 [KS distance 0.2933 0.2909 0.1605 0.2061 0.1276 0.2032
20 (P value 0.0413 0.0449 =0.1000 =0.1000 =0.1000 =0.1000
21 |Passed normality test (alpha=0 05)?|Na No Yes Yes Yes Yes
22 |P value summary * * ns ns ns ns
3
<




APENDICE 26 — Analyze do T1I no Teste de Potencializa¢do — Imipramina.

E Tway ANOVA
Multiple comparisans

4
1 |Number of families 1
2 |Number of comparisons per family 15
3 |Alpha 0.05
4
5 |Tukey's multiple comparisons test Mean Diff.  |95.00% CI of diff. Significant?  |Summary
6
7 | VEICULOvs. IMI30 64.38 29.47 to 99.28 Yes = AB
8 | VEICULO vs. a-HUMU125 19.25 -15.66 to 54.16 No ns AC
9 | VEICULO vs. IMIO,3 6.125 -28.76 to 41.03 No ns AD
10 | VEICULO vs a-HUMU1,25 24.38 -10.53 to 59.28 No ns AE
11 | VEICULO vs. IMID,3 + o HUMU1,25 (12 -22.91 to 46.91 MNo ns AF
12 | IMI30 vs. aHUMU125 4513 -80.03to -10.22 Yes = B-C
13 | IMI30 vs. IMIO,3 -58.25 -93.16t0 -23.34 Yes b B-D
14 | IMI30 vs. @ HUMU1,25 -40 -74.91to -5.094 Yes " B-E
15 | IMI30 vs. IMIO,3 + a-HUMU1,25 -52.38 -87.28to 1747 Yes = B-F
16 | o HUMU125 vs. IMID,3 -13.13 -45.03t0 21.78 No ns c-D
17 | o HUMU125 vs. a-HUMU1,25 5125 -29.76 to 40.03 No ns C-E
18 | @ HUMU125 vs. IMID,3 + e HUMUA,25-7 25 4216 to 27.66 MNo ns C-F
19 | IMIO,3 vs. a-HUMU1,25 18.25 -16.66 to 53.16 No ns D-E
20 | IMID,3 vs. IMID,3 + « HUMU1,25 5.875 -29.03to 40.78 No ns D-F
21 | e HUMU1,25 vs. IMID,3 + a-HUMU1,2{-12 38 -47.28 to 22.53 No ns E-F
22
23

"



APENDICE 27 — Coluna Estatistica do TI no Teste de Potencializac&o - Bupropiona.

A B Cc D E F G
ﬁ Col. stats =
VEICULO BUP20 |a-HUMU125| BUP0.2 |=-HUMU1,25(BUPD,2 + a-HUMU1,25
d Y W Y Y Y Y W

1 |Number of values 8 8 8 8 8 8
2
3 |Minimum 32 0 42 50 15 19
4 [25% Percentile 41 0 45.5 61.25 36 24.25
5 |Median 52 0 535 715 495 39
6 |75% Percentile 126.5 0 59.25 98.25 65.25 46.25
7 |Maximum 148 0 72 104 74 49
8
9 [Mean 73.25 0 54 T7.38 48.88 36.5

I 10 |Std Deviation 46.53 0 9.666 199 189 1.3

|| 11 [std. Error of Mean 16.45 0 3417 7.035 5.683 4
12
13 |Lower 95% Cl of mean 3435 0 45.92 60.74 33.07 27.04
14 [Upper 95% Cl of mean 1121 0 62.08 9401 64.68 45.96
15
16 |Sum 536 0 432 619 391 292
17
18 |KS normality test
19 |KS distance 0.2933 1 0.1605 0212 01276 0.1647
20 |P value 0.0413 «0.0001 =(.1000 =0.1000 =0.1000 =»(0.1000
21 |Passed normality test (alpha=0.05)?{No No Yes Yes Yes Yes
22 |P value summary * b ns ns ns ns
23

<




APENDICE 28 — Analyze do T1 no Teste de Potencializagio — Bupropiona.

gﬂ 1\_uay ANEI\!’A
Multiple comparisans

|
1 [Number of families 1
2 |Number of comparisons per family 15
3 |Alpha 0.05
4
5 |Tukey's multiple comparisons test Mean Diff.  |95.00% CI of diff. Significant?  |Summary
6
7 | VEICULO vs. BUP20 73.25 391110 107 4 Yes b A-B
8 | VEICULO vs aHUMU125 19.25 -14.89 to 53.39 Mo ns A-C
9 | VEICULO vs. BUPO,2 -4.125 -38.27 to 30.02 No ns AD
10 | VEICULO vs. e HUMU1,25 24.38 -9.768 to 58.52 Mo ns AE
11 | VEICULO vs. BUPO,2 + a-HUMU1,25 |36.75 2.607 10 70.89 Yes * AF
12 | BUP20 vs. a-HUMU125 -54 88.14 to -19.86 Yes b B-C
13 | BUP20 vs. BUPO,2 -77.38 -111.51t0 4323 Yes s B-D
14 | BUP20 vs. a-HUMU1,25 -48.68 -83.02t0 -14.73 Yes = B-E
15 | BUP20 vs. BUPO,2 + a-HUMU1,25 -36.5 -70.64 to -2.357 Yes * B-F
16 | «HUMU125 vs. BUPD,2 -23.38 57.52 10 10.77 Mo ns CcD
7 | a-HUMU125 vs. «-HUMU1,25 5125 -29.02 to 39.27 No ns CE
18 | «HUMU125vs. BUPD,2 + a-HUMU1,25{17 5 -16.64 to 51.64 Mo ns CF
19 | BUP0,2 vs. o HUMU1,25 28.5 -5.643 to 62.64 No ns D-E
20 | BUP0,2vs. BUPD,2 + o.HUMU1,25 40.88 6.732 to 75.02 Yes * D-F
21 | a-HUMU1,25 vs. BUPD,2 + a-HUMU1,2412.38 -21.77 to 46.52 Mo ns EF
22




APENDICE 29 — Coluna Estatistica do TI no Teste de Potencializacio - Fluoxetina.

. A B C D E F G
’Sﬂ Col. stats =
VEICULO FLU10 |a«HUMU125| FLUO.1 |o«-hUMU1,25/FLUO,1 + a-HUMU1,25
d Y Y Y Y Y Y Y

1 |Number of values 8 8 8 8 8 8
2
3 |Minimum 32 23 42 64 15 24
4 (25% Percentile 41 28 455 67.25 36 39
5 |Median 52 305 535 715 49.5 495
6 [75% Percentile 126.5 43 59.25 94.75 65.25 69.25
T |Maximum 148 60 72 104 74 85
8
9 |Mean 7325 355 54 7913 48.88 5263

I 10 |Std. Deviation 46.53 12.02 9.666 154 18.9 19.71

|| 11 [std. Eror of Mean 16.45 4.251 347 5.446 6.683 6.969
12
13 [Lower 95% CI of mean 34.35 2545 45.92 66.25 3307 36.15
14 |Upper 95% Cl of mean 1121 45.85 62.08 92 64.68 69.1
15
16 |Sum 586 284 432 633 3N 421
17
18 |KS normality test
19 [KS distance 0.2933 0.2709 0.1605 0.3032 0.1276 0.1691
20 |P value 0.0413 0.0863 =0.1000 0.0292 =0.1000 =0.1000
21 |Passed normality test (alpha=0.05)?|No Yes Yes No Yes Yes
22 |P value summary * ns ns * ns ns

i 23
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APENDICE 30 — Analyze do T1 no Teste de Potencializagio — Fluoxetina.

!Eg Tway ANDVA
Multiple comparisons

4
1 |Number of families 1
2 |Number of comparisons per family 15
3 |Alpha 0.05
4
5 |Tukey's multiple comparisons test Mean Diff.  [95.00% CI of diff. Significant? | Summary
6
7 | VEICULOvs. FLU10 37.75 2292t0 73.21 Yes * AB
8 | VEICULOvs. a-HUMU125 19.25 -16.21 to 54.71 No ns AC
9 | VEICULOvs. FLUD,1 -5.875 -41.33 to 29.58 No ns AD
10 | VEICULO vs. o-hUMU1,25 24.38 -11.08 to 59.83 No ns AE
11 | VEICULOvs FLUD,1 + o-HUMU1,25 |20 63 -14.83 to 56.08 No ns A-F
12 | FLU10vs a-HUMU125 -18.5 -53.96 to 16.96 No ns B-C
13 | FLU10vs FLUDN -43.63 -79.08 to -8.167 Yes = B-D
14 | FLU10 vs. a-hUMU1,25 -13.38 -48.83 to 22.08 No ns B-E
15 | FLU10 vs. FLUD,1 + o HUMU1,25 1713 -52.58 to 18.33 No ns B-F
16 | o HUMU125 vs. FLUD,1 -25.13 -60.58 to 10.33 No ns c-D
17 | aHUMU125 vs. e-hUMU1,25 5.125 -30.33 to 40.58 No ns CE
18 | o HUMUA125 vs. FLUD,1 + a-HUMU1,291.375 -34.08 to 36.83 No ns CF
19 | FLUO,1 vs. a-hUMU1,25 30.25 -5.208 to 65.71 No ns D-E
20 | FLUO,1vs. FLUO,1 + c-HUMU1,25 26.5 -8.958 to 61.96 No ns D-F
21 | @ hUMU1,25vs. FLUO,1 + e HUMU1,2|-3.75 -39.21to 31.71 No ns E-F




APENDICE 31 — Coluna Estatistica da Dosagem do Contetido de Nitrito nos Animais

Submetidos ao TNF.
A B C D E F
g@ Col. stats
CL SL a-HUMULENO 125
y Y ¥ Y Y ¥ Y

1 [Number of values 8 8 8
2
3 [Minimum 4.9 13.61 6.86

¢ 4 |25% Percentile 6.41 14.51 11.44
5 |Median §.885 18.19 13.61
6 |75% Percentile 2033 34.18 16.92
T |[Maximum 3763 43.79 2592
8

f 9 [Mean 13.54 22 96 14.38
10 |Std. Deviation 11.33 11.69 5598

H 11 |Std. Error of Mean 4.005 4133 1.979
12
13 |Lower 95% CI of mean 4.068 13.18 9.702
14 |Upper 95% Cl of mean 23.01 32.73 19.06
15
16 [Sum 106.3 183.7 1151
17
18 |D'Agostino & Pearson normality test
19 |K2 7814 2455 4936
20 |P value 0.0201 0.2930 0.0847
21 |Passed normality test (alpha=0.05)7|Mo Yes Yes
22 |P value summary * ns ns
23
<
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APENDICE 32 — Analyze da Dosagem do Contetido de Nitrito nos Animais Submetidos ao
TNF.

ﬁ 'It_nay ANDVA
Multiple comparizons
4
1 |Number of families 1
2 |Number of comparisons per family|3
3 |Alpha 0.05
4
5 |Tukey's multiple comparisons test|Mean Diff.  |95.00% CI of diff. Significant? | Summary
6
7 | CLvs SL -9.418 -21.94 to 3.108 No ns A-B
8 | CLvs. a-HUMULENO 125 -0.8425 -13.37 to 11.68 No ns A-C
9 | SLvs. a-HUMULENO 125 8.575 -3.95t0 211 No ns B-C
i 10
I[ 11
12 |Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of dif.  [n1 n2 q DF
13
14 | CLvs. SL 13.64 22.96 -9.418 4.969 8 8 2.68 21
15 | CLvs a-HUMULENO 125 13.54 14.38 -0.8425 4 969 8 8 0.2398 21
16 | SLvs. a-HUMULENO 125 22.96 14.38 8.575 4.969 3 8 244 21
17
18
19
20
21
22
23
<




APENDICE 33 — Coluna Estatistica da Dosagem do Contetido de TBARS nos Animais

Submetidos ao TNF.
A B C D E F G
‘!ﬂ Col. stats
CL SL +-Humuleno 12!
J Y Y Y Y Y Y i
1 |Number of values ] 8 8
2
3 [Minimum 590.6 665.9 5122
4 |25% Percentile 622.5 880.2 534.9
5 [Median 697.8 1221 605
6 |75% Percentile 7792 1388 738
T |Maximum 1032 1394 772
8
9 |Mean 7271 1150 627.2
i 10 |Std. Deviation 140.9 2806 102.3
|| 11 [std. Error of Mean 49.82 9319 3615
12
13 |Lower 95% CI of mean 6093 915.2 5417
14 |Upper 95% CI of mean 844.9 1384 7126
15
16 |Sum 5817 9198 5017
17
18 |D'Agostino & Pearson normality test]
19 |K2 T.724 1.63 1.999
20 |P value 0.0210 0.4426 0.3681
21 |Passed normality test (alpha=0.05)7 Mo Yes Yes
22 |P value summary * ns ns
3
<




APENDICE 34 — Analyze da Dosagem do Contetido de TBARS nos Animais Submetidos ao
TNF.

E 1\_-0ay ANEI\_'A
tultiple comparizons
Y|
1 [Number of families 1
2 |Number of comparisons per family|3
3 |Alpha 0.05
4
5 |Tukey's multiple comparisons test{Mean Diff.  |95.00% CI of diff. Significant?  |Summary
6
T | CLws. SL 4226 -662.8 to -182.3 Yes == A-B
8 | CLvs. eHumuleno 125 99.97 -140.3 to 340.2 Mo ns AC
9 5L vs. a-Humuleno 125 5225 282 3to 762 8 Yes e B-C
| 10
[ 11
12 |Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of dif.  |n1 n2 q DF
13
14 | CLws SL 7271 1150 4226 95.32 8 8 6.27 21
15 | CLvs. e-Humuleno 125 7271 627.2 99.97 95.32 3 8 1.483 21
16 | SLvs. a-Humuleno 125 1150 627.2 5225 95.32 3 8 7.753 21
17
18
19
20
21
22
"







