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RESUMO

Este trabalho objetivou desenvolver uma revisdo sistematica (RS) das aplicacdes
farmacologicas do farnesol e investigar o seu efeito comportamental e neuroprotetor em
modelos animais. A RS foi realizada em conformidade com as diretrizes do PRISMA. Apos
aplicar os critérios de inclusdo, 76 artigos foram selecionados na analise final. Observou-se
que 51,32% das publicagdes investigaram o efeito antimicrobiano, 22,37% o efeito
antitumoral, 13,16% os efeitos nos sistemas nervoso e cardiovascular, 5,26% os efeitos
metabolicos e no sistema hepatico e 7,89% avaliaram outros efeitos farmacoldgicos e
toxicolégicos. O estudo bibliografico demonstrou que o farnesol apresenta uma diversidade
de propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas que possibilita 0 seu uso como principio ativo
ou coadjuvante de farmacos. Para investigar o efeito neuroprotetor foi utilizado o modelo de
convulsdes induzidas por pilocarpina. A elucidagdo dos possiveis mecanismos envolvidos na
acdo neuroprotecdo promovida pelo transtrans-farnesol deu-se pela investigagcdo da
participacdo dos principais sistemas e vias de neurotransmissdo afetadas pela pilocarpina
durante o processo de ictogénese e/ou epileptogénese: neurotransmissdo colinérgica e
monoaminérgica; e sistema antioxidante. Alem disso, foi avaliado o efeito do trans,trans-
farnesol sobre os principais parametros comportamentais associados as comorbidades
associadas a epilepsia. Os resultados otidos nos protocolos experimentais demonstram que o
trans,trans-farnesol, possivelmente, é isento de efeitos toxico quando administrado de forma
aguda pela via oral, sendo a dose letal média (DLso) estimada >5.000 mg/kg. Na investigacéo
do efeito sobre as convulsdes induzidas por pilocarpina observou-se que o trans,trans-
farnesol ndo se mostrou promissor como agente anticonvulsivante, entretanto apresentou um
significativo efeito neuroprotetor. O efeito neuroprotetor promovido pelo trans,trans-farnesol
pode ser decorrente da possivel atuacdo desta substancia nos sistemas de neurotransmissao
colinérgica e monoaminérgica e devido o seu efeito antioxidante. No estudo dos pardmetros
comportamentais, o tratamento com trans,trans-farnesol ndo promoveu efeito ansiolitico no
teste do labirinto em cruz elevado. Nos testes do campo aberto e do nado forgcado observou-se
que o trans,trans-farnesol apresentou um efeito bifasico, ou seja, em doses menores (12,5
mg/kg, v.0.) esta substancia promove efeito tipico de substancias sedativas e/ou depressores; e
em doses elevadas apresenta um efeito tipico de substancias antidepressivas, sendo que este
altimo efeito foi mais evidente no teste do nado forgado, visto que na dose de 50 mg/kg o
trans,trans-farnesol diminuiu o tempo de imobilidade do animal quando comparado com o
grupo salina. Apesar de apresentar efeito do tipo depressor em doses menores, 0 tratamento
com trans,trans-farnesol ndo compromete o sistema motor dos animais, visto que no teste do
Rota-rod nenhuma das doses investigadas provomeram alteragcbes no comportamento dos
animais. Levando-se em conta os resultados obtidos nos modelos pré-clinicos que
investigaram o efeito comportamental e neuroprotetor, fica evidente a importancia de maiores
aprofundamentos nos estudos com o transtrans-farnesol, uma vez que a substancia
demonstrou ser capaz de inibir os efeitos deletérios do desbalanceamento dos fatores
envolvidos no desenvolvimento da neurotoxicidade promovida pela pilocarpina, conferindo-
Ihe uma destacada relevancia dentre as potenciais substancias a serem desenvolvidas para
possivelmente atuar como neuroprotetores na terapéutica da epilepsia.

Palavras-chave: Sesquiterpenos; Farnesol; Neuroprotecdo; Convulséo; Pilocarpina.



ABSTRACT

This study aimed to develop a systematic review (SR) of farnesol’s pharmacological
applications and to investigate its behavioural and neuroprotective effects in animal models.
The SR was performed in accordance with PRISMA guidelines. After applying the inclusion
criteria, 76 articles were selected in the final analysis. From this amount 51.32% of the
publications investigated the antimicrobial effect, 22.37% the antitumor effect, 13.16% the
effects on the nervous and cardiovascular systems, 5.26% the metabolic and hepatic system
effects and 7.89% evaluated other pharmacological and toxicological effects. The
bibliographic study has shown that farnesol has a variety of pharmacological and
toxicological properties that enables its use as a drug itself or as an adjuvant drug. To
investigate the neuroprotective effect of trans,trans-farnesol, the pilocarpine-induced seizures
model was used. The elucidation of the possible mechanisms involved in the neuroprotective
action induced by trans,trans-farnesol was investigated through the participation of the main
systems and neurotransmission pathways affected by pilocarpine during the process of
ictogenesis and/or epileptogenesis: cholinergic and monoaminergic neurotransmission; and
antioxidant system. In addition, the effect of trans,trans-farnesol on the main behavioural
parameters associated with epilepsy comorbidities was evaluated. The results obtained in the
experimental protocols show that trans, trans-farnesol is possibly free of toxic effects when
administered orally, with the estimated mean lethal dose (LD50) >5,000 mg/kg. Investigating
the effect on pilocarpine-induced seizures, it was observed that trans,trans-farnesol was not
promising as an anticonvulsant agent, however it had a significant neuroprotective effect. The
neuroprotective effect induced by trans,trans-farnesol may be due to the possible action of
this substance in cholinergic and monoaminergic neurotransmission systems and due to its
antioxidant effect. In the study of behavioural parameters, treatment with trans, trans-farnesol
did not promote anxiolytic effect in the elevated plus-maze test. In the open field and forced
swimming tests it was observed that trans,trans-farnesol had a biphasic effect, meaning that,
at lower doses (12.5 mg/kg, vo) this substance promotes the typical effect of sedative and/or
depressants substances. On the other hand, at high doses it promotes the typical effect of
antidepressant substances. This last effect is more evident in the forced swimming test, since
at 50 mg/kg the trans,trans-farnesol decreased the animal's immobility time when compared
with the saline group. Despite having a depressant effect at lower doses, treatment with trans,
trans-farnesol does not compromise the animals’ motor system, seeing that in the Rota-rod
test none of the investigated doses caused changes in animal behaviour. Considering the
results obtained in the preclinical models that investigated the behavioural and
neuroprotective effect, it is evident the importance of further studies using trans, trans-
farnesol, since the substance has demonstrated to be capable of inhibiting the deleterious
effects of unbalanced factors involved in the development of neurotoxicity by pilocarpine,
giving it a prominent relevance among the substances eligible to possibly be used as
neuroprotectors in epilepsy therapy.

Keywords:  Farnesol; Systematic review; Pharmacological effects; Neuroprotection;
Epilepsy.
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1. INTRODUCAO

1.1. Apresentagdo

As convulsdes sdo desordens decorrentes de descargas elétricas atipicas dos
neurdnios, que podem resultar em alteracbes comportamentais e/ou disfuncdes cerebrais
(KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014). Trata-se do disturbio neurolégico mais comum
na infancia (RODGERS; GROBEN, 2015) e é a manifestacdo clinica mais importante na
caracterizacgao das epilepsias.

De acordo com Mittal e colaboradores (2011), os trés mecanismos pelas quais as
crises convulsivas podem desenvolver-se sdo: 1) pela reducdo da concentracdo do acido gama
aminobutirico (GABA), levando a diminuicdo do mecanismo inibitério, 2) aumento da
atividade das vias excitatorias, principalmente as mediadas pelo receptor de glutamato
NMDA (N-metil D-Aspartato), e 3) pelo reforco da condutancia neural enddgena,
aumentando as correntes voltagens-dependentes.

O tratamento farmacoldgico das convulsdes se da pelo uso de drogas que agem
controlando as crises através da potencializac¢do da agdo do GABA e pela inibicdo dos canais
de sédio dependentes de voltagem (ALMEIDA, 2006; ATTAL, 2000); promovendo uma
reducdo na responsividade “de neur6nios normais aos impulsos nervosos de alta frequéncia
que surgem nos focos epileptogénicos” (RODGERS; GROBEN, 2015, p. 920), objetivando
controlar as crises diminuindo o limiar das convuls6es desencadeadas pela hiperexcitabilidade
neuronal.

Referente a sua eficacia, os “farmacos anticonvulsivantes fornecem um controle
adequado das convulsdes em cerca de dois tercos dos pacientes” (KATZUNG; MASTERS;
TREVOR, 2014, p. 404). Entretanto, esses medicamentos podem apresentar falhas no
tratamento com efeitos colaterais associados, tais como: resisténcia farmacoldgica,
abstinéncia, efeito teratogénico, acidose respiratdria, hipotensdo e bradicardia (SCHMIDT,;
SCHACHTER, 2014). Quintans-Junior e colaboradores (2002) afirmam que os efeitos
colaterais associado com a elevada toxicidade das drogas antiepilépticas (DAE’s), para o
controle das crises convulsivas, sdo fatores que motivam 0s pacientes a buscarem alternativas
medicamentosas mais seguras. Essas alternativas terapéuticas incluem préticas
complementares e 0 uso de plantas com possiveis propriedades medicinais (AKIYAMA,
OTSUBO, 2010; FRYE; SREENIVASULA; ADAMS, 2015).

De acordo com Chaves (2012), as plantas com propriedades medicinais e as

moléculas bioativas obtidas destas, despertam o interesse de pesquisadores que objetivam o
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desenvolvimento de novos medicamentos que possam ser utilizados pela populagdo no
tratamento de distarbios que afetam o Sistema Nervoso Central (SNC), como ansiedade e
convulsdo, os quais tém um custo terapéutico elevado com a presenca de reacdes adversas que
afetam as atividades profissionais e a qualidade de vida de pessoas que possuem essas
enfermidades.

Almeida, Motta & Leite (2003) afirmam que varias espécies vegetais, como as
plantas aromaticas, sdo utilizadas pelos seus efeitos medicinais, sendo que seus Oleos
essenciais se mostram promissores na descoberta de compostos quimicos com propriedades
bioldgicas no SNC, incluindo acdo antiepiléptica. Ainda nesse estudo, os autores afirmam que
pesquisas sobre Oleos essenciais e seus principais compostos quimicos vém atraindo o
interesse de muitos cientistas, encorajando-os a desenvolver estudos com produtos naturais
que possam levar ao desenvolvimento de novas substancias com efeitos anticonvulsivante-
simile, que possuam vantagens sobre as drogas utilizadas atualmente no tratamento das crises
convulsivas.

Dentre as plantas que apresentam atividades anticonvulsivantes, o0s 06leos
essenciais e 0s principios ativos obtidos das diferentes familias e espécies de plantas
aromaticas vém demonstrando significativa atividade anticonvulsivante em modelos animais,
por exemplo: Oleo essencial de Acorus gramineus Aiton e a-asarone presente nos seus
rizomas (YANG et al., 2006); 6leo essencial de Lippia alba (Mill) N. E. Brown. e trés
quimiotipos presentes nessa espécie, citral, limoneno ¢ a-mirceno (VIANA et al., 2000); o y-
decanolactone presente nas folhas de Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng. (BRUM,;
ELISABETSKY; SOUZA, 2001; COELHO DE SOUZA et al., 1997); a jatamansona presente
no oOleo essencial de Nardostachys jatamansi (D. Don) DC. (ARORA; SHARMA; KAPILA,
1958), dentre outras.

Estudos mostraram que compostos que sdo comuns em Gleos essenciais
apresentam efeitos anticonvulsivante em modelos experimentais in vivo, tais como: terpinen-
4-ol (ATANASOVA-SHOPOVA; RUSINOV; BOICHEVA, 1973; DE SOUSA et al., 2009),
citral, B-mirceno, limoneno (ARORA, SHARMA, KAPILA, 1958; QUITANS-JUNIOR et al.,
2010), linalol (DE SOUSA et al., 2010; NWAIWU; AKAH, 1986), a-terpineol (DE SOUSA;
QUITANS; DE ALMEIDA, 2007), citronelol (DE SOUSA et al., 2006), eugenol,
metileugenol, isoeugenol, estragol, safrol (DALLMEIER; CARLINE, 1981), carvacrol
(QUITANS-JUNIOR et al., 2010).

Na perspectiva de descoberta de novos composto biologicamente ativos oriundos

de plantas medicinais, 0s grupos de metabdlitos secundarios denominados de terpenos ja séo
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descritos na literatura por apresentarem uma diversidade de efeitos no SNC, tais como,
atividade sedativa, ansiolitica, antinociceptiva, anticonvulsivante, pro-convulsivante e
alucindgena (PASSOS et al., 2009).

Dentre os diferentes tipos de terpenos, este trabalho objetiva avaliar o potencial
anticonvulsivante do trans,trans-farnesol, que é um alcool sesquiterpénico utilizado na
perfumaria e fabricacdo de cosméticos devido o seu aroma doce e suave (LAPCZYNSKI et
al., 2008); e descrito na literatura por possuir diferentes atividades bioldgicas, dentre elas
efeitos no SNC, como por exemplo, efeito ansiolitico, depressor (SHAHNOURI;
ABOUHOSSEINI TABARI; ARAGHI, 2016), analgésico (SHAHNOURI; ABOUHOSSEINI
TABARI;  ARAGHI, 2016; SILVA et al, 2017) e  neuroprotetor
(SANTHANASABAPATHY; SUDHANDIRAN, 2015).

Nos estudos de Homayoun e colaboradores (2015), com o extrato hidroalcodlico
dos arbustos de Rosa damascena Mill., e de Azanchi; Shafaroodia & Asgarpanah (2014), com
0 Oleo essencial das flores de Citrus aurantium L., ambas espécies apresentaram efeito
anticonvulsivante e possuem o farnesol na sua composi¢do quimica; entretanto, os autores nao
associaram o efeito anticonvulsivante a presenca desta substancia.

Alem do exposto, no presente estudo realizou-se, também, uma revisdo

sistematica das propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas do farnesol.

1.2. Justificativa e relevancia

A farmacorresisténcia e os efeitos colaterais causados pela ndo seletividade da
acao farmacoldgica das drogas antiepilépticas, bem como a potencial letalidade em casos de
superdosagem e 0s adversos associados, comprometem a seguranga e a aceitacdo do
tratamento pelos pacientes epilépticos. Por estas razdes, apesar da variedade medicamentosa
existente, a busca por novas substancias bioativas com maior seletividade e menor toxicidade
e efeitos colaterais, vem se consolidando nas ultimas décadas, na tentativa de solucionar o que
ainda ha de falho na terapia antiepiléptica.

Assim, devido o potencial farmacolégico do farnesol e por ndo haver estudos
sobre o efeito neuroprotetor desta substancia no modelo de convulsdo induzida por
pilocarpina, este trabalho representa um esfor¢co no sentido de compilar as evidéncias
cientificas e toméa-las como direcionamento para investigar o efeito comportamental e

neuroprotetor do farnesol em modelos animais, de forma que possam vir a contribuir como
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futuras ferramentas a serem aplicadas na compreensdo dos mecanismos envolvidos no
processo de ictogénese e/ou epileptogénese e na terapia medicamentosa da epilepsia.

Essa pesquisa, também, tem como finalidade colaborar e enriquecer o
conhecimento farmacoldgico e toxicoldgico do farnesol, caracterizando significativamente
suas atividades terapéuticas e/ou toxicas, enfatizando a importdncia da pesquisa com
moléculas bioativas oriundas de produtos naturais, bem como contribuir com a capacitacdo de
recursos humanos e desenvolvimento cientifico da Bioprospeccdo de produtos naturais na

Regido do Cariri Cearense.

1.3. Questdo norteadora da revisao sistematica

e Quais sdo as propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas do farnesol?

1.4. Questdo norteadora da revisao critica das patentes

e Quais sdo os produtos de interesses farmacéuticos patenteados que possuem 0

farnesol na sua formulacao?

1.5. Hipoteses do estudo de bioprospeccédo farmacolégica com o trans,trans-farnesol

O trans,trans-farnesol promove um efeito anticonvulsivante e neuroprotetor em camundongos

Al submetidos a convuls@es induzidas por pilocarpina.

AZANCHI; SHAFAROODIA; ASGARPANAH, 2014; HOMAYOUN et al., 2015; SHAHNOURI;
PR ABOUHOSSEINI TABARI; ARAGHI, 2016; SILVA et al., 2017.
Ho O trans,trans-farnesol promove efeito anticonvulsivante por interagir com com receptores

muscarinicos.
PR SHAHNOURI; ABOUHOSSEINI TABARI; ARAGHI, 2016.

H3 O trans,trans-farnesol promove efeito anticonvulsivante por afetar os niveis de monoaminas no
sistema nervoso central.

PR HOMAYOUN et al., 2015; SOUZA, 2016.

H4 O trans,trans-farnesol promove efeito neuroprotetor por possuir propriedade antioxidante.
PR QAMAR; SULTANA, 2008; SANTHANASABAPATHY; SUDHANDIRAN, 2015.

H1 — Hipotese 1; H2 — Hipdtese 2; H3 - Hipotese 3; PR — Premissas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Realizar uma revisao sistematica das aplica¢6es farmacoldgicas do farnesol;
Investigar a atividade comportamental e neuroprotetora do trans,trans-farnesol

em modelos animais.

2.2. Objetivos Especificos

Desenvolver uma revisdo sistematica sintetizando os estudos pré-clinicos e
clinicos que investigaram os efeitos farmacologicos e toxicologicos do farnesol;
Realizar uma sintese critico-analitica das patentes de interesses farmacéuticos que
contém o farnesol na sua formulacéo;

Estimar a dose letal média (DLso) pela administracdo oral aguda do trans,trans-
farnesol;

Identificar os efeitos comportamentais decorrentes da administracdo oral aguda do
trans,trans-farnesol em camundongos submetidos aos testes do labirinto em cruz
elevado, campo aberto, Rota-rod, nado forgado e convulsdes induzidas por
pilocarpine;

Investigar o possivel efeito anti-colinérgico pela administracdo oral aguda do
trans,trans-farnesol em camundongos tratados com oxitremorina (antagonisa
muscarinico);

Investigar o efeito da administragcdo oral aguda do trans,trans-farnesol sobre a
concentracdo das monoaminas no corpo estriado de camundongos submetidos a
convulsdo induzida por pilocarpina;

Investigar o efeito da administracdo oral aguda trans,trans-farnesol sobre as
concentracfes de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARs) e
nitrito/nitrato no hipocampo de camundongos submetidos a convulsdo induzida
por pilocarping;

Sugerir um mecanismo de agdo para o efeito observados nos testes com o

trans,trans-farnesol.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. Epilepsia
3.1.1. Aspectos gerais
O termo epilepsia, derivado do verbo grego “epilambanein” (em/fverva), que
significa "apreender, possuir ou afligir”, é utilizado para se referir a uma dornga decorrente de
um conjunto de desordens neurol6gicas crénicas que tem como principal caracteristica a
incidéncia de descargas elétricas atipicas e imprevisiveis no SNC (crises convulsivas),
podendo promover alteracdes comportamentais e/ou disfungdes cerebrais (FISHER, 2017,
FISHER et al., 2014). A epilepsia pode afetar pessoas em qualquer faixa etaria, entretanto sua
maior incidéncia € em criangas e idosos (SANDER, 2003); e, por ser de carater cronico,
promove altos indices de morbidade e mortalidade na populacdo em geral (BANERJEE;
VITVITSKY; GARG, 2008).
A Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2018) estima que atualmente cerca de
50 milh6es de pessoas, em todo o mundo, vivem com epilepsia, e que a cada ano quase 2,4
milhdes de novos casos sao diagnosticados. Cerca de 80% dos pacientes com epilepsia vivem
em paises de baixa e média renda, sendo estimada, nesses paises, uma propor¢do de 7 a 14
epilépticos a cada mil pessoas. Em paises de alta renda anualmente 30 a 50 pessoas, a cada
100.000 habitantes, sdo diagnosticadas com epilepsia. Essa maior incidéncia e prevaléncia de
epilépticos em paises de baixa e média renda pode ser devido ao aumento do risco de
condigbes endémicas (com malaria ou neurocisticercose), a maior incidéncia de lesdes no
transito, lesdes relacionadas ao parto, disponibilidade de programas preventivos de salde,
acessibilidade ao atendimento e pelas varia¢@es na infraestrutura médica (OMS, 2018).
O primeiro relato do que aparenta ser uma crise epiléptica data de 2000 anos a.C.
e foi encontrado em um texto escrito na lingua acadiana, utilizada na regido da Mesopotamia
(atual Iraque) (MAGIORKINIS; SIDIROPOULO; DIAMANTIS, 2010; TEMKIN, 1994). O
autor do texto retrata um paciente com sintomas semelhantes a epilepsia:
[...] Seu pescoco vira para a esquerda, suas maos e pés encontram-se tensos e
os seus olhos arregalados, a sua boca esta a espumar e este encontra-se sem
consciéncia alguma”. O exorcizador diagnosticou a condicdo como
“antasubbl”, que pode ser traduzida como "a médo do pecado", que seria
trazida pelo Deus da lua (LABAT, 1951, pp. 80-81).
O Sakikku (que significa todas as doengas), um dos mais antigos textos médicos

babilénicos (1067 — 1046 a.C.), refere-se a epilepsia com 0s termos “miqtu” e “antasubba”
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(EADIE; BLADIN, 2001; SCURLOCK; ANDERSEN, 2005), sendo que este ultimo
apresenta semelhangas com a palavra acadiana “antasubbii”.

No Antigo Egito sdo encontrados relatos sobre epilepsia no papiro de Edwin
Smith (1700 a.C), o qual refere-se a convulsdes epiléticas na descricdo de pacientes que
“extremecem excessivamente” (MAGIORKINIS; SIDIROPOULO; DIAMANTIS, 2010).

A pesquisadora Marten Stol (1993) afirma que o cddigo Hamurabbi (1790 a.c.)
também faz referéncia a epilepsia. O cddigo declara que um escravo poderia ser devolvido e 0
dinheiro reembolsado se bennu (palavra utilizada para se referir a epilepsia) aparecesse dentro
do mesmo em até um més ap0ds a sua compra.

Na medicina indiana (século 6 a.C.) o autor médico Atreya afirma que a epilepsia
¢ doenca decocrrente de uma disfuncdo cerebral e ndo da intervencdo divina. Atreya
categorizou quatro tipos diferentes de epilepsia, sendo um desses tipos chamado de
Abasmara, que se referia a sintomas premonitorios no qual os pacientes perdiam a memoria
(PIRKNER, 1929).

A escassez de conhecimento referente aos mecanismos fisiopatologicos das
convulsdes perpetuou-se por muito tempo e fez com que diversos povos da antiguidade
criassem crengas e estigmas religiosos em torno da epilepsia como possessdo, maldi¢do ou
castigo divino. Nem mesmo os estudos de Hipdcrates (400 a.C.), um dos maiores médicos da
Era Classica na Grécia e considerado por muitos o “pai da medicina”, e de Galeno (175 d.C.),
tido como o mais talentoso médico investigativo do periodo romano, afirmando que a
epilepsia era originada a partir de anomalias decorrentes do cérebro, foram eficazes na
desmistificacdo das crencas e atitudes populares daquela época. Hipocrates chamou a
epilepsia de "grande doenca" (HIPPOCRATE, 1849a) e, portanto, a partir dai originou-se o
termo “grande mal” (HIPPOCRATE, 1849Db).

Durante a Idade Média, na Santa Inquisicdo, muitos epilépticos foram perseguidos
e condenados a morte por serem considerados loucos e hereges (FERNANDES, 2013). As
crengas nas questdes misticas que estavam por tras das crises convulsivas comecaram a ser
modificadas apenas durante o lluminismo, através dos avancgos cientificos no campo da
Anatomia, Patologia, Farméacia e Fisiologia, que despontaram as teorias fisiopatogénicas
relacionadas ao desencadeamento das crises convulsivas e da epileptogénese (BROWNE;
HOLMES, 2011).

A descoberta do neurdnio e das suas fungGes nos mecanismos de transmissdo
neuronal, nos séculos XVIII e XIX, foram essenciais para desmistificar a crenca de que a

epilepsia era uma doenga divina e, assim, pudesse ser compreendida (MOREIRA, 2004). No
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século XIX, através dos avancos nos conhecimentos de neurofisiologia, a epilepsia passou a
ser aceita pela comunidade cientifica como uma enfermidade de origem cerebral
(FERNANDES, 2013). John Hughlings Jackson (1835-1911), neurologista britanico e
apelidado de “pai da epilepsia”, foi um dos primeiros cientistas a descrever 0S processos
neurofisiologicos envolvidos na epileptogénese (SHORVON, 2014).

A partir do século XX, a epilepsia passou a ser encarada como uma doencga que
necessitava de tratamento e os cientistas estavam mais confiantes das causas bioldgicas da
epilepsia. O inicio desse século é marcado por grandes descobertas e avangos nas pesquisas
desenvolvidas em todas as areas da neurologia, e pode-se citar como exemplo a descoberta de
Santiago Ramoén y Cajal (1852-1934) que, através dos seus estudos histolégicos do sistema
nervoso, demonstrou que os neurdnios sdo células especificas e individuais que estabelecem
comunicacg0es entre si, opondo-se ao que foi sugerido por Camillo Golgi (1843-1926), o qual
acreditava na existéncia de um reticulo continuo. As descobertas Cajal e Golgi fizeram com
que eles partilhassem o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1906 (TYLER et al.,
2003). Nessa mesma época novos meios de diagndsticos para doencas neuroldgicas foram
introduzidos, tais como a mielografia, eletroencefalografia, eletromiografia e angiografia
(PEREIRA; PITA, 2000; TYLER et al., 2003). Os avancos dessa época foram fundamentais
para uma melhor compreensdo das enfermidades subjacentes ao sistema nervoso e
favoreceram estudos mais aprofundados para o entendimento dos mecanismos envolvidos na
epileptogénese (TYLER et al., 2003).

Hordienamente, com 0s avancos biotecnolégicos, os mecanismos envolvidos na
epileptogénese estdo, cada vez mais, evidentes, e sabe-se que a epilepsia consiste num grupo
de sindromes heterogéneas, a qual pode apresentar diferentes caracteristicas cognitivas,
emocionais e comportamentais associadas as crises convulsivas. Com os estudos da genética
foi possivel identificar centenas de genes humanos que podem estar envolvidos na patogénese
da epilepsia (OYRER et al., 2018). Essas novas descorbetas acerca das diferentes causas da
epilepsia possibilitaram uma nova classificacdo para as crises convulsivas (FISHER et al.,
2017) e o desenvolvimento de novos farmacos antiepilépticos com maior eficacia e seguranca
(ELGER; SCHMIDT, 2008; LIU et al., 2013).

Apesar dos avancos cientificos possibilitarem uma maior compreensdo sobre a
fisiopatologia e tratamento da epilepsia, e mesmo com a facilitagdo do acesso a informagdes,
0 aspecto mistico em torno da origem sobrenatural da epilepsia ainda esta presente em varias
regides do mundo (BASKIND; BIRBECK, 2005; RHODES et al., 2008). No Haiti, pais onde
a religido e préatica do vodu predomina, a populacdo desse pais da muita importancia as
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caracteristica e costumes histéricos dessa religido, principalmente no que se refere a possessao
e ao transe, estando esses conceitos no centro das crengas nas causas sobrenaturais da
epilepsia (CAVANNA; CAVANNA; CAVANNA, 2010). Na Arabia Saudita, os resultados
obtidos com o estudo de Obdeid e colaboradores (2012) mostraram que, mesmo em pessoas
com maior status de escolaridade e familiarizados com a epilepsia, é bastante prevalente a
crenca de que a possessao demoniaca por “Jinn” é a causa dessa doengca. Em comunidade sul-
asiaticas do Reino Unido € frenquente pela populacdo a crenca de que a epilepsia é causada
por uma maldicdo divina e em paises asiaticos e africanos essa doenga é tida como
contagiosa, o que favorece a descriminacdo e ndo aceitacdo dos epilépticos na sociedade
(BARTOLINI; BELL; SANDER, 2011). Em pesquisa desenvolvida por Ismail e
colaboradores (2005), com pacientes epilépticos sul-asiaticos, os autores observaram que mais
da metade dos entrevitados atribuem as causas da epilepsia ao destino e a vontade de Deus,
acreditando ser uma forma de castigo ou punicao pelos pecados cometidos em vidas passadas.
Além disso, os entrevistados relataram que ja sofreram discriminacdo por parte de pessoas

que acreditavam que a epilepsia era contagiante.

3.1.2. Classificacao e diagndstico

Até o inicio do ano de 2017, as crises convulsivas eram classificadas, no ambito
internacional, em dois tipos: 1) crises parciais, que tem inicio em uma determinada parte do
cérebro e se restringe apenas a um grupo de neurbnios, e 2) crises generalizadas, que
envolvem descargas elétricas excessivas atingindo os dois hemisférios cerebrais, podendo ser
caracterizadas, também, como agudas (ndo recorrentes) e cronicas (recorrentes), sendo esta
Gltima o que se denomina de epilepsia (JIRSA et al., 2014). Entretanto, recentemente a
“International League Against Epilepsy” (ILAE) apresentou algumas mudangas ¢ propds uma
nova classificacéo, a qual leva em consideracao o inicio das crises convulsivas (inicio focal ou
generalizado) e permite a classificacdo quando o inicio ndo é observado e inclui alguns tipos
de convulsbes que até entdo estavam sem classificagdo. Um outro objetivo da nova
classificacdo € adotar nomes que sejam mais transparentes e compreensiveis (FISHER et al.,
2017a).

A nova classificacdo da ILAE traz as seguintes alteracdes: a) O termo “focal”
substitui as “crises parciais”, sendo o nivel de consciéncia utilizado como classificador dos
diferentes tipos de convulsbes focais, as quais podem ser classificadas em crise focal
perceptiva (quando a percepcao da pessoa € mantida — antigamente denominada crise parcial

simples) ou em crise focal disperceptiva (quando ha comprometimento da percepcdo —
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antigamente denominada crise parcial complexa); b) foram eliminados os termos
discognitivos, simples parcial, complexo parcial, psiquico e secundariamente generalizado; c)
as convulsbes focais sdo classificadas em automatismos, detencdo de comportamentos,
hipercinética, autondmica, cognitiva e emocional; d) os espasmos atdnicos, clonicos,
epilépticos, mioclénicos e tonicos podem ter inicio focalizado ou generalizado; e) as
convulsdes focais tonico-clonicas bilateral substitui as crises secundarias generalizadas; f) a
crises generalizadas sdo classificadas em crises motoras ou ndo motoras (auséncia); g) as
convulsbes de inicio desconhecido podem ter caracteristicas que podem ainda ser
classificadas em tdnico-clénica, espamos epilépticos ou parada comportamental (FISHER et
al., 2017a). A figura 1 apresenta a atual classificacdo operacional das crises epilépticas

proposta pela ILAE.

CLASSIFICACAO DOS TIPOS DE CRISES DA ILAE 2017

Automatismo
Atonicas!

Clonicas
Inicio motor —_— Espasmos epilépticos!
Perceptivas — Hipercinéticas
Mioclonicas
Tonicas
‘ Autondmicas
INICIO FOCAL — Disperceptivas —> Parada comportamental
Inicio ndo motor —=  Cognitivas
S Emocionais

Sensoriais

—

Focal evoluindo para
L___ ténico-clénica bilateral

Ténico-clonicas
Clénicas
— Ténicas
Motoras Midﬁnicas - -
Mioclono-ténico-clénicas
Moclono-aténicas

Aténicas

INiC]O GENERALIZADO — Espasmos epilépticos!

Tipicas
Atipicas

Nio motoras S
Miclénicas

e e——
Miclonias palpebrais

—

. Motoras Ténico-clénicas
INICIO DESCONHECIDO — Espasmos epilépticos?

Niao motoras (parada comportamental)

—

NAO CLASSIFICADAS
!Estas podem ser focais ou generalizadas, com ou sem alteragdo da perceptividade.
FONTE: adaptada de Fisher et al., 2017a.
Figura 1. Classificacdo operacional das crises epilépticas proposta pela International League
Against Epilepsy (ILAE).
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Para classificar o tipo de crise convulsiva ou epiléptica a principio deve
determinar se as manifestacGes iniciais das crises possuem aspectos focais ou generalizados.
Existem casos em que o inicio ndo pode ser observado, sendo assim a crise classificada como
de inicio desconhecido (FISHER et al, 2017a).

O diagnostico da epilepsia pode ser realizado clinicamente, através da anamnese e
e exame fisico com avaliacdo neuroldgica detalhada, e com bases nos exames laboratoriais
complementares — exames de neuroimagem (tais como: tomografia e/ou ressonancia
magneética) ou elétricos (eletroencefalograma - EEG) (FISHER et al., 2017a, 2017b).

O EEG interictal é tido pelos neurologistas como o exame laboratorial de maior
relevancia para um diagnostico de epilepsia mais preciso (COSTA; CORREA; PARTATA,
2012; ZUBERI; SYMONDS, 2015), uma vez que permite caracterizar o tipo e frequéncia das
crises epilépticas (ILAE, 2016). Nas crises focais, 0s achados eletroencefalograficos revelam
a presenca descargas epileptiformes focais contralaterais, unilaterais ou bilaterais, as quais
geralmente sdo assincrénicas (ILAE, 2016). Referente as crises generalizadas, observa-se no
EEG a presenca de complexos espicula-onda generalizados. Para as crises de auséncia atipica
tem-se a presenca de atividade de base comumente anormal e formacdo de complexos ponta-
onda irregulares, geralmente mais lentos ou mais rapidos, bilaterais, mas assimétricos. Nas
crises tdnico-clénicas os tragos eletroencefalograficos demonstram complexos poliponta-onda
ou ponta-onda (ILAE, 2016). Por outro lado, nas epilepsias com crises focais e generalizadas
combinadas, o EEG interictal revela a presenca de espicula-onda generalizada associada com
descargas epileptiformes focais. Nas epilepsias classificadas como desconhecidas, 0 EEG
apresenta-se normal, embora clinicamente saiba-se que o paciente é epiléptico (FISHER et al.,
2017h).

3.2. Epilepsia do Lobo Temporal

Dentres os diferentes tipos de epilepsias, a epilepsia do lobo temporal (ELT) é a
que apresenta uma maior incidéncia em adultos e tem sido referida como a forma mais
comum de epilepsia focal, sendo frequentemente considerada o tipo de epilepsia de maior
relevancia clinica devido a sua gravidade e pelo alto percentual de pacientes resistentes a
farmacoterapia (CHANG; XU, 2017; ENGEL et al., 2012; WHITE; LOSCHER, 2014). Esta
nomenclatura deve-se ao fato dessas crises terem origem em estruturas do lobo temporal. A
formacdo hipocampal é a principal estrutura afetada durante as crises (ANDERSEN et al.,
2006; WALKER et al., 2006).
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A ELT representa cerca de 40% de todos os casos de epilepsia na vida adulta,
podendo se manifestar como crises parciais complexas que, por vezes, € dividida em epilepsia
temporal neocortical e epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM), sendo que esta ultima
requer uma maior atengéo devido a sua alta prevaléncia (representa cerca de 60% dos casos de
ELT), refratariedade ao tratamento farmacolégico e por estar associada a esclerose
hipocampal (GUEDES et al.,, 2006; WIESER, 2004). Entretanto, por ser considerada
refrataria e devido ao vasto conhecimento sobre as regides afetadas, a ELT é uma das
epilepsias mais indicadas para tratamento cirrgico (TELLEZ-ZENTENO; HERNANDEZ-
RONQUILLO, 2012).

Para fins conceituais, a ELT pode ser definida como uma doenca crbnica de
multiplas causas (tais como: trauma, infeccdo e/ou isquemia); uma das suas principais
caracteristicas é a presenca de crises epilépticas recorrentes que, na maioria dos casos, estdo
associadas a esclerose hipocampal (DE LORENZO et al., 2001; THOM et al., 2009). Outra
caracteristica comum nesse tipo de epilepsia é a lesdo hipocampal decorrente da morte
neurdnios e interneurdnios que inervam essa area cerebral. Como consequéncia dessa lesdo, o
organismo inicia um processo de epileptogénese e aciona mecanismos de reparo e
compensagdo, tais como: restauracdo das redes neuronais anormais, neurogénese,
neuroinflamagdo, microgliose e astrogliose (CURIA et al., 2014; ENGEL et al., 2011). Na
ELT o processo de neurogénese produz células imaturas e aberrantes que podem contribuir
negativamente nas alteracbes morfofuncionais da rede neuronal dos pacientes com esse tipo
de epilepsia. Além disso, observa-se uma diminuicdo na densidade de espinhos dendriticos
(KURZ et al., 2008; YUSTE, 2011). Estudos demonstram que as analises histopatoldgicas
feitas em tecidos cerebrais de pacientes com ELT revelam a presenca da esclerose
hipocampal, com alteracdes nos componentes da matriz extracelular do hipocampo associadas
a gliose e atrofia desse 6rgdo (PEROSA et al., 2002; PITKANEN; LUKASIUK, 2009).

Em pacientes portadores de ELT é frequente a presenca de alteracdes cognitivas e
comportamentais decorrentes do comprometimento nas fungdes do sistema limbico sensorial,
como irritabilidade, agressividade, humor alterado, preocupacdo excessiva com detalhes,
memoria prejudicada e depressdo (BEAR, 1979; BEAR; FEDIO, 1977, WAXMAN;
GESCHWIND, 1974), sendo esta Ultima a comorbidade mais comum em pacientes com
epilepsia (HARDEN, 2002; KANNER; BALABANOV, 2002).

Loscher (2012) afirma que as alteragdes morfofuncionais decorrentes da ELT

geram mudancas cognitivas e comportamentais, as quais reforcam a progressdao da
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epileptogénese e sdo responsaveis, em parte, pelo estabelecimento de um quadro clinico

crénico e pela farmacorresisténcia presente nesse tipo de crise (figura 2).

EVENTOS INICIAIS RESPONSAVEIS PELA EPILEPTOGENESE
(ex.: predisposi¢do genética, traumas cranianos, AVE, doengas neurodegenerativas,
convulsdes febris, status epiléptico, dentre outros)

v

MECANISMOS DE REPAROS ACIONADOS
(ex.: restauragdo das redes neuronais anormais, neurogenese,
neuroinflamacdo, microgliose e astrogliose )

v v
REPARO OU CONTROLE FALHA NO REPARO
I
—
INiCIO DA EPILEPTOGENESE ¥

(hiperexcitabilidade dos neurdnios e/ou circuitos neuronais, alteracdes na
fungdo e expressio de receptores e canais i6nicos, perdas neuronais,

SEM CONSEQUENCIAS

neurogéneses, brotamento dendritico ou axonal, gliose, eventos inflamatérios)

y

CRISES ESPONTANEAS »| ALTERACOES COGNITIVAS
(inicio clinico da epilepsia) < E COMPORTAMENTAIS
> SEM PROGRESSAQ
v
PROGRESSAO
A 4
EPILEPSIA CRONICA

(geralmente farmacorresistente)

FONTE: adaptado de Ldscher, 2012.
Figura 2. Fases do desenvolvimento e progressédo da epilepsia do lobo temporal.

3.3. Ictogénese e epileptogénese

Em condig¢des normais existem mecanismos, no nosso organismo, que facilitam o
disparo e propagacdo de estimulos neuronais normais e mecanismos responsaveis pela
protecdo dos neurdnios frente as descargas elétricas excessivas na membrana neuronal
(SCHARFMAN, 2007). Quando esses dois mecanismos compensatorios, responsaveis por
manter a homeostase entre estimulos excitatorios e inibitdrios no cérebro sofrem um

desequilibrio, podem surgir espisodios de hiperexcitabilidade cerebral que levam o individuo
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a sofrer crises convulsivas; a esse processo dar-se 0 nome de ictogénese (SILVA; CABRAL,
2008).

Os mecanismos responsaveis pela ictogénese podem ter origem em diferentes
niveis do sistema nervoso. Silva & Cabral (2008) afirmam que primeiramente tem-se 0
envolvimento dos ions e membrana celular, depois das células e circuitos locais e, por fim, a
participacdo das grandes redes neuronais. Isto corrobora com o proposto por Mittal e
colaboradores (2011), os quais sugerem que existem trés principais mecanismos pelos quais
as crises convulsivas podem desenvolver-se: 1) pela reducdo do acido gama aminobutirico
(GABA), decorrente da diminui¢cdo do mecanismo inibitério; 2) aumento da atividade das vias
excitatorias, principalmente as mediadas pelo receptor de glutamato NMDA (N-metil D-
Aspartato), e 3) pelo reforco da condutancia neural enddgena, aumentando as correntes
voltagens-dependentes.

Por outro lado, epileptogénese € o termo utilizado para se referir aos fatores
predisponentes ou responsaveis pelos processos que ligam a lesdo cerebral ao surgimento
subsequente da epilepsia (GOLDBERG; COUTLER, 2013). O termo periodo de laténcia €
por vezes utilizado como sinbnimo de epileptogénese, ambos séo termos operacionais para
designar o processo dindmico que altera progressivamente a excitabilidade neuronal
estabelecendo interconex@es criticas e possiveis mudangas estruturais antes da primeira
convulsdo espontanea (ENGEL; PEDLEY, 2005).

Dentre os fatores etioldgicos que podem acometar 0 cérebro e causar epilepsia
temos: lesdo traumatica no cérebro, tumores, acidente vascular encefalico (AVE — isquémico
ou hemorréagico), infeccdes, paralisia cerebral, hipoxia durante o parto, doencas
neurogenerativas, convulsdes sintomaticas de longa duracdo (tais como: convulsdes febris
complexas e status epiléptico) e a predisposicio genética (ILAE, 2015; LOSCHER;
BRANDT, 2010; MANI, POLLARD; DICHTER, 2011).

O quadro abaixo apresenta um resumo atual das possiveis causas etioldgicas da
epilepsia estabelecidas pela ILAE no ano de 2015:
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Quadro 1 — Classificacdo etioldgica da epilepsia proposta pela International League Against
Epilepsy (ILAE, 2015).

CLASSIFICACAO CAUSAS ETIOLOGICAS

Genética ¢ Quando ha deducédo ou comprovagdo de uma causa genética.
e A maioria das epilepsias antes consideradas idiopaticas.
e Secundérias a uma lesdo cerebral estrutural identificavel.
o Lesdo(Bes) congénita(s) (ex.: lisencefalia), adquirida(s) (ex.: devido acidente
Estrutural vascular cerebral, trauma e infecgdo) ou progressiva(s) (ex.: neoplasia).
e Algumas epilepsias estruturais geneticamente determinadas (ex.: esclerose
tuberosa).
Metabélica e Secundarias a existfﬁ.r}ciq de uma doenca metabolica (genética ou adquirida) que
resulta em crises epilépticas.
Triae ° Se_cundérias a um processo patol()gico mediado pelo sistema imunolé_gico, com
evidéncia de inflamacdo no sistema nervoso central (ex.: encefalite autoimune).
Infecciosa e Secundérias a uma infeccdo, tais como: malaria cerebral, neurocisticercose,

toxoplasmose cerebral ou encefalite viral.
Desconhecida e Quando ndo ha uma causa identificavel ou que ndo pode ser deduzida.

FONTE: adaptado de Zuberi & Symonds, 2015 apud ILAE, 2015.

Ao acometer o individuo os diferentes eventos etioldégicos podem promover
mudancas estruturais no sistema nervoso e desencadear alguns processos fisiopatologicos,
como a neurodegeneracdo, neurogénese (podendo ocorrer formacdo de células aberrantes),
glioses, danos aos brotamentos ou axdnios, comprometimento da barreira hematoencefalica,
infiltragdo e recrutamento de células inflamatorias no tecido cerebral, reorganizacéo da matriz
extracelular e da arquitetura molecular de células neuronais individuais (LUKASIUK;
PITKANEN, 2011).

3.3.1. Papel do sistema colinérgico

Estudos ja realizados, objetivando investigar os mecanismos envolvidos na
epileptogénese, tém reportado a participacdo da neurotransmissdo colinérgica central como
umas das vias responsaveis pelo desencadeamento da epilepsia (FRIEDMAN; BEHRENS;
HEINEMANN, 2007; JOPE; MORRISETT; SNEAD, 1986; KHAN et al., 2000; OLNEY;
COLLINS; SLOVITER, 1986; PERSINGER; LEUNG; STEWART, 2001; SAVOLAINEN;
HIRVONEN, 1992; TURSKI et al., 1983), principalmente das crises que afetam o lobo
temporal (FRIEDMAN; BEHRENS; HEINEMANN, 2007).

A amina biogénica acetilcolina (ACh) e as enzimas responsaveis pela sintese e
metabolizacdo da mesma formam o sistema de neurotransmissdo colinégica (BRUNEAU;
AKAABOUNE, 2006), o qual pode atuar na mediacdo quimica, durante as sinapses, em

diferentes locais do organismo. Essa atuacdo pode ser dar pela interacdo da ACh com
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receptores nicotinicos — canais i6nicos que permitem a passagem de s6dio — ou com
receptores muscarinicos — acoplados a proteina G.

A neurotransmissdo colinérgica € um dos principais sistemas responsaveis pelos
estimulos excitatorios no sistema nervoso central (OLNEY et al., 1986). Os receptores
colinérgicos muscarinicos sdo reponsaveis por cerca de 99% das interagdes ACh-receptor
(EGLEN, 2006; ELGOYHEN et al., 2000); esses receptores sdo subdivididos em cinco tipos:
M1, M3 e M5 (acoplados a proteina Gq), quando ativos promovem a propagagéo de estimulos
excitatorios através da ativacdo da fofolipase C; M2 e M4 (acoplados a proteina Gip), quando
ativos promovem a propagacdo de estimulos inibitérios promovendo a inibicdo da adenilil
ciclase e consequente reducdo do AMPc (adenosina 3',5'-monofosfato ciclico) intracelular
(ONNER et al., 1987; GOODMAN; GILMAN, 2012; HULME et al., 1990; KATZUNG;
MASTERS; TREVOR, 2014; LIAO et al., 1989; WESS et al., 1990).

Os receptores M1 sdo conhecidos também como neurais, uma vez que S0
encontrados em maior abundancia em neurbnios presentes no sistema nervoso central,
principalmente nos dendritos espinhosos (FRIEDMAN; BEHRENS; HEINEMANN, 2007). A
interacdo da ACh nesse tipo de receptor promove uma reducdo na conduténcia de potassio e,
assim, medeia os estimulos excitatérios (GOODMAN; GILMAN, 2012; KATZUNG,;
MASTERS; TREVOR, 2014).

Experimentos pré-clinicos com modelos de convulsbes em roedores tém
favorecido a compreensdo das propriedades epileptogénicas da ACh e dos agentes exdgenos
gue mimetizam a acdo dessa substancia no organismo. Os modelos que fazem o uso da
pilocarpina — agonista colinérgico muscarinico que ativa receptores do tipo M1 — demonstram
gue essa substancia dispara uma cascata de eventos intracelulares excitatorios que ativam a
fosfolipase Cp promovendo, consequentemente, lesdes cerebrais e mudancgas cognitivas e
comportamentais (ABDUL-RIDHA et al., 2014; KRUSE et al.,, 2014; SAVOLAINEN;
HIRVONEN, 1992; TURSKI et al., 1989).

Hamilton e colaboradores (1997) demostraram que 0s ratos nocauteados para o
receptor M1 sdo resistentes a convulsdes induzidas por agonistas colinérgicos (ex.:
pilocarpina) que atuam nesse tipo de receptor. Entretanto, Persinger e colaboradores (1993) e
Marinho e colaboradores (1998), afirmam que a ativacdo dos receptores colinérgicos
muscarinicos pela pilocarpina ndo € o Unico mecanismo responsavel pelo desenvolvimento da
epilepsia. Os autores sugerem que apos a ativacdo do sistema colinérgico ocorrem eventos
subsequentes que interagem, de forma direta ou indireta, com outros sistemas de

neurotransmissao, sdo eles: os sistemas GABAérgico, glutamatérgico e monoaminérgico
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(dopaminérgico, noradrenérgico e serotoninérgico). Como consequéncia da administracdo da
pilocarpina observa-se também a alteracdo na atividade enzimatica de sistemas antioxidantes,
0 que promove um processo de oxidacdo com consequente neurodegeneracdo (FREITAS,
2011).

3.3.2. Papel do sistema gabaérgico

Os sistemas de neurotransmissdo envolvidos na inibi¢cdo neuronal tém sido foco
de pesquisas que objetivam elucidar os mecanismos envolvidos na ictogénese e
epileptogénese (BRIGGS; GALANOPOULOQU, 2011). O 4cido y-amino-butirico (GABA) é o
principal mediador dessa neurotransmissao inibitéria (BRIGGS; GALANOPOULOU, 2011;
GHADIRI et al., 2016; MANAYI et al., 2016; SGADO et al., 2011), atuando em cerca de 1/3
de todas as sinapses inibitorias que ocorrem no sistema nervoso central (KATZUNG,;
MASTERS; TREVOR, 2014).

O GABA ¢ formado a partir da descarboxilacdo do glutamato; pela atuacdo da
enzima acido glutamico descarboxilase, armazenado em vesiculas sinapticas dos nerundnios
cerebrais do tipo GABAérgico e liberado para o meio extracelular de maneira dependente de
calcio (Ca*?), para que assim possa ser realizado o processo de neurotransmissio, através da
sua ligacdo com o0s receptores gabaérgicos — GABAa, GABAgs e GABAc (BRIGGS;
GALANOPOULOU, 2011; GOODMAN; GILMAN, 2012; KATZUNG; MASTERS;
TREVOR, 2014).

Os receptores do tipo GABAA sdo canais i6nicos pentaméricos compostos por
duas subunidades o ¢ duas B, enquanto que a quinta subunidade é formada por y ou 6. Em
alguns receptores GABAa podem estar presentes as subunidades €, 6 ou 7, porém com menos
frequéncia (FARRANT; KAILA, 2007; GALANOPOULO, 2008; OLSEN; LI, 2010). Ja
foram identificadas em mamiferos 16 subunidades do receptor GABAA, destas; 3 subunidades
sdo do tipo o (01— ae), 3 B (B1—P3), 3 vy (y1—1v3), 1 8, 1 & 1 B e 1 m; essas diferentes
subunidades contribuem para as diferentes propriedades farmacocinéticas, localizagéo celular
e afinidade de cada ligante pelo receptor GABAA. O que diferencia os receptores GABAa dos
receptores GABAc ¢ presenga de uma subunidade p nesse tipo de receptor (BRIGGS;
GALANOPOULOU, 2011).

Ao interagir com o GABA, os receptores GABAA € GABAc promovem um
aumento no influxo de cloreto e bicarbonato para o citosol; como consequéncia dessa
interacdo tem-se a hiperpolarizacdo da membrana celular, sendo esse mecanismo de inibicdo

neuronal eficaz em antagonizar as crises convulsivas/epilépticas (BRIGGS;
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GALANOPOULOU, 2011; GOODMAN; GILMAN, 2012; KATZUNG; MASTERS;
TREVOR, 2014; SGADO et al., 2011). Esse efeito inibitorio promovido pelo GABA pode ser
potencializado pela ligacdo dos benzodiazepinicos, barbitdricos e alcool, nos sitios alostéricos
presentes nos receptores GABAAa. Algumas dessas substincias (ex: benzodiazepinicos e
barbitdricos) podem ser Uteis no tratamento de alguns tipos de crises convulsivas
(FARRANT; KAILA, 2007; GALANOPQOULO, 2008; OLSEN; LI, 2010).

Quanto aos receptores do tipo GABAGg, esses sdo receptores metabotropicos que
promovem seus mecanismos de acao através da sinalizagdo via proteina G. A interacdo do
GABA com esse tipo de receptor regula a producdo de AMPc (GOODMAN; GILMAN,
2012; KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014), modifica a condutancia de potassio e calcio
na membrana celular (PADGETT; SLESINGER, 2010), e controlam as transcrigdes génicas
presentes no SNC (NEHRING et al., 2010; WHITE et al., 2010).

Estudos clinicos e experimentais tém evidenciado que alteragfes nos mecanismos
de neurotransmissdo gabaérgica, principalmente na sinalizacdo via GABAAa, estdo
relacionadas a processos de ictogénese e epileptogénese (DANOBER et al., 1998; FREI et al.,
2010; KLAASSEN et al., 2006; MANN; MODY, 2008; MARGINEANU, 2010). Os
mecanismos de sinalizagdo GABAA sdo fundamentais para o desenvolvimento do cérebro e
sinaptogénese precoce, um comprometimento nesse sistema no inicio da vida pode causar
malformacdes que predispde o individuo a convulsdes (BRIGGS; GALANOPOULOU,
2011).

A perda da inibicdo gabaérgica pode resultar em crises epilépticas e esta associada
a ELT. Em paciente com ELT observa-se altera¢cdes na neutransmissdo gabaérgica, pré e pds-
sinaptica, de células granulares do giro denteado. Em neurdnios extraidos de animais
submetidos a epilepsia induzida por pilocarpina (modelo que induz crises do tipo ELT) tém
sido observados efeitos do tipo up-regulations em neurénios GABAérgicos e da enzima acido
glutdmico descarboxilase (ANDRE et al., 2001; BROOKS-KAYAL et al., 1998). Além disso,
mutagdes no sistema gabaérgico sdo reportadas na literatura por causar epilepsia em idades
precoces (BRIGGS; GALANOPOULOU, 2011). As mutacdes que comprometem as fungdes
das subunidades no receptor GABAA geram consenquéncias eletrofisiologicas que estdo
diretamentes relacionadas a epileptogénese (CHIU et al, 2008). O quadro 2 traz exemplos de
mutacgdes gabaérgicas que estdo relacionadas ao desenvolvimento de epilepsia em animais

e/ou humanos.
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Quadro 2 — Mutac@es no sistema gabaérgico relacionadas a ictogénese e epileptogénese.

Mutacado Espécie Tipo de epilepsia Inicio da epileptogénese Referéncia

GABRA1 Humano Epilepsia mioclénica Infancia, Juvenil Cossette et al., 2002
juvenil,  Epilepsia de Ding et al., 2010
auséncia na infancia

GABRAG Humano Epilepsia de auséncia na Infancia Dibbens et al., 2009
infancia

GABRB3 Humano Epilepsia de auséncia na Infancia Feucht et al., 1999
infancia Tanaka et al., 2008

Urak et al., 2006

GABRD Humano Epilepsia mioclénica Juvenil Dibbens et al., 2004
juvenil

GABRE Humano Crises febris, Epilepsia Infantil, infancia Dibbens et al., 2009

generalizada  idiopética,
Epilepsia autossdmica

dominante com
convulsdes febris,
Epilepsia de auséncia na
infancia

GABRG2 Humano e Epilepsia de auséncia na Infantil, infancia Audenaert et al., 2006

camundongos infancia com convulsGes Bauluc et al., 2001

frebris, Epilepsia Harkin et al., 2002
autossdbmica  dominante Hirose, 2006
com convulsbes febris, Kang; Shen; Macdonald,
Epilepsia mioclénica 2009
grave da infancia, Crises Sun et al., 2008
febris

GABRP Humano Epilepsia generalizada ? Dibbens et al., 2009
idiopatica, Epilepsia

autossébmica  dominante
com convulsbes febris,
Crises febris

GADG65 Camundongo Inducdo  de  estresse, 12 semanas Kash et al., 1997

nocauteado  Convulsdes limbicas Asada et al., 1996

MutacBes Humano e Encefalopatias epilépticas Neonatal, Infantil Kato et al., 2004

ARX camundongos  precoce (espasmos Kato et al., 2010
infantis) Kato, 2006

Marsh et al., 2009
Price et al., 2009

FONTE: apatada de Briggs & Galanopoulou, 2011.

3.3.3. Papel do sistema glutamatérgico

O sistema glutamatérgico é o principal sistema envolvido nos mecanismos de
neurotransmissdo excitatoria do sistema nervoso central (BARKER-HALISKI; WHITE,
2015). A sua nomenclatura deve-se ao fato de que o aminoacido L-glutamato (glutamato) é o
neurotransmissor mediador dos sinais excitatorios promovidos por esse sistema.

A ativacdo dos canais idnicos AMPA, NMDA e cainato promovem alteracdo na
condutancia de iéns na membrana celular pelo aumento no influxo de sédio e/ou calcio.

Quanto aos receptores metabotropico (mGlu 1, 11 e I1), a ativacdo pelo glutamato promove
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uma elevacdo nos niveis intracelulares de 1,4,5-Trifosfato de Inositol (IP3) com consequente
liberacio de Ca?" a partir do reticulo endoplasmatico. O aumento de Ca?" no citossol promove
a abertura de canais de membrana dependentes de voltagem e aumentam a atividade do
contra-transportador Na*/Ca?*, como resultado desse processo tem-se uma despolarizacdo da
membrana sinaptica que desencadea uma resposta excitatoria (DA-CRUZ, 2012).

A neurotransmissdo glutamatérgica esta envolvida nos mecanismos responsaveis
pela cognicdo, memoria e aprendizagem (BLISS; COLLINGRIDGE, 1993; CARACI,
FILIPPO; NICOLETTI, 2018; DAVIS; RAINNIE; CASSELL, 1992; NG et al., 1991;
THOMAS et al.,, 2017), e desempenham um papel fundamental no desenvolvimento e
maturacdo do sistema nervovoso, como inducdo sinaptica, migracdo, diferenciacdo e morte
celular (BARKER-HALISKI; WHITE, 2015).

Por outro lado, alteragbes na atividade do sistema glutamatérgico pode levar a
escitotoxicidade glutamatérgica provocando efeitos deletérios ao cérebro, os quais podem
contribuir para o desenvolvimento da ictogénese e epileptogénese (BARKER-HALISKI;
WHITE, 2015, SCIMEMI et al., 2006; ZUBAREVA et al., 2018) e estdo associados aos
danos cerebrais caracteristicos das doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson
(BUTTERFIELD; POCERNICH, 2003; KIM et al., 2016; LEWERENZ; MAHER; 2015).

Em sua maioria, os estudos que investigaram as alteracdes na expressdao dos
transportadores de glutamato na composicdo das subunidades dos receptores AMPA e NMDA
foram realizados no hipocampo (ZUBAREVA et al., 2018). As altera¢cdes na transmissao
glutamatérgica hipocampal podem promover excitotoxicidade, geracdo de convulsdes e
desencader o processo epileptogénico (AUZMENDI; GONZALEZ; GIRARDI, 2009; DI
MAIO et al., 2012; LOPES et al., 2013). A atividade excessiva dos receptores do tipo cainato
tem sido associada a ativacdo de vias de apoptose e necrose tecidual, o que pode induzir
autofagia e causar neurotoxicidade (KONG et al., 2012; WANG; QIN, 2010). Além disso,
Lallement e colaboradores (1991) demonstraram que o status epiléptico (SE) induzido por
doses subletais de agentes convulsivos (ex.: pilocarpina) esta associado ao acimulo excessivo
de acetilcolina e a um recrutramento secundario da sinalizacdo excitatoria glutamatérgica.
Essa liberagdo de glutamato induzida pelo SE promove uma maior estimulacao dos receptores
de glutamato (principalmente do tipo NMDA), desencadeiam crises epilépticas sustentadas e
recorrentes, e causam lesdes cerebrais (DORANDEU et al. 2013; MCDONOUGH; SHIH
1997). Esse processo promove uma recorréncia do SE, como consequéncia desse efeito os
receptores gabaérgicos sdo internalizados e os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA
migram para as sinapses neuronais (NAYLOR et al. 2013; WASTERLAIN; CHEN, 2008;
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WASTERLAIN et al. 2013), o que leva a uma redugdo na inibi¢cdo neuronal e um aumento
nos estimulos excitatorios do sistema nervoso central (BARKER-HALISKI; WHITE, 2015).
Wang & Qin (2010) afirmam que a ativacdo dos receptores glutamatergicos
provocam disfuncdo mitocondrial, aumento da producdo de Oxido nitrico e de espécies
reativas de oxigénio, instabilidade lipossomal e no reticulo endoplasmético, ativacdo das
proteases e proteinas quinases e alteracdo nos fatores de transcricdo génicas, resultando em
apoptose, necrose e morte neuronal, excitotoxicidade, alteracfes nos circuitos neuronais e

influenciam no processo de epileptogénese (figura 3).

EVENTO EXCITOTOXICO

v

ATIVACAO DOS RECEPTORES

GLUTAMATERGICOS
ESTRESSE NO RETICULO |, ,|  MOBILIZACAO IONICA: | __ .| DISFUNCAO .| INSTABILIDADE
ENDOPLASMATICO Ca,Na*,K* e CI MITOCONDRIAL LISOSSOMAL
| | | I
PRODUCAO DE RADICAIS LIVRES ATIVACAO DE PROTEINAS ATIVACAO DE FATORES LIBERACAO DE
LESOES POR OXIDO NITRICO QUINASES DE TRANSCRICAQ PROTEASES
I | ] ]
AUTOFAGIA | 4=————> | APOPTOSE NECROSE
I I
MORTE NEURONAL

NEURODEGENERACAO E
DESORDENS NEUROLOGICAS

FONTE: adaptado de Wang & Qin, 2010.
Figura 3. Mecanismos de excitotoxicidade glutamatérgica envolvidos na neurodegeneracgéo e

desordens neurologicas.

3.3.4. Papel do sistema monoaminérgico
A primeiras indagacOes sobre a participagdo das monoaminas na epileptogénese
foram realizadas pora Kobayashi & Mori (1977), onde na época esses cientistas
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questionaram-se: “Existe um metabolismo anormal de monoaminas no cérebro de pacientes
epilépticos? Se sim, como se relaciona com o desencadeamento ou manutencdo de crises
epilépticas?”. Apesar desses questionamentos e da intensa exploracdo, em pesquisas pre-
clinicas e clinicas, da influéncia monoaminérgica no desenvolvimento e controle da epilepsia;
ainda ndo existem novos farmacos antiepilépticos disponiveis no mercado farmacéutico que
atuem nesse sistema de neurotransmissdo (STRAC et al., 2016).

Dentre as substancias que fazem parte do sistema de neurotransmissao
monoaminérgica, a noradrenalina, a serotonina e a dopamina tém sido as principais
monoaminas estudadas quanto as suas agdes no processo de epileptogénese, principalmente
em humanos e/ou modelos animais de epilepsia do lobo temporal (FREITAS, 2011); ja que
nesse tipo de epilepsia observa-se as alteracdes em diferentes sistemas de neurotransmissao
(AL-TAJIR et al., 1990; ASSEM-HILGER et al., 2010; BARONE et al., 1991; BERNEDO
PAREDES et al., 2015;CHE et al., 2010; CIFELLI; GRACE, 2012; COSTA-LOTUFO et al.,
2002; ERAKOVIC et al., 2000; FRITSCHY et al., 1999; ROCHA et al., 2012; STEFULJ et
al., 2010; STRAC et al., 2016).

Estudos clinicos realizados com pacientes que apresentam desordens neuroldgicas
classicamente relacionados a disfungfes monoaminérgica e/ou epilepsia tém demonstrado que
h& um envolvimento desse sistema de neurotransmissao na patogénese da epilepsia e vice-
versa. A literatura tem reportado que os pacientes com depressdo, transtornos de ansiedade
e/ou distarbios bipolares tém um maior risco de desenvolver crises convulsivas/epilépticas; e
que pacientes epiléticos apresentam disfuncbes cognitivas e comportamentais que podem
causar transtornos de humor (STRAC et al., 2016).

Rocha e colaboradores (2014) afirmam que pacientes epilépticos com maior
tempo de epilepsia ativa apresentam maior comorbidade de transtornos depressivos, bipolares
e de ansiedade. Garcia (2012) observou que em pacientes deprimidos ha uma maior taxa de
epilepsia em relacdo a populacdo geral. Acredita-se que essa relacdo entre epilepsia e
transtornos de humor pode ser devida ao fato de que os memos sistemas de neurotransmissao
podem estar envolvidos na patogénese desses diferentes distirbios ou ser decorrente da
alteracdo na transducdo do sinal mediado pelas monoaminas, hiperatividade do eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal e/ou pelo processo de neuroinflamagdo do sistema nervoso

central provocada por essas enfermidades (ROCHA et al., 2014).
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3.3.4.1. Papel da neurotransmissdo noradrenérgica

Chen e colaboradores (1954) foram os primeiros pesquisadores a relatar que a
neurotransmissao noradrenérgica pode atuar como anticonvulsivante. Entretanto, fez-se
necessario mais estudos para confirmar a participagdo desse sistema como modificador da
atividade convulsiva e epiléptica (STRAC et al., 2016).

Na literatura observa-se que existe uma divergéncia entre as evidéncias cientificas
sobre papel da noradrenalina na epilepsia. Enquanto estudos demonstram que essa substancia
apresenta atividade anticonvulsiva, muito desses estudos envolvendo modelos animais de
epilepsia, como por exemplo: camundongos nocauteados para receptores o, e para a enzima
dopamina B-hidroxilase (que ndo produzem noradrenalina) sdo mais susceptiveis a sofrer
crises convulsivas, 0 que demonstra o papel sistema noradrenérgico como anticonvulsivante
(SZOT et al., 1999, 2004; WEINSHENKER et al., 2001); camundongos nocauteados para o
transportador de noradrenalina, o quais apresentam niveis elevados de noradrenalina com
consequente efeito anticonvulsivante (AHERN et al., 2006; KAMINSKI et al., 2005); a acdo
anticonvulsivante, e ndo pro-convulsivante, de antidepressivos que aumentam 0s niveis de
noradrenalina (JOBE; BROWNING, 2005). Por outro lado, tém-se estudos que afirmam que,
por ser o “homonio do estresse” e mediar a resposta de “luta ou fuga” através da ativacao do
sistema nervoso simpético, a noradrenalina estd associada a estimulos excitatorios,
desempenhando um papel importante como ativador no cérebro, podendo, sob certas
circunstancias, promover uma ativacdo neuronal excessiva que desencadea um processo
convulsivo e/ou epiléptico (FITZGERALD et al., 2010).

Ainda permanece incerto os mecanismos de acdo pelos quais a noradrenalina atua
como agente pré-convulsivante ou anticonvulsivante (FITZGERALD et al., 2010). Na revisdo
realizada por Strac e colaboradores (2016), os autores afirmam que a literatura reporta trés
hipdteses que procuram explicar os possiveis mecanismos responsaveis pelos efeitos pro-
convulsivantes dessa substancia:

1) A primeira hipbtese afirma que por atuar nos adrenoceptores (o1 € o), que Sao
receptores acoplados a proteina G, a noradrenalina produz mudancas nos processos
intracelulares atraves do sistema de segundos mensageiros, as quais resultam em um
aumento no potencial da membrana celular que, consequentemente, provoca um
aumento na excitabilidade geral dos neurbnios. Entretanto, essa hipdtese ndo
necessariamente préve que todos o0s neurbnios envolvidos nos circuitos

noradrenérgicos serdo excitados pela noradrenalina, tendo em vista que nesse sistema
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tem-se a presenca de interneurénios inibitdrios que atuam diminuindo o potencial de
membrana.

2) A segunda hipotese propbe que o efeito pré-convulsivante da noradrenalina nao
decorre da sua atuacdo direta no potencial de membrana, mas sim pela ativacdo dos
segundos mensageiros que facilitam o limiar convulsivo originado nos neurénios.

3) A terceira hipltese dercarta a primeira e a segunda, propondo que o efeito pro-
convulsivante da noradrenalina ndo esta relacionado com sua acéo direta no potencial
de membrana ou nos processos que ativam 0s segundos mensageiros dos
adenoceptores. Essa hipbtese afirma que a noradrenalina atua em circuitos neuronais
ndo-adrenérgicos facilitando a excitabilidade neuronal e, assim, facilita os processos
convulsivos.

Para Strac e colaboradores (2016) uma das explicagcdes que podem unificar as
hipdteses anticonvulsivantes e pré-convulsivantes da noradrenalina é a relacdo dose-efeito, ou
seja, a depender da dose o efeito observado pela acdo da noradrenalina pode ser
anticonvulsivante ou pro-convulsivante. O que corrobora com Dailey & Naritoku (1996), os
quais observaram que 0s antidepressivos triciclicos estimulantes, farmacos que atuam
diminuindo a recaptagdo de noradrenalina, podem ser anticonvulsivantes em doses baixas e

pré-convulsivantes em doses elevadas (efeito bifasico).

3.3.4.2. Papel da neurotransmissdo dopaminérgica

A participacdo do sistema dopaminérgico nos mecanismos de ictogénese e
epileptogénese vem sendo investigada desde a década de 60 (STRAC et al. 2016). Muitas
evidéncias demonstram que esse sistema desempenha um papel critico no controle das
atividades neuronais durante as crises convulsivas (REZAEI et al., 2017), podendo atuar tanto
como pro-convulsivante, diminuindo o limiar convulsivo, ou como anticonvulsivante,
impedindo o desencadeamento das convulsées (BARONE et al., 1991; BOZZI; BORRELLI,
2013; REZAEIl et al., 2017; STRAC et al. 2016).

Estudos realizados em modelos animais de epilepsia mostraram que a dopamina
exerce acOes opostas na epileptogénese, sendo esse efeito decorrente dos diferentes
mecanismos de sinalizacdo pelos receptores dopaminérgicos do tipo D1 e D (BOZZI;
BORRELLI; 2013). A interacdo da dopamina com receptores D: (acoplados a proteina Gs)
promove um efeito pré-convulsivante, sendo esse efeito resultado da ativacdo da adenilil
ciclase com consequente aumento nos niveis intracelulares de AMPc. Ja a interacdo da

dopamina com receptores D, (acoplados a proteina Gi) exercer um efeito anticonvulsivante,
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uma vez que a proteina G; atua inibindo a produgdo de AMPc (STRAC et al. 2016; BOZZI,
BORRELLLI; 2013). A acdo oposta dos receptores dopaminérgicos tipo D1 e D2 na epilepsia
pode ser resultante da interacdo glutamato-dopamina na epileptogénese limbica. Esta hipdtese
foi apoiada por estudos em modelos animais demonstrando que a ativagdo de receptores do
tipo D1 podem ativar neurdnios glutamatérgicos durante as crises convulsivas e promover um
aumento nos estimulos excitatérios no sistema nervoso central (GANGAROSSA et al., 2011).

A presenca de disfuncgdes na neurotransmissdo dopaminérgica tem sido reportada
em estudos com pacientes epilépticos e em modelos animais (BOZZI; DUNLEAVY;
HENSHALL, 2011; STARR, 1993; STARR, 1996).

Rezaei e colaboradores (2017) afirmam que o papel da dopamina na epilepsia
envolve disfun¢des nos mecanismos que controlam os niveis de dopamina ou as alteracGes na
expressdo de receptores especificos. Um outro mecanismo que pode estar envolvido na
participacdo da dopamina no processo de ictogénese e epileptogénese é a agdo moduladora
dos seus neur6nios na plasticidade sinaptica (HANSEN; MANAHAN-VAUGHAN, 2014).
AlteracBes no circuito de transmissdo dopaminérgica, que possam eventualmente ocasionar
uma denervacao, estdo associadas a perda de diferentes tipos de plasticidade neuronal no
sistema nervoso central (CALABRESI; CENTONZE; BERNARDI, 2000; CENTONZE et al.,
1999; PAILLE etal., 2010).

Varia¢Oes anormais na plasticidade sinaptica podem alterar a atividade neuronal e
levar a um compromentimento de fungbes cerebrais, como hiperexcitabilidade progressivas e
comprometimento cognitivo, as quais tém sido observadas em modelos animais de convulséo
e em pacientes epilépticos. No entanto, ndo estd complemente claro como as classes de
receptores dopaminérgicos D1 e D2 modulam as diferentes formas de plasticidade sinaptica.
Nos ultimos anos, estudos foram desenvolvidos objetivando elucidar o papel do sistema
dopaminérgico e dos seus receptores na plasticidade sinaptica, porém, foram reportados

muitos resultados controversos (REZAEI et al., 2017).

3.3.4.3. Papel da neurotransmissao serotoninergica

O envolvimento do sistema serotoninérgico no processo de ictogénese
epileptogénese foi proposto no final de 1950 por Bonnycastle e colaboradores (GUIARD;
GIOVANNI, 2015). Esse sistema tem como neurotransmissor a serotonina (5-HT), a qual
atua no sistema de neurotransmissédo inibitoria em muitas &reas do sistema nervoso central, e é
um importante modulador das fungdes fisiologicas no cérebro, como a regulacdo do sono, do
humor e do apetite (BARNES; SHARP, 1999; JULIUS, 1991).
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Os diferentes efeitos da serotonina sdo mediados po classes de receptores
serotoninérgico. Ja foram identificadas 7 classes e 15 subtipos de receptores serotoninérgicos,
sdo eles: 5-HT1a, 5-HT1s, 5-HT1c, 5-HT1p, 5-HT1g, 5-HT1r, 5-HT2a, 5-HT28, 5-HT2c, 5-HTs3,
5-HT4, 5-HTsa, 5-HTsg, 5-HTs e 5-HT7 (BARNES; SHARP, 1999). Esses receptores estdo
distribuidos pelo sistema nervoso central e possuem diferentes mecanismo de ativagdo. Por
exemplo, os subtipos 5-HT1a, 5-HT1s, 5-HT1c e 5-HT1p atuam mediante ativagéo da proteina
Gi promovendo uma inibicédo da adenilil ciclase, enquanto que o subtipo 5-HT4 atua ativando
essa enzima. A transmissao dos sinais promovidos pelos subtipos 5-HT2a, 5-HT2s € 5-HT2c
envolvem a mobilizacdo de Ca*? no sistema nervoso central pela ativagdo da proteina Gg. O
subtipo 5-HT3 trata-se de um receptor ionotropico, o qual altera a condutancia de Na* e K*
através da membrana celular (GOODMAN; GILMAN, 2012; KATZUNG; MASTERS;
TREVOR, 2014).

As areas cerebrais afetadas e envolvidas na ictogénese e epileptogénese recebem
inervacdes serotoninérgicas e expressam diferentes receptores serotoninérgicos (GUIARD;
GIOVANNI, 2015). Estudos farmacoldgicos e genéticos tém evidenciado que o receptor
serotoninérgico 5-HT2a desempenha um importante papel na etiologia de doencas do sistema
nervoso central, como a depresséo e alguns tipos de epilepsia (GUIARD; GIOVANNI, 2015;
STRAC et al. 2016). Além disso, pesquisas realizadas tanto com pacientes epilépticos quanto
em modelos animais de epilepsia ttm demonstrado que a serotonina regula diferentes tipos de
crises convulsivas focais e generalizadas (BAGDY et al., 2007; FAVALE et al., 2003;
JAKUS; BAGDY, 2011; LORINCZ et al., 2007); e que substancias que elevam os niveis
extracelulares de serotonina, como os inibidores seletivos da receptagédo de serotonina, inibem
as crises focais limbicas e as generalizadas (PRENDIVILLE; GALE, 1993; YAN et al.,
1994).

Por outro lado, fatores que promovem a deplecdo de serotonina e que diminuem
0s niveis cerebrais dessa substancia estdo associados a reducdo do limiar de crises convulsivas
(STATNICK et al., 1996). Isto corrobora com os achados de Tripathi e colaboradores (2008),
0s quais demonstraram que camundongos com niveis de serotoninas geneticamente
aumentados exibiram uma resisténcia nas convulsfes induzidas por acido cainico, onde
observou-se um aumento no limiar para as crises convulsivas. Estudos pré-clinicos realizadas
com camundongos nocauteados para receptores de serotonina — 5-HT1a (PARSONS; KERR;
TECOTT,; 2001; SARNYAI et al., 2000), 5-HT2c (APPLEGATE; TECOTT, 1998), 5-HT4
(COMPAN et al., 2004) e 5-HT7 (WITKIN et al., 2007) — foram mais susceptiveis a

convulsdes induzidas por estimulos elétricos e/ou por agentes quimicos. Bagdy e
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colaboradores (2007) afirmam que o efeito anticonvulsivante da serotonina ocorre mediante a
ativacdo dos diferentes receptores envolvidos na neurotransmissdo serotoninérgica, 0s quais

suprimem a hiperexcitabilidade neuronal.

3.3.5. Papel do estresse oxidativo

A hiperexcitabilidade neuronal, que ocorre durante as convulsdes, dispara uma
cascata de eventos que causam danos celulares. Dentre esses eventos tém-se a ativacdo de
receptores glutamatérgicos e citocinas pro-inflamatorias, alteragdes na composicdo dos
receptores gabaérgicos e glutamatérgicos e modificacbes na plasticidade sinéptica
(CHUANG, 2010).

A lesdo celular e a neurodegeneracdo resultantes das crises convulsivas sao
processos dindmicos nos quais multiplos fatores podem estar envolvidos, como fatores
genéticos, excitotoxicidade com disfuncdo mitocondrial associada, processo inflamatorio,
niveis de citocinas alterados e estresse oxidativo (FERRIERO, 2005; LOSCHER; 2012;
WANG,; QIN, 2010).

A literatura tem fonecido varias evidéncias da correlacdo entre o estresse
oxidativo com processo de ictogénese e epileptogénese. Ainda ndo foi evidenciado se o
extresse oxidativo é causa ou consequéncia da epilepsia (GERONZI; LOTTI; GROSSO,
2018). O estresse oxidativo € caracterizado pelo aumento nos niveis de agentes pro-oxidantes
(espécies reativas de oxigénio e especies reativas de nitrogénio) e/ou reducédo da atividade do
sistema antioxidante (responsavel pela eliminacdo de radicais livres). Entre as enzimas
antioxidantes, as principais sdo a catalase e a superdxido dismutase, pois essas enzimas
formam as primeiras linhas de defesa antioxidante enzimatica do organismo (VELLOSA et
al., 2013).

Estudos tém demonstrado que a excitacdo neuronal prolongada, presente durante
as crises convulsivas, promove um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio
(GERONZI; LOTTI; GROSSO, 2018). A formacdo de espécies reativas de oxigénio ocorre
quando elétrons desemparelhados fogem da cadeia transportadora de elétros e reagem com o
oxigénio molecular, o que resulta em geracdo de superoxido (O2), radical hidroxil (OH") e
peroxido de hidrogénio (H20.) (LINHARES, 2017). Como resultado desse processo oxidativo
tem-se um desequilibrio nos niveis de Ca*? no citossol, 0 que torna 0s neurdnios mais
vulneraveis ao estresse com consequente perda neuronal (PUTTACHARY et al., 2015). O
superdxido pode reagir também com o DNA, proteinas e lipidios e desempenha um papel

importante na manutencdo de condicGes fisiologicas e fisiopatologicas; baixos niveis de
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espécies reativas de oxigénio é fundamental para o funcionamento normal das células;
entretanto, niveis elevados e prolongados acarretam riscos aos tecidos e, no caso do cérebro,
promove neurodegeneracdo, como observado na epilepsia (SHIN et al., 2011).

O aumento na producédo de radicais livres pode prolongar as crises convulsivas e
provocar disfungdo mitocondrial hipocampal, como consequéncia desse processo tem-se
morte de células neuronais e subsequente epileptogénese (ARMENTA et al., 2014). Além
disso, devido as suas altas demandas metabdlicas e por ser um 6rgdo aerobicamente ativo, o
cérebro é um dos 6rgdos mais suscetiveis aos danos promovidos pelo estresse oxidativo.
Outro fator que estd associado aos danos oxidativos e neurodegeneracdo é fato de que o
cérebro é rico em acidos graxos poli-insaturados que, por serem propensos a peroxidacdo
lipidica, podem sofrer um processo de peroxidacdo e formar radicais hidroxilas (GERONZI;
LOTTI; GROSSO, 2018). Por outro lado, os mecanismos de defesa antioxidante do cérebro
s80 escassos e, associado 0 aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio durante as

crises, aumentam os riscos deste 6rgao sofrer degeneracdo (MARIANI et al., 2005).

3.4. Modelos animais de convulsdes e epilepsia

Os ensaios pré-clinicos que fazem uso de modelos animais tém auxiliado a
elucidar os mecanismos envolvidos na ictogénese e epileptogénese, e tém facitilado a
descoberta de novos agentes que possam vir a ser Gteis no tratamento de diferentes tipos de
epilepsia e comorbidades associadas (GALANOPOULOQOU et al., 2012).

Apesar dos modelos animais ndo serem capazes de representar integralmente a
epilepsia, eles sdo ricas ferramentas de pesquisa que objetivam reproduzir ou modelar
caracteristicas desta doenca e dos fatores envolvidos na sua etiologia e progressdo (GRONE;
BARABAN, 2015). Muito do conhecimento que se tem atualmente da epilepsia foi adquirido
com os estudos experimentais que fizeram uso de modelos animais de ictogénese e/ou
epileptogénese, sdo exemplos desses conhecimentos a elucidagdo dos elementos moleculares
e celulares envolvidos no processo epileptogénese e responsaveis pelos efeitos sistémicos e
comorbidades associadas, como o0 comprometimento cognitivo e/ou comportamental
(AUVIN; DUPUIS, 2014; CURIA et al., 2008; MULA, 2012; PITKANEN; LUKASIUK,
2006; SCORZA et al., 2009; SIMONATO et al., 2012).

Para que um modelo experimental possa vir a ser classificado como modelo de
ictogénese e/ou epileptogénese é importante que ele demonstre a presenca de atividade
epileptiforme, o qual é evidenciado nos registros eletroencefalograficos, e que consiga

promover alteracdes clinicas semelhantes as observadas em pacientes epilépticos. Existem
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diferentes modelos animais validados com a finalidade de descobrir novas drogas
anticonvulsivantes e investigar os mecanismos envolvidos no desencadeamento das crises
convulsivas e da epilepsia, dentre eles: animais geneticamente modificados, 0s quais tornam-
se propensos ao aparecimento das crises epilépticas devido as alteragdes na formacédo e
desenvolvimento do sistema nervos; crises convulsivas e/ou epilépticas desencadeadas pelos
estimulos elétricos ou quimico, os quais podem avaliar os efeitos agudos e/ou crénicos da
epilepsia (MELO et al., 1986). O quadro abaixo traz um copilado dos principais modelos
animais de convulsdes e epilepsias, o qual foi elaborado pela ILAE e pelo “American

Epilepsy Society Basic Science Committee”.

Quadro 3 - Principais modelos animais de convulsbes e epilepsias proposto pela

“International League Against Epilepsy” e “American Epilepsy Society Basic Science

Committee”.
Modelo Tipo de convulséo Programa de triagem de drogas
antiepilépticas do NIH
Convulsdes por eletrochoque méaximo Ténico-clénica Sim
Modelo do pentilenotetrazol Cldnica Sim
Modelo de baixas dose de Auséncia Né&o
pentilenotetrazol
Modelos da biculina e picrotoxina Cldnica Sim
Modelo do flurotil Clénica Né&o
Ratos modificado geneticamente Auséncia Né&o
(Strasbourg)
Modelos de ratos monogénicos para Auséncia -
crise auséncia
Toxina do tétano Focal Néo
Convulsdes audiogénicas De inicio focal que pode evoluir Sim
para tonico-clénico generalizada
Estimulo elétrico (cérnea, Focal Sim
hipocampo, amigdala)
Ratos inflamados resistentes a Focal Sim
lamotrigina
Estimulacéo elétrica de 6 Hz (32 e 44 Focal Sim (32 mA)

mA)

LEGENDAS: NIH — “National Institutes of Health”.
FONTE: adaptado de Galanopoulou et al., 2012.
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3.5. Tratamento farmacoldgico da epilepsia

Os farmacos empregados na terapéutica das convulsdes e dos diferentes tipos de
epilepsia desempenham um papel fundamental no controle das crises. Entretanto, os farmacos
anticonvulsivantes fornecem um controle adequado das convulsdes em cerca de dois tercos
dos pacientes (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014; SILLANPAA; SCHMIDT, 2017).
Além disso, esses farmacos podem apresentar falhas no tratamento com efeitos colaterais
associados, tais como: resisténcia aos farmacos, abstinéncia, efeito teratogénico, acidose
respiratéria, hipotensdo e bradicardia (SCHMIDT; SCHACHTER, 2014).

Quanto aos seus mecanismos de acdo, os farmacos utilizados na terapéutica
tratamento das crises convulsivas e/ou epilépticas consistem, geralmente, na reducdo dos
disparos neuronais repetitivos; aumentando os efeitos inibitérios do GABA ou reduzindo os
efeitos dos aminodacidos excitatorios (glutamato e aspartato). Uma outra via envolvida nos
mecanismos de acdo dos farmacos anticonvulsivantes/antiepilépticos se d& pelo bloqueio dos
canais i6nicos, o qual pode alterar o movimento dos ions Na* e Ca*? pelas membranas dos
neurdnios (PANUS et al., 2011).

Os farmacos utilizados para controlar crises ligadas a epilepsia sdo classificados
em classes distintas conforme seus mecanismos de agdo molecular, sendo estes classificados
em: primeira (1), segunda (2?) e terceira (3%) geracdo. S&o inclusos na 12 geracdo os farmacos
que atuam bloqueando os canais de Na* e potencializando a acdo do GABA end6geno
(FRANCO et al., 2008), como exemplos de antiepilépticos dessa classe temos a fenitoina,
fenobarbital, benzodiazepinicos, carbamazepina e acido valpréico (BARRETO; MASSAB
KIl, 2010). Na 2?2 geracéo sdo inclusos tiagabina, vigabatrina, lamotrigina e o topiramato, e na
32 geracdo temos a dezinamida, fosfenitoina e remacemida (NOBREGA, 2012).

O quadro 4 resume 0s mecanismos de acdo e a indicacao dos principais farmacos

utilizados no tratamento das crises convulsivas e epilépticas em adultos:

Quadro 4 — Principais farmacos utilizados no tratamento das crises convulsivas e epilépticas

em adultos.
Farmaco Mecanismo de acdo Principal indicacéo na convulsio
Carbamazepina Bloqueia canais de Na* Convulsdes focais
Reduz a liberacdo sindptica de Crises generalizadas com inicio focal
glutamato Terapia adjuvante de crises focais
Gabapentina Bloqueia canais de Ca?* Convulstes focais

Crises generalizadas sem inicio focal
Terapia adjuvante de crises focais
(Continua na péagina seguinte)




Quadro 4 (Continuac¢ao)

Lamotrigina

Levetiracetam

Topiramato

Valproato (acido
valpraico)
Pregabalina

Clobazam

Etossuximida
Fenitoina

Diazepam

Bloqueia canais de Na*

Modulador da SV2A

Potencializa a acdo do GABA
Bloqueia canais de Na* e Ca?*

Potencializa a acdo do GABA
Bloqueia canais de Na* e Ca?*
Bloqueia canais de Ca?*

Potencializa a agdo do GABA

Bloqueia canais de Ca®*

Bloqueador de canais de Na*

Reduz a liberagdo sinaptica de
glutamato

Potencializa a acdo do GABA
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Convulsdo focal e generalizada

Terapia adjuvante de crises focais e generalizadas
Convulsbes focais

Crises generalizadas sem inicio focal

Crises miocl6nicas

Convulsdes focais e generalizadas

Sindrome de Lennox-Gastaut

Tratamento adjuvante de crises focais refratarias
Convulsbes focais

Crisese generalizadas

Convulsdes focais

Crises generalizadas com inicio focal
Convulsoes focais e generalizadas

Crise de auséncia

Convulsdes focais

Crises generalizadas com inicio focal

Convulsdes focais
Crises generalizadas

3.6. Terpenodides

LEGENDA: SV2A — Proteina das vesiculas sinapticas.
FONTE: adaptada de BRASIL (2013); SCHMIDT & SCHACHTER (2014).

Os terpenoides, também denominados de isoprendides, sdo substancias quimicas

presentes em espécies vegetais e que sdo derivadas quimicamente de unidades isoprénicas

(C5, figura 4). Constitui uma classe de derivados lipofilicos do acido mevalénico, que

ocorrem amplamente na natureza; mais frequentemente encontrados em 6leos essenciais, onde

0s monoterpendides e os sesquisterpendides sao componentes exclusivos (HALBE, 2005; LA
CRUZ et al., 2014; LAPCZYNSKI et al., 2008; SIMOES et al., 2007).

CHj

N 2, CHy

H,C

FONTE: Elaborada pelos autores, 2018.

Figura 4. Representacéo estrutural da unidade isoprénica (C5).

Quanto a sua estrutura quimica, os esqueletos carbonados dos terpendides podem

ser estruturas do tipo aciclicas ou multiciclicas formadas por um numero variavel de

condensacao de unidades isoprénicas, ou seja, unidades pentacarbonadas; sendo o difosfato de

dimetilalila (DMAPP) e difosfato de isopentila (IPP) os precursores dos compostos
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pertencentes a esta classe de metabdlitos secundarios, os quais podem ser formados a partir da
rota do mevalonato (MEV) ou pela rota do 2-metileritritol fosfato (MEP) (HALBE, 2005; LA
CRUZ et al., 2014; SIMOES et al., 2007, SIMOES et al., 2017; figura 5).
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Figura 5. Rotas biossintéticas dos compostos terpénicos.
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As quantidades de unidades de isopreno determinam as diferentes classificagOes
dos terpendides, os quais podem ser classificados em: hemiterpendides (C5),
monoterpenoides (C10), sesquiterpendides (C15), diterpendides (C20), sesterpendides (C25),
triterpenddes (C30) e tetraterpendides/carotendides (C40) (DEWICK, 2009; HALBE, 2005,
figura 6).
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LEGENDA: IPP — Difosfato de isopentila; DMAPP — Difosfato de dimetilalila.
FONTE: adaptado de Simdes et al. (2007, 2017).

Figura 6. Principais hidrocarbonetos que originam os terpenoides encontrados nos 0leos

volateis.

Em vegetais os terpendides podem apresentar diferentes funcées, tais como, efeito
protetor contra fungos e bactérias, e em animais formam vitaminas e hormonios (HALBE,
2005). Quanto as suas aplicacBes, 0s compostos terpendides sdo utilizados como
aromatizantes e fragrancias, na fabricacdo de cosméticos e perfumes, e como aditivos pelas
industrias alimentares. Na industria farmacéutica essas substancias sdo utilizadas como
excipientes para melhorar a penetracdo transdérmica de farmacos e como principios ativos ou
coadjuvantes de medicamentos, por exemplo 0s seguintes sesquiterpendides: trans-

cariofileno, a-humuleno, allo-aromadendreno, obtidos da Cordia verbendcea DC. (erva
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baleeira), os quais estdo presentes na composi¢cdo do Acheflan®, considerado o primeiro
fitomedicamento genuinamente brasileiro (OLIVEIRA et al., 2014).

De acordo com Paduch e colaboradores (2007), o crescente interesse por se
estudar os terpendides é atribuido a sua potencial aplicacdo clinica, pois 0s mesmos
apresentam diferentes propriedades bioldgicas, tais como, efeito antifingico, antibacteriano,

antiviral, antitumoral, antiparasitario, hipoglicémico, anti-inflamatério e analgésico.

3.7. Sesquiterpendides e farnesol

Os sesquiterpendides sdo compostos originados a partir da condensacdo dos
pirofosfatos de dois isoprendides, o pirofosfato de geranilo com o pirofosfato de isopentenilo
(precursor de todos o0s sesquiterpenos), os quais podem hidrolisar-se a pirofosfato de farnesilo
ou isomerizar-se a pirofosfato de nerodilo (precursor dos sesquiterpenos monociclicos) (figura
7).

Pirofosfato de geranilo

Pirofosfato de isopentenilo Pirofosfato de farnesilo
\ -

| |OPP

Pirofosfato de nerodilo

FONTE: Elaborada pelos autores, 2018.

Figura 7. Precursores biossintéticos dos sesquiterpendides.

Os sesquiterpendides podem apresentar-se como estruturas aciclicas, com atomos
de carbono estruturais em cadeias abertas (ex: nerolidol); monociclicas (ex: acido abscisico)
ou biciclicas (ex: alfa-selineno) (FILIPPO D’ANTUONO et al., 2016; SIMOES, 2007, figura
8).
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CH4 CH4
N
HiC N HO CH,
A0 0~ "OH
Nerolidol Acido abscisico

Alfa-selineno

FONTE: Elaborada pelos autores, 2018.

Figura 8. Exemplos de representagdes estruturais de diferentes tipos de sesquiterpendides.

J& foram descritos mais de 1000 tipos de sesquiterpendides em Oleos essenciais
(SOUZA, 2016), os quais sao bastante utilizados com ingredientes de cosméticos, perfumes e
produtos de limpeza, como: shampoos, sabonetes, perfumes, detergentes e outros produtos de
limpeza doméstica e higiene pessoal (DE SIQUEIRA et al., 2014).

O Farnesol é um éalcool sesquiterpénico natural (figura 9), encontrado em 6leos
essenciais e produzido nas células pela desfosforilagcdo de pirofosfato (KHAN; SULTANA,
2011). Recebeu este nome devido ter sido identificado, na forma de alcool, nas flores da
Vachellia farnesiana (acécia farnese) (TRIMBLE, 1885). Quanto aos isdmeros geométricos
do farnesol, j& foram identificados quatros isbmeros na natureza, cujos estdo disponiveis
comercialmente: trans,trans-farnesol (CAS 106-28-5, figura 9A), 2-trans,6-cis-farnesol (CAS
3879-60-5, figura 9B), 2-cis,6-trans-farnesol (CAS 3790-71-4, figura 9C) e cis,cis-farnesol
(CAS 16106-95-9, figura 9D). O farnesol também esta disponivel comercialmente como uma
mistura de isémeros (CAS 4602-84-0).

A) ©
HsC_~ = = OH CHg3 CHgj H3C
— H
CHs CHs CHs HeC™ X = -
trans,trans-Farnesol (CAS 106-28-5) 2-cis,6-trans-Farnesol (CAS 3790-71-4)
3) D)
H3C
HaC OH
— OH 3 = — -
HoG™ - CHs HC
CH3 3 3
2-trans,6-cis-Farnesol (CAS 3879-60-5) cis,cis-Farnesol (CAS 16106-95-9)

FONTE: Sigma-Aldrich.
Figura 9. Representacdo estrutural dos diferentes isdmeros geométricos do farnesol.
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Quanto as suas caracteristicas, trata-se de um liquido oleoso, incolor, com aroma
doce suave e delicado, encontrado em plantas aromaticas, tais como: Cybopogom nardus (L.),
Cybopogom citratus (D.C.) e Citrus arantium (L.). Esse composto é bastante utilizado pelas
industrias de cosméticos e perfumaria (LAPCZYNSKI et al., 2008).

Estudos realizados com o farnesol demostram considerado potencial
farmacologico que este composto apresenta, tais como: propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias, quimiopreventiva (KHAN; SULTANA, 2011; QAMAR; SULTANA, 2008;
YAZLOVITSKAYA; MELNYKOVYCH, 1995), efeito ansiolitico, depressor
(SHAHNOURI, ABOUSHOSSEINI TABARI, ARAGHI, 2016), analgésico (SHAHNOURI,
ABOUSHOSSEINI TABARI, ARAGHI, 2016; SILVA et al., 2017), neuroprotetor
(SANTHANASABAPATHY, SUDHANDIRAN, 2015), efeito hipotensor por promover
vasodilatacdo (LUFT et al., 1999; ROULLET et al., 1997) e diminuir a contratilidade do
miocérdio (SOUZA, 2016), ambos efeitos decorrentes da inibicdo dos canais de célcio tipo L

promovida por essa substancia.



MATERIAIS E METODOS




4. MATERIAS E METODOS

60

4.1. Revisdo sistematica das propriedades farmacoldgicas e toxicologicas do farnesol

4.1.1. Design do estudo

A revisdo sistematica (RS) descritiva foi realizada em conformidade com as

diretrizes do PRISMA — Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-

Analyses, a qual é composta por um checklist de 27 itens (anexo 1) e um diagrama de fluxo

que orienta a busca e selecdo de artigos em quatro etapas — identificacdo, selecéo,

elegibilidade e inclusdo (figura 10) — com o objetivo de auxiliar os autores a melhorarem a
qualidade e confiabilidade da RS (MOHER et al., 2009).

= . . . , N .. R
s Numero de referéncias identificadas Numero de referéncias adicionais
S através da pesquisa de banco de dado identificadas através de outras fontes
=
=
=
W
=
L]
e Numero de referéncias apos triagem
e remocdo da duplicatas
& 1
>
%)
=
2 Nuimero de referénci
. . . umero de referéncias
Numero de referéncias selecionadas |- ,
excluidas
2} 1
= : ,
S Numero de artigos com texto completo I Numero de artigos de texto completo
= avaliados para elegibilidade excluidos e motivos da exclusio
S
=
] Numero de estudos incluidos
na sintese qualitativa
(=
'
172}
= 1
=
=
= Numero de estudos incluidos
na sintese quantitativa (metanalise)

FONTE: adaptado de Moher et al., 2009.

Figura 10. Fluxo de selecdo dos artigos através das diferentes fases de uma revisao

sistematica proposto pelo PRISMA.




61

Schiitz; Sant'ana & Santos (2011) definem a RS como “um método de pesquisa
secundaria que tem como embasamento cientifico critérios pré-determinados e evidéncias
consistentes”. Em estudos de RS os pesquisadores devem avaliar criticamente e interpretar
todas as informagdes relevantes disponiveis para uma determinada questdo, fendmeno ou érea
de conhecimento (BRASIL, 2012), afim de compilar os dados encontrados em pesquisas
primarias de modo a resumir esses dados, testar e/ou refinar hipdteses, e auxiliar na estimativa
e definicdo de amostras; os quais podem ser Uteis no desenvolvimento de ferramentas e/ou
futuros estudos (MEDINA; PAILAQUILEN, 2010; SCHUTZ; SANT'ANA; SANTOS, 2011).

Os métodos de pesquisa e analises sistematicas sdo utilizadas para evitar os vieses
nos estudos e possibilitar uma analise de resultados mais confiavel, rigorosa e objetiva, o que
facilita uma sintese conclusiva mais fidedigna (BRASIL, 2012; SAMPAIO; MANCINI,
2007). A RS se diferencia dos demais tipos de revisdes (narrativa e integrativa) por se tratar
de um método mais rigoroso de identificacdo e sele¢do de estudos sobre um tema em questéo,
fazendo uso de buscas sistematicas e ferramentas validadas para avaliar a qualidade e
aplicabilidade das evidéncias cientificas (BRASIL, 2012; DE-LA-TORRE-UGARTE-
GUANILO; TAKAHASHI; BERTOLOZZI, 2011).

As RSs podem ser conduzidas com diferentes possibilidades metodoldgicas
(figura 11), entretanto, as mais comuns sdo as revisodes do tipo qualitativas, quantitativas, ou
atendendo a ambos metodos. A abordagem a ser utilizada dependera dos objetivos e
questionamentos a estabelecidos pelo pesquisador (DE-LA-TORRE-UGARTE-GUANILO;
TAKAHASHI; BERTOLOZZI, 2011).
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REVISAO SISTEMATICA

Quantitativa Quantitativa e qualitativa Qualitativa

Sintese com Revisio ,

- f e . R Sintese
analise estatistica integrativa

Nio Sim Escolha da metodologia

segundo objetivos da RS

Revisao Revisao
Sistematica Descritiva Sistematica Metanalise Metassintese

Meta-estudo
Meta-etnografia
Sintese narrativa
Sintese tematica
Meta-agregagio

FONTE: De-La-Torre-Ugarte-Guanilo; Takahashi & Bertolozzi, 2011
Figura 11. Possibilidades metodoldgicas de reviséo sistematica.

As etapas para a elaboracdo de RSs preveem: 1) delineamento do tema e/ou
elaboracdo da pergunta; 2) busca nas bases de dados; 3) selecdo dos estudos; 4) extracdo dos
dados; 5) avaliacdo dos riscos de viés e qualidade metodoldgica dos estudos; 6) sintese dos
dados (metassintese ou metandlise); 7) avaliacdo da qualidade das evidéncias; e 8) escrita e

divulgacdo dos resultados.

4.1.2. Estratégia de pesquisa

A pesquisa foi conduzida com base na seguinte questdo norteadora: Quais séo as
propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas do farnesol? A busca dos artigos foi realizada no
periodo de setembro a dezembro de 2017 nas bases de dados eletrbnicas PUBMED,
MEDLINE, SCOPUS e Web of Science utilizando as seguintes combinagdes de descritores:
“farnesol and pharmacological effect” e “farnesol and toxicology”. Os critérios de inclusao
utilizados foram: artigos originais de estudos pré-clinicos e clinicos que investigaram 0s
efeitos farmacoldgicos e toxicol6dgicos do farnesol, publicados entre janeiro de 1960 a

dezembro de 2017 e escritos nos idiomas inglés, portugués e espanhol.
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4.1.3. Selecéo dos estudos

A busca e selecdo dos estudos foi realizada por dois pesquisadores independentes
(G.AD. e D.S.B.). A triagem dos artigos se deu atraves da leitura do titulo e resumo com a
aplicacdo de uma ficha de avaliacdo com os critérios de elegibilidade. Em seguida, as
publicacdes foram avaliadas através da leitura do texto completo, sendo esta etapa
fundamental para confirmar os critérios de inclusdo. As eventuais discordancias foram
resolvidas através do consenso entre os dois pesquisadores. Os artigos resultantes foram
cuidadosamente revisados, com 0 objetivo de identificar os estudos que atendessem aos

critérios de inclusdo acima descritos e, posteriormente, realizar a extracdo dos dados.

4.1.4. Avaliacdo da qualidade metodoldgica/risco de viés dos estudos

A qualidade metodoldgica e o risco de viés dos estudos foram avaliados utilizando
a ferramenta do SYRCLE’s RoB (HOOIJMANS et al., 2014), para os estudos pré-clinicos —
in vivo e ex-vivo — com animais ndo-humanos; e os critérios delineados pela Cochrane
Collaboration’s (HIGGINS et al., 2011), para os estudos clinicos. Quanto aos estudos pré-
clinicos in vitro ndo foi possivel realizar esta analise, uma vez que ndo existe nenhuma
ferramenta validada com esta finalidade.

A ferramenta do SYRCLE’s RoB foi desenvolvida com base nos critérios da
Cochrane Collaboration’s (HIGGINS et al., 2011), sendo adaptada para avaliar a qualidade
metodoldgica e os riscos de viés de estudos experimentais com animais nao-humanos. Esta
ferramenta é composta por 10 entradas que estdo relacionadas com 6 tipos de viés: viés de
selecdo, viés de desempenho, viés de deteccdo, viés de atrito, viés de relatorio e outros vieses
(HOOIIMANS et al., 2014) (tabela 1).

Tabela 1 — Ferramenta do do SYRCLE’s RoB para avaliar o risco de viés em estudos com

animais nao-humanos.

Julgamento do autor

Item Tipo de viés Dominio Descricao do dominio o
durante a avaliacéo
1 Viés de selecdo Geracdo  de Descrever em detalne o método Foi gerada uma sequéncia
sequéncia utilizado para gerar a sequéncia aleatoria de alocacdo dos
aleatoria aleatoria, para permitir avaliar se diferentes grupos? (*)

foi possivel produzir grupos
comparaveis.

(Continua na pagina seguinte)
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2 Viés de selecdo

Caracteristicas
basicas

Descreva todos os possiveis fatores
prognosticos ou  caracteristicas
animais, se houver, que sejam
comparados para julgar se o0s
grupos de intervencdo e controle
eram semelhantes no inicio do
experimento.

Os diferentes grupos foram
agrupados em pardmetros
similares (tais como: sexo,
idade, peso dos animais,
tempo do tratamento ou
inducdo da doenca)?

3 Viés de selecdo Alocacédo Descreva 0 método usado para A alocacdo dos diferentes
sigilosa ocultar a sequéncia de alocacdo em grupos foi adequadamente
detalhes suficientes para determinar sigilosa? (*)
se as alocagbes de intervencdo
poderiam ter sido previstas antes ou
durante o experimento.
4  Viés de desempenho Alocacédo Descrever todas as medidas Os animais foram
aleatodria utilizadas, se houver, para alojar os selecionados
animais aleatoriamente dentro da aleatoriamente durante o
sala de animais. experimento?

5 Viés de desempenho Cegamento Descreva todas as medidas usadas, Os cuidadores efou o0s
se houver, para cegar os cuidadores investigadores ndo tinham
experimentais e pesquisadores de conhecimento da
saber qual intervencdo cada animal intervencdo que cada
recebeu. Forneca qualquer animal recebeu durante o
informac&o relacionada ao fato de o experimento?
cegamento pretendido ter sido
efetivo.

6 Viés de detecgdo Avaliacdo Descreva se o0s animais foram Os animais foram

aleatéria  de selecionados aleatoriamente ou ndo selecionados

resultados para avaliacéo do resultado, e quais aleatoriamente para
métodos para selecionar os animais, avaliagdo de resultados?
se houver, foram usados.

7 Viés de deteccédo Cegamento Descreva todas as medidas usadas, O avaliador dos resultados
se houver, para cegar os avaliadores ndo tinha conhecimento da
de resultados de saber qual intervencdo que cada
intervencdo cada animal recebeu. grupo recebeu durante o
Forneca  qualquer informagdo experimento? (*)
relacionada ao fato de o cegamento
pretendido ter sido efetivo.

8 Viés de atrito Dados de Descreva a integridade dos dados A identificacdo e

resultados de resultados para cada resultado interpretacdo dos
incompletos principal, incluindo atritos e resultados foi realizada

exclusdes da andlise. Declare se
atrito e exclusfes foram relatados,
0S numeros em cada grupo de
intervencdo (em comparagdo com o
total de animais randomizados),
motivos de atrito ou exclusfes, e
quaisquer reinclusdes em analises
para a revisdo.

adequadamente? (*)

9 Viés de relatério

Relatorio de
resultado
seletivo

Indicar como o relatério de
resultados seletivo foi examinado e
o0 que foi encontrado.

Os relatérios do estudo sao
livres de resultados
seletivos? Os  métodos
utilizados foram descritos
de forma compreensivel?

*)

(Continua na péagina seguinte)
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10  Outros vieses

Outras fontes
de vieses

Declare quaisquer
importantes
abrangidos por outros dominios na
ferramenta.

sobre  viés

preocupacdes
ndo

O estudo estava livre de
outros  problemas que
podem resultar em alto
risco de viés (tais como:
contaminacdo das drogas,
influéncia dos
financiadores, erros de
andlise)? (*)

(*) Itens de acordo com os itens no risco na ferramenta da Cochrane Collaboration’s.
FONTE: Hooijmans et al., 2014.

Ja a ferramenta da Cochrane Collaboration’s julga 0s seguintes itens dos estudos

clinicos com base em 6 tipos de vieses: viés de selecdo, viés de desempenho, viés de deteccéo,

viés de atrito, viés de relatdrio e outros vieses (HIGGINS et al., 2011) (tabela 2).

Tabela 2 — Ferramenta do do Cochrane Collaboration’s para avaliar o risco de viés em

estudos clinicos.

Dominio

Fonte de viés

Suporte para julgamento

Julgamento do autor
durante a avaliacéo

Viés de selecdo

Geracdo de
aleatoria

sequéncia

Descrever em detalhe o
método utilizado para gerar a
sequéncia  aleatoria, para
permitir avaliar se foi possivel
produzir grupos comparaveis.

Viés de selecdo (alocacdo
tendenciosa para intervencdes)
devido a geracdo inadequada
de uma seqiiéncia aleatoria.

Alocagdo sigilosa

Descrever em detalhes o
método utilizado para ocultar
a sequéncia aleatoria, para
determinarmos se a alocacéo
das intervencBes pbde ser
prevista antes ou durante o
recrutamento dos
participantes.

Viés de selecdo (alocacao
tendenciosa para intervencdes)
devido a ocultacdo inadequada
de alocagBes antes da
designacéo.

Viés de desempenho

Cegueira (participante e
profissionais) (*)

Descrever todas as medidas
utilizadas para cegar
participantes e profissionais
envolvidos em relacdo a qual
intervencdo foi dada ao
participante. Fornecer
informacBes se realmente o
cegamento foi efetivo.

Viés de desempenho devido
ao conhecimento das
intervencbes alocadas pelos
participantes e pelo pessoal
durante o estudo.

Viés de detecgdo

Cegueira (avaliador de
resultados) (*)

Descrever todas as medidas
utilizadas para cegar 0s
avaliadores de desfecho em
relacdo ao conhecimento da
intervencdo fornecida a cada
participante. Fornecer
informacfes se o cegamento
pretendido foi efetivo.

Viés de deteccdo devido ao
conhecimento das
intervencbes alocadas por
avaliacdo de resultados.

(Continua na pagina seguinte)
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Viés de atrito Dados

incompletos (*)

Descrever se 0s dados
relacionados aos desfechos
estdo completos para cada
desfecho principal, incluindo
perdas e exclusdo da analise.
Descrever se as perdas e
exclusdes foram informadas
no estudo, assim como suas
respectivas razfes. Descreve
se houve reinclusdo de algum
participante.

Viés de atrito devido a
guantidade,  natureza  ou
tratamento de dados de
resultados incompletos.

Viés de relatério Relatério de resultados

seletivo

Indicar a possibilidade de os
ensaios clinicos randomizados
terem selecionado 0s
desfechos ao descrever o0s
resultados do estudo e o que
foi identificado.

Viés de relatério devido ao
relatério seletivo de
resultados.

Outros vieses

Outras fontes de vieses

Declarar outro viés que nédo se
enquadra em outro dominio
prévio da ferramenta. Se em
protocolos de revisGes forem
pré-especificadas questdes
neste dominio, cada questdo
deve ser respondida.

Viés devido a problemas nédo
cobertos em outro lugar.

(*) As avaliacOes devem ser feitas para cada resultado principal ou classe de resultados.

FONTE: Higgins et al., 2011.

Com base nas ferramentas acima citadas os estudos foram classificados em:

2 ¢

“baixo risco de viés”, “alto risco de viés” e “riSco ndo claro de viés”.

4.1.5. Extracao e andlise dos dados

Os dados foram extraidos por um dos pesquisadores (G.A.D.) através do uso de

uma lista de critérios de selecdo, os quais foram verificados com precisdao pelo segundo

pesquisador (D.S.B.).

O processo de extracdo e sintese descritiva dos dados obedeceram ao formato do

acrénimo PICOT (P — populagdo, I — intervencdo, C — Controle, O — desfecho, T — tipo de

estudo). Os itens extraidos incluiram informacdes relacionadas ao tipo de estudo, espécie,

cepa e/ou linhagem celular utilizada, objetivo do estudo, dose e/ou concentracdo testada, via

de administracdo e principais resultados e conclusdo, conforme descrito na literatura.

A estatistica de agrupamento (metanalise) ndo foi

heterogeneidade metodoldgica entre estudos.

possivel devido a
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4.2. Revisdo critica das patentes de produtos farmacéuticos que contém o farnesol na sua
formulacéo

4.2.1. Design do estudo

A revisdo critica da literatura foi desenvolvida objetivando realizar uma sintese
critico-analitica das patentes de interesses farmacéuticos que contém o farnesol na sua
formulacdo, pois assim seria possivel verificar os possiveis produtos gerados a partir das
pesquisas experimentais pré-clinicas e clinicas.

As revisdes da literatura possuem como caracteristica andlise e sintese de
informac0es oriundas de estudos primarios relevantes sobre um determinado tema, as quais
compilam o conjunto de conhecimentos existentes, possibilitando, assim, a realizagdo de
analises e desfechos sobre o assunto em questdo (MARCINI, SAMPAIO, 2006).

Nos estudos de revides criticas da literatura os pesquisadores resumem, analisam e
sintetizam as informacdes disponibilizadas na literatura, mas ndo seguem necessariamente
uma metodologia pré-definida (MARCINI, SAMPAIO, 2006), sendo esse um aspecto que 0s
diferenciam das RSs, as quais adotam uma metodologia rigorosa, com procedimentos de
busca, selecdo e anélise padronizados, bem delineados e claramente definidos, 0 que permite
com que o leitor aprecie a qualidade das pesquisas e a validade das conclusdes feitas pelos
autores  (BRASIL, 2012; DE-LA-TORRE-UGARTE-GUANILO; TAKAHASHI;
BERTOLOZZI, 2011; MARCINI, SAMPAIO, 2006).

4.2.2. Estratégia de pesquisa

A busca das patentes foi realizada em janeiro de 2018 através dos bancos
eletrénicos de patentes WIPO (World Intellectual Property Organization), LatiPat e INPI
(Instituto Nacional da Propriedade Industrial) utilizando o0s seguintes descritores e
combinagdes: “farnesol” e “farnesol and pharmaceutical”. A pesquisa foi realizada com base
na seguinte questdo norteadora: “Quais sdo os produtos de interesses farmacéuticos
patenteados que possuem o farnesol na sua formulagdo?”. Os critérios de incluséo utilizados
foram: patentes de estudos pré-clinicos e clinicos que investigaram os efeitos farmacoldgicos
de produtos que contém o farnesol na sua formulacdo, publicados entre janeiro de 1970 a

dezembro de 2017 e escritos nos idiomas inglés, portugués e espanhol.
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4.2.3. Selecéo das patentes

A busca e selecdo das patentes foi realizada por dois pesquisadores independentes
(G.AD.el.C.S.L.). A triagem se deu através da leitura do titulo e resumo com a aplicacdo de
uma ficha de avaliacdo da elegibilidade. Em seguida, as patentes foram avaliadas através da
leitura do texto completo (quando disponivel), onde foi possivel confirmar os critérios de
inclusdo. As eventuais discordancias foram resolvidas através do consenso entre os dois
pesquisadores. As patentes resultantes foram cuidadosamente revisadas com o objetivo de
identificar quais atendiam aos critérios de inclusdo acima descritos e realizar a extragdo dos

dados.

4.2.4. Extracdo e sintese dos dados

Os dados foram extraidos por um dos pesquisadores (G.A.D.) através do uso de
uma lista de critérios de selecdo, os quais foram verificados com precisdo pelo segundo
pesquisador (I.C.S.L.).

Os itens extraidos para a sintese descritiva incluiram informacdes relacionadas ao
numero da patente, classificacdo internacional da patente, inventor, formulacdo, via de
administracdo e forma farmacéutica e o uso terapéutico do produto, conforme descrito nas

patentes.

4.3. Bioprospeccdo farmacoldgica na investigacdo comportamental e neuroprotetora do
farnesol em camundongos submetidos a convulsdo induzida por pilocarpina

4.3.1. Design do estudo

Este trabalho de mestrado foi desenvolvido pelo Laboratério de Farmacologia dos
Produtos Naturais (LFPN) da Universidade Regional do Cariri (URCA) como parte integrante
do Programa de Pds-graduacdo em Bioprospeccdo Molecular (PPBM). O referido trabalho foi
financiado pelas instituicbes de fomento: Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES/Brasil, Codigo de financiamento 001), Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPg/Brasil) e Fundacdo Cearense de Apoio ao
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (FUNCAP/Ceara/Brasil).

Trata-se de um estudo randomizado de carater experimental (em animais nao-
humanos) de natureza quantitativa. Como instrumento de coleta de dados foram utilizados

diferentes protocolos farmacol6gicos e neuroquimicos, 0s quais permitiram investigar 0s
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efeitos comportamentais e neuroprotetor do farnesol em camundongos submetidos a
convulsdo induzida por pilocarpina, bem cmo elucidar os possiveis mecanismos de acédo
responsaveis pela neuroprotecéo.

Para Gil (2006) o método experimental consiste essencialmente em submeter os
objetos de estudo a influéncia de certas variaveis, em condi¢des controladas e conhecidas pelo
investigador, para observar os resultados que a variavel produz no objeto. Segundo Swerts
(2010), a pesquisa experimental é aquela que descobre 0 modo e as causas que levam o

fendmeno a ser produzido, podendo ser de um estudo realizado em campo ou em laboratério.

4.3.2. Exigéncias legais - aspectos éeticos da pesquisa

A proposta da pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Experimentacdo e Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Regional do Cariri — URCA (processo no. 00128/2017.2,
anexo 2) e conduzida em estrita obediéncia com as normas e diretrizes bioéticas nacionais e
internacionais vigentes para ensaios envolvendo animais ndo-humanos (Diretrizes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA/Brasil e do Guide for
the care and use of laboratory animals do National Institute of Health — NIH/EUA).

Todos os procedimentos adotados foram estabelecidos de acordo com o decreto
n°. 24.645 de 10 de julho de 1934 que asseguram os direitos dos animais, estabelecendo
medidas de protecdo aos mesmos, e conforme a lei n °. 6.638 de 8 de maio de 1979, que
normatiza as praticas didatico cientificas da vivissecdo de animais (BRASIL, 1934; BRASIL,
1979). A Lei 6.638 de 8 de maio de 1979 dispbe sobre a composicdo do 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 (BRASIL, 2008).

4.3.3. Materiais
4.3.3.1. Animais

Para realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos albinos Swiss
(Mus musculus) machos ou fémeas em anaestro (60-90 dias idade e massa corpdrea de 30 + 5
g). Os animais foram distribuidos aleatoriamente e mantidos no Biotério de criacdo da
Universidade Regional do Cariri — URCA (Crato-CE, Brasil) em gaiolas de polipropileno

medindo 30 cm de comprimento, por 19 cm de largura e 13 cm de altura, com, no maximo, 5
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camundongos por caixa, em cama de maravalha estéril, recebendo, diariamente, racdo padrao

e agua ad libitum (exceto nas 2 horas que antecederam a execucdo dos experimentos), em

condi¢cdes ambientais controladas (temperatura ambiente de 23 + 2° C, ciclo claro/escuro de
12 po 12h, umidade relativa do ar 50 £+ 5%) (LAPA et al., 2008).

4.3.3.2. Drogas, reagentes e solucoes

As drogas, reagentes e solucdes utilizadas neste estudo estdo listadas na tabela 3

de acordo com sua procedéncia, prepraro e finalidade, respectivamente.

Tabela 3 — Drogas, reagentes e solucdes utilizadas na realizacdo dos protocolos

farmacologicos e neuroquimicos.

SUBSTANCIA PROCEDENCIA PREPARO

Acetonitrila Carlo erba Reagenti, Diluido conforme as instrugdes do fabricante (concentracéo de
Italia 4% viv)

Acido citrico Unido Quimica, Dissolvido 15,75 g em &gua purissima (Milli-Q) g.s.p. 400 mL,
Brasil ajustada com pH 3

Acido cloridrico Sigma-Aldrich, Diluido conforme as instrucbes do fabricante (concentracdo de 1
E.UA. N)

Acido Sigma-Aldrich, Diluido conforme as instru¢bes do fabricante (concentracdo de

octanosulfénico E.UA. 0,69 M)

sodico

Acido perclorico Sigma-Aldrich, Diluido 1,8 mL em 4gua deslitada g.s.p. 300 mL (concentracao
E.UA. de 0,1 M)

Acido tiobarbiturico  Sigma-Aldrich, Dissolvido 0,15 g em &gua destilada g.s.p. 20 mL (concentragdo
E.UA. de 10%)

Acido tricloracético  Sigma-Aldrich, Dissolvido 2 g + 2,5 mL de hidréxido de sédio 0,5 N + 10 mL de
E.UA. agua destilada g.s.p. + 1,5 mL de &cido cloridrico 1 N + g.s.p. 25

mL de &gua destilada (concentracdo de 0,6%)
Agua destilada Laboratério de -

Biofisiofarmacologia

da FMJ, Brasil
Agua purissima Laboratério de -
(Milli-Q) Biofisiofarmacologia

da FMJ, Brasil

(Continua na pagina seguinte)
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Atropina Sigma-Aldrich, Dissolvido em solucdo salina, administrado na dose de 10 mg/kg,
E.UA. via intraperitoneal

Cloreto de potéssio Sigma-Aldrich, Dissolvido 1,15 g em agua destila g.s.p. 100 mL (concentracdo
E.UA. de 1,15%)

Diazepam Unido Quimica, Diluido em solucdo salina, administrado nas doses de 1, 2 ou 5
Brasil mg/kg, via intraperitoneal

Hidréxido de sddio Sigma-Aldrich, Dissolvido 0,5 g em agua destilada g.s.p. 25 mL (concentracao
E.UA. de 0,5 N)

Imipramina Cristalia Farma, Dissolvido em em solucdo salina com 0,5% de Tween 80,
Brasil administrado na dose de 30 mg/kg, via intraperitoneal

Nitrito de soédio Sigma-Aldrich, Dissolvido 6,9 mg em 10 mL de agua destilada (concentracdo de

(NaNO,) E.UA. 10 mM)

Oxotremorina Sigma-Aldrich, Dissolvido em solugdo salina, administrado na dose de 0,5
E.UA. mg/Kkg, via intraperitoneal

Padrées: dopamina — Sigma-Aldrich, Preparados conforme as instru¢fes do fabricante (concentrago

DA, noradrenalina — E.U.A. final de 4 ng)

NA e serotonina — 5-

HT3

Pilocarpina Sigma-Aldrich, Dissolvido em solucdo salina e administrado na dose de 350
E.UA. mg/kg, via oral

Reagente de Griess Sigma-Aldrich, Diluido conforme as instrugdes do fabricante (0,04 g/mL)

modificado E.U.A

Salina (solucdo Farmace, Brasil Utilizado na concentracdo de fabrica

fisioldgica 0,9%)

Soluc¢do padrdo Sigma-Aldrich, Diluido conforme as instruc@es do fabricante (concentracdo de 1

malonilaldeido E.U.A. mg/mL)

Tampéo Tris HCI Sigma-Aldrich, Diluido conforme instrucdes do fabricante (concentracdo de 0,4
E.UA. M, pH 8,9)

Tetrahidrofurano Sigma-Aldrich, Diluido conforme as instrucGes do fabricante (concentracdo de
E.UA. 1,7% viv)

Trans,trans-Farnesol ~ Sigma-Aldrich, Emulsificado em em solugdo salina (soro fisioldgico 0,9%) com

(95% de pureza) E.UA. 0,5% de Tween 80, administrado nas doses de 12,5, 25, 50, 100,

200 ou 400 mg/kg, via oral
Tween 80 Sigma-Aldrich, -

E.UA
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Os equipamentos utilizados neste estudo estdo listados na tabela 4 de acordo com

sua procedéncia e finalidade, respectivamente.

Tabela 4 — Equipamentos utilizados na realizagdo dos protocolos farmacoldgicos e

neuroquimicos.

EQUIPAMENTO

PROCEDENCIA

Agitador de tubos

FANEN, Brasil

Balanca analitica

Mettler, Suica

Balanga semianalitica Marte, Brasil
Banho maria FANEN, Brasil
Bomba para CLAE Shimadzu Corp., Japdo

Campo aberto

Laboratdrio de Farmacologia dos Produtos Naturais
da URCA, Brasil

Centrifuga refrigerada

Fisher Scientific, E.U.A.

Coluna para catecolaminas

Shimadzu Corp., Japdo

Degaseificador

Shimadzu Corp., Japdo

Detector de fluorescéncia

Shimadzu Corp., Japdo

Detector eletroquimico

Shimadzu Corp., Japdo

Eletrodo de carbono

Shimadzu Corp., Japdo

Espectrofotdmetro (modelo DU 640B)

Beckman, Fullerton

Homogeneizadores manuais

Bellico, E.U.A.

Integrador C-R6A

Shimadzu Corp., Japdo

Labirinto em cruz elevado

Laboratério de Farmacologia dos Produtos Naturais
da URCA, Brasil

Medidor de pH (modelo B374)

Miconal, Brasil

Micropipetas

Pedersen, Dinamarca

Laboratério de Farmacologia dos Produtos Naturais

Nadlo forgade da URCA, Brasil
Pipetas -

Pré-coluna Shimadzu Corp., Japdo
Rota-rod Insigth Ltda., Brasil
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4.3.4. Métodos
4.3.4.1. Parametros de experimentacéo e alocacao dos animais

Os protocolos experimentais foram realizados seguindo as normas e
procedimentos de biosseguranga para biotérios (CARDOSO, 1998-2001) e bioéticas
(BAZZANO, 2006), de modo a minimizar o sofrimento e 0 nimero de animais utilizados para
realizacdo dos experimentos.

Para realizacdo dos testes toxicoldgicos, farmacoldgicos e neuroquimicos o0s
animais foram separados aleatoriamente (n = 3 a 8 animais por grupo). Todos os testes foram
realizados com os cuidadores/investigadores cegados, sempre no mesmo horario (12:00 as
17:00 horas), em sala de experimentacdo devidamente isolada com temperatura constante (23
+ 2° C) e com iluminacdo de pouca intensidade (ldmpada vermelha de 15V). Os animais
foram previamente acondicionados na sala de experimentacdo 24h antes da realizacdo do
protocolo. Para realizar os tratamentos pela via oral os animais permaneciam com um jejum
de 2-4 h. O fluxograma a seguir traz um panorama geral dos procolos experimentais

realizados neste trabalho:



ENSAIOS FARMACOLOGICOS E
TOXICOLOGICO

Estimativa da DL, e
Screening Hipocritico

Investigacao da atividade
comportamental e neuroprotetora

Labirinto em cruz elevado

Campo aberto

Rota rod

Participacao do sistema colinérgico:
Tremores induzidos por oxotremorina

Nado forcado

Participacio do sistema monoaminérgico:
Dosagem dos niveis de monoaminas (NE, DA, 5-HT)

Convulsiao induzida por

pilocarpina

Participacio da atividade antioxidante:
Determinacio da concentraciao de TBARs e Nitrito

I—‘ Mecanismos de acio I—

FONTE: Elaborada pelos autores, 2019.

Figura 12. Fluxograma dos métodos experimentais utilizados.
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4.3.4.2. Toxicidade oral aguda e screening hipocratico

A avaliacdo da toxicidade oral aguda da administracdo do trans,trans-farnesol e a
estimativa da Dose Letal Média (DLso) seguiu a diretriz n°® 423 da Organization for Economic
Cooperation and Development — OECD para o teste de método de classe toxica aguda (Acute
Oral Toxicity — Acute Toxic Class Method da OECD 423, 2001). A estimativa da DLsg foi um
dos parametros utilizados para definir as doses do farnesol que a serem utilizadas na
investigacao do efeito comportamental e neuroprotetor (1%, 0,5% e 0,25% do valor da DLsp).

Os animais (camundongos fémeas) foram organizados em grupos (n = 3 animais
por grupo) e tratados com o trans,trans-farnesol (5.000 mg/kg, v.0.) e controle (salina —
solucdo fisiologica 0,9% — 0,1 mL/10 g de massa corporal) (tabela 5). Apo6s o tratamento os
animais foram observados em intervalos regulares (5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 e
240 min) e, a partir de entdo, diariamente, até o décimo quarto dia. Todos os sinais de
toxicidade, a época do seu aparecimento, foram registrados (quanto a sua intensidade, duragdo
e progressdo) seguindo o método do screening hipocratico proposto por Malone (1977). Tais
sinais consistiam em: agressividade, contor¢do, coloracdo da urina, diametro da pupila,
diarreia, erecdo da cauda, fasciculagbes, grunhidos, aumento ou diminuicdo da miccgéo,
midriase, orelha (cianética, hiperemiada ou palida), passividade, reacdo de fuga, sialorréia,
tremor da cauda, lacrimejamento, sudorese e coma, além de morte (quadro 5). Observagdes
comportamentais sistematicas atraves do screening hipocratico também serdo realizadas. As
intensidades dos efeitos serdo tabuladas conforme os seguintes simbolos: A — Ausente; N —
Normal; P — Presente; + - Baixa intensidade; ++ - Média intensidade; +++ - Alta intensidade;
1 - Aumento e | - Diminuigdo. As alteragbes encontradas na observacdo comportamental e
exame clinico sistematico dos animais serdo registrados em protocolo impresso com a lista de
sinais a serem investigados (anexo 3). Ao final do experimento todos os animais foram
eutanasiados para que o0s Orgdos (cérebro, coracdo, pulmdes, figado, baco e rins) fossem
extraidos e analisados macroscopicamente.

Para realizacdo deste protocolo, preconiza-se 0 uso de camundongos fémeas, uma
vez que a literatura reporta que, embora haja pouca diferenca na sensibilidade entre os sexos,
nos casos em que as diferencas sdo observadas, as fémeas geralmente sdo mais sensiveis aos
sinais de toxicidade (LIPNICK et al., 1995).
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Tabela 5 — Grupos e drogas administradas no modelo de convulsdes induzidas por
pilocarpina.

Grupos (n=3) Tratamento agudo
(via de administracao)
| SALINA (v.0.)

1 FAR 5.000 mg/kg (v.0.)
FAR = trans,trans-farnesol; v.o. = via oral.

Quadro 5 — Parametros avaliados no teste de toxicidade oral aguda e screening Hipocratico.

ACOES
Estimulantes do SNC Depressores do SNC Autondmicos e Toxicos
Cogar focinho Analgesia Contorc¢édo abdominal
Frequéncia respiratdria aumentada Ataxia Cromodacriorréia
Hiperlocomocéo Dispneia Defecacéo
Lamber as patas Frequéncia respiratoria diminuida Diarreia
Piloerecéo Hipnose Hipotermia
Tremores finos Hipolocomoc&o Letargia
Tremores grosseiro Perda da apreensdo das patas Miccdo aumentada
Sedacdo Midriase
Miose
Paralisia do trem posterior
Piloerecéo

Ptose palpebral
Salivacéo excessiva
Secrecdo bronquica

Sudorese
Morte

4.3.4.3. Avaliacéo do efeito comportamental
4.3.4.3.1. Teste do labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado é considerado um dos principais modelos
para avaliar compostos com propriedade ansiolitica (Pellow et al., 1985). O aparelho consiste
em dois bragos abertos (32 x 6 cm) e dois fechados (31 x 7 cm x 27 cm), ambos opostos, em
forma de cruz, conectados por uma plataforma central (5 x 5 cm), elevado a uma altura de 45
cm do nivel do chéo (Lister, 1987).

Os animais foram separados aleatoriamente em grupos (n = 6 animais por grupo) que
receberam o tratamento com salina (solugdo fisiologica 0,9% — 0,1 mL/10 g), diazepam (1
mg/kg, i.p.) ou trans,trans-farnesol (12,5, 25 ou 50 mg/kg, v.0.) (tabela 6). Apds tratamento,
30 min (para tratamento i.p.) e 1 h (para tratamento v.0.), os animais foram colocados

individualmente no centro do aparelho com a cabeca voltada para um dos bracos fechados.
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Durante cinco minutos registrou-se os seguintes parametros: Namero de entradas nos bracos
abertos (NEBA); Numero de entradas nos bracos fechados (NEBF); Tempo de permanéncia
nos bracos abertos (TPBA) e Tempo de permanéncia nos bracos fechados (TPBF) (figura 13).
Em seguida, os mesmos animais serdo imediatamente observados no teste do campo aberto
(CA).

Tabela 6 — Grupos e drogas administradas no teste do labirinto em cruz elevado.

Grupos (n=8) Tratamento agudo
(via de administracao)
| SALINA (v.0.)
1 DZP 1 mg/kg (i.p.)
i FAR 12,5 mg/kg (v.0.)
v FAR 25 mg/kg (v.0.)
\% FAR 50 mg/kg (v.0.)
DZP = Diazepam; FAR = trans,trans-farnesol; v.o. = via oral; i.p. = via intraperitoneal.

(solugao ﬁss?ollié?ca 0,9% Dixzepam Trans,trans-farnesol
5 0 — -
g ¢ BB 5 55 (1 mg/kg, ip.) (12,5, 25 e 50 mg/kg)
30’ ou 60’

5’ de observacao:

o Numero de entradas nos bracos abertos

o Tempo de permanéncia nos bracos abertos
o Numero de entradas nos bracos fechados

o Tempo de permanéncia nos bracos fechados

Labirinto em cruz elevado
(bragos abertos: 32 x 6 cm / bragos
fechados: 31 X7 cm x 27 cm)

FONTE: Elaborada pelos autores, 2018.
Figura 13. Esquema representativo da investigagdo do efeito do trans,trans-farnesol sobre 0s

parametros comportamentais no teste do labirinto em cruz elevado.
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4.3.4.3.2. Teste do campo aberto

O campo é um dos aparelhos mais utilizado para a avaliacdo do efeito de drogas
sobre a atividade locomotora. O campo aberto consiste em uma arena confeccionada de vidro
transparente e piso preto (30 x 30 x 15 cm), dividida em nove quadrantes iguais (ARCHER,
1973).

Os animais foram separados aleatoriamente em grupos (n = 8 animais por grupo)
que receberam o tratamento com salina (solucéo fisiologica 0,9% — 0,1 mL/10 g), diazepam (2
mg/kg, i.p.) ou trans,trans-farnesol (12,5, 25 ou 50 mg/kg, v.0.) (tabela 7). Apéds a avaliagdo
no teste do labirinto em cruz elevado (com excecdo do grupo diazepam 2 mg/kg, o qual foi
adicionado somente no teste do campo aberto), cada animal foi colocado no centro do campo
aberto e observado por 5 min. Os parametros comportamentais analisados foram: nimero de
cruzamentos (NC — exploracdo horizontal, contando os quadrantes cruzados pelo animal,
quando este se encontrava com as quatro patas dentro do mesmo quadrante), nimero de
rearing (NR — exploracéo vertical, postura na qual o animal fica apoiado somente pelas patas
traseiras) e numero de grooming (NG — acdo de autolimpeza) (figura 14). Em seguida, 0s

mesmos animais serdo imediatamente observados no teste do Rota rod (RR).

Tabela 7 — Grupos e drogas administradas no teste do campo aberto.

Grupos (n=8) Tratamento agudo
(via de administracéo)
I SALINA (v.0.)
1 DZP 2 mg/kg (i.p.)
i FAR 12,5 mg/kg (v.0.)
v FAR 25 mg/kg (v.0.)

\Y FAR 50 mg/kg (v.0.)
DZP = Diazepam; FAR = trans,trans-farnesol; v.0. = via oral; i.p. = via intraperitoneal.
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Salina
(solugao fisiologica 0,9% —
0,1 mL/10 g, v.0.)

Diazepam Trans,trans-farnesol
(2 mg/kg, i.p.) (12,5, 25 e 50 mg/kg)

30°, 35° ou 65°

‘f‘. \
B o Numero de grooming
- ?‘

Arena de observacao
(30 x30 x 15 cm)

o Numero de cruzamentos

\ 5’ de observacgao:
\ o Numero de rearing

FONTE: Elaborada pelos autores, 2018.
Figura 14. Esquema representativo da investigacdo do efeito do trans,trans-farnesol sobre os

parametros comportamentais no teste do campo aberto.

4.3.4.3.3. Teste do Rota-rod

O teste do Rota rod avalia o efeito do relaxamento muscular ou perda da
coordenacdo motora produzidas por drogas em animais (CARLINI; BURGOS, 1979). Para
esta avaliacdo, os camundongos foram selecionados em uma sessdo de treino 24 h antes do
experimento. Na sessdo de treino, os animais foram colocados com as quatro patas sobre uma
barra de 2,5 cm de diametro, elevada a 25 cm do piso. Os camundongos capazes de
permanecer na barra giratoria (16 rpm) por 3 min foram selecionados como aptos a realizacdo
do experimento.

Os animais selecionados foram separados aleatoriamente em grupos (n = 8
animais por grupo) que receberam o tratamento com salina (solucéo fisiologica 0,9% — 0,1
mL/10 g), diazepam (5 mg/kg, i.p.) ou trans,trans-farnesol (12,5, 25 ou 50 mg/kg, v.0.)
(tabela 8). Apos a avaliacdo no teste do campo aberto (com exce¢do do grupo diazepam 5

mg/kg, o qual foi adicionado somente no teste do Rota rod), os animais foram testados
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(individualmente) no aparelho Rota rod durante 1 min. Os parametros registrados foram: o
numero de quedas (NQ) sofridas (sendo o limite maximo de 3 quedas para cada animal) e o
tempo de permanéncia (TP — em segundos) (DUNHAM; MIYA, 1957) (figura 15). Em

seguida, 0s mesmos animais serdo imediatamente observados no teste do nado for¢ado (NF).

Tabela 8 — Grupos e drogas administradas no teste do Rota-rod.

Grupos (n=8) Tratamento agudo
(via de administracao)
I SALINA (v.0.)
1 DZP 5 mg/kg (i.p.)
i FAR 12,5 mg/kg (v.0.)
v FAR 25 mg/kg (v.0.)
\Y FAR 50 mg/kg (v.0.)
DZP = Diazepam; FAR = trans,trans-farnesol; v.o0. = via oral; i.p. = via intraperitoneal.

_— fzitllic’:l?ca i Diazepam Trans,trans-farnesol
gica 0,9% — i
g 1 mL/10 g, v.0.) (S mg/ke, i.p.) (12,5, 25 e 50 mg/kg)

30°, 40’ ou 70°

LEETE

. 1’ de observacao:
o Numero de quedas
o Tempo de permanéncia

Barra giratéria
(2,5 cm de diametro, disposta
a 25 cm de altura da base, 16 rpm)

FONTE: Elaborada pelos autores, 2018.
Figura 15. Esquema representativo da investigacdo do efeito do trans,trans-farnesol sobre 0s

parametros comportamentais no teste do rota-rod.



81

4.3.4.3.4. Teste do nado forgado

O teste do nado forcado foi realizado utilizando cilindros de vidro transparente
(capacidade de total de 2 L) medindo 18 cm de altura e 14 cm de diametro, contendo 1,5 L de
agua a 27 °C. Trata-se do modelo animal mais amplamente utilizado para triagem de novas
drogas antidepressivas (CRYAN; HOLMES, 2005).

Quando camundongos sdo forcados a nadar, em um ambiente onde ndo ha
possibilidade de escapar, eventualmente param a luta e cedem a estressante e entram num
estado de imobilidade. O comportamento de imobilidade é, portanto, considerado como um
desespero comportamental, o qual pode ser interpretado como um estado depressivo
(PORSOLT; LE PICHON; JALFRE, 1977).

Os animais foram separados aleatoriamente em grupos (n = 6 animais por grupo)
que receberam o tratamento com salina (solucéo fisiolégica 0,9% — 0,1 mL/10 g), imipramina
(30 mg/kg, i.p.) ou trans,trans-farnesol (12,5, 25 ou 50 mg/kg, v.0.) (tabela 9). Apos a
avaliacdo no teste do Rota rod (com exce¢do do grupo imipramina 30 mg/kg, o qual foi
adicionado somente no teste do nado forcado), cada animal foi colocado para nadar
individualmente no cilindro por um tempo total de 6 min (o Tl sé foi contabilizado 2 min
apo6s o animal ser introduzido no nado forgado, sendo esse tempo destinado para que 0s
animais se ambientassem ao ambiente novo e, assim, evitar a aquisi¢do de resultados falsos

positivos/negativos) (figura 16).

Tabela 9 — Grupos e drogas administradas no teste do nado forgado.

Grupos (n=8) Tratamento agudo
(via de administracéo)
| SALINA (v.0.)
1 IMIP 30 mg/kg (i.p.)
i FAR 12,5 mg/kg (v.0.)
v FAR 25 mg/kg (v.0.)
\Y FAR 50 mg/kg (v.0.)
IMIP = Imipramina; FAR = trans,trans-farnesol; v.o. = via oral; i.p. = via intraperitoneal.
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Salina
(solugdo fisiologica 0,9% —
0,1 mL/10 g, v.0.)

Imipramina Trans,trans-farnesol
(30 mg/ke, i.p.) (12,5, 25 e 50 mg/kg)

30°,41°ou 71°

pais -

7‘1& =
_‘——' >

Cilindro de vidro
(18 x 14 em /1,5 L de agua a 27 °C)

6’ de observacao:
o Tempo de imobilidade

FONTE: Elaborada pelos autores, 2018.
Figura 16. Esquema representativo da investigacdo do efeito do trans,trans-farnesol sobre 0s

pardmetros comportamentais no teste do nado for¢ado.

4.3.4.3.5. Convulséo induzida por pilocarpina

O efeito neuroprotetor do trans,trans-farnesol foi avaliado em camundongos
machos submetidos ao estresse convulsivo induzido por pilocarpina, seguindo o método
proposto por Turski e colaboradores (1984).

A pilocarpina (agonista colinérgico muscarinico) permite investigar o0
envolvimento de diferentes sistemas de neurotransmissores como moduladores da
epileptogénese (CAVALHEIRO et al.,, 1991; MARINHO et al., 1998); podendo agir: a)
através da ativacdo do sistema glutamatérgico, por meio dos receptores muscarinicos; b)
alterando a atividade enzimatica de sistemas antioxidantes; c) atuando no metabolismo dos
fosfoinositideos; e d) influenciando, também, a participacdo de outros sistemas envolvidos no

processo de neurotransmissdo, tais como o0s sistemas: noradrenérgico, dopaminérgico,
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serotoninérgico e GABAérgico (FREITAS, 2011). Este modelo provoca convulsdes de inicio
focal, sendo indicado como um importante modelo a ser utilizado no screening para a
descoberta de farmacos anticonvulsivante Gteis no tratamento da eplepsia, bem como para
testar os efeitos sobre comorbidades decorrentes das crises convulsivas ou de estados
epilépticos resistentes aos efeitos dos medicamentos (GALANOPOULOU et al., 2012).

A principio os camundongos machos foram separados aleatoriamente em grupos
(n = 8 animais por grupo) que receberam o tratamento com salina (solucao fisioldgica 0,9% —
0,1 mL/10 g), diazepam (2 mg/kg, i.p.) ou trans,trans-farnesol (12,5, 25 ou 50 mg/kg, v.0.).
Apobs tratamento, 30 min (para tratamento i.p.) e 1 h (para tratamento v.0.), cada animal

recebeu uma injecdo intraperitoneal de pilocarpina (350 mg/kg) (tabela 10).

Tabela 10 — Grupos e drogas administradas no modelo de convulsdes induzidas por
pilocarpina.

Grupos (n=8) Tratamento agudo
(via de administracéo)

| SALINA (v.0.) + PILO 350 mg/kg (i.p.)

1 DZP 2 mg/kg (i.p.) + PILO 350 mg/kg (i.p.)

i FAR 12,5 mg/kg (v.0.) + PILO 350 mg/kg (i.p.).
v FAR 25 mg/kg (v.0.) + PILO 350 mg/kg (i.p.).

\Y FAR 50 mg/kg (v.0.) + PILO 350 mg/kg (i.p.)

PILO = Pilocarpina; DZP = Diazepam; FAR = trans,trans-farnesol; v.o. = via oral; i.p. = via intraperitoneal.

A andlise do efeito anticonvulsivante deu-se pela observacdo dos animais
(individualmente) por um periodo de 1 h. Os parametros analisados foram: a) laténcia da
primeira convulsdo (tempo decorrido entre a administracdo de pilocarpina até a primeira
convulsdo cldnica ou tonico-clénica, em segundos), b) laténcia de morte dos animais (tempo
decorrido da administracdo do pilocarpina até a morte do animal), ¢) estagios e intensidade
das crises convulsivas com base na escala de Racine 1972 (adaptada por Luttjohann, Fabene

& Van-Luijtelaar, 2009, quadro 6); e d) percentual de sobrevivéncia apos 24 h (figura 17).
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Quadro 6 — Escala comportamental para avaliar o estagio e intensidade de crises convulsivas.

Estagio Comportamento

1

Imobilidade
(parada comportamental stbita e/ou olhar fixo)

Automatismos Orofaciais

2 (movimentos repetidos com a face ou focinho e olhos)
Mioclonias de cabega e pescoco
Clonia em posicéo sentada
5 Convulséo clénica e/ou tdnico-clénica em decubito ventral
6 Convulséo clénica e/ou tdnico-clénica em decubito lateral e/ou

elevacéo e queda

FONTE: adaptada de Littjohann, Fabene & Van-Luijtelaar (2009).

Salina . ranss . :
(solugao fisiologica 0,9% — Dlazepqm rans,trans-farneso
0.1 mL/10 g v.0.) (2 mgkg, i.p.) (12,5, 25 ¢ 50 mg/kg)

30° ou 60°

’l‘n‘

Pilocarpina 350 mg/kg (i.p.)

\

/ ' !-- 60’ de observacao:
.‘ o Laténcia da primeira convulsiao
o Laténcia de morte
‘EE ﬂ '

o Estagio e intensidade da crise

Arena de observacio

(30 x30 x 15 cm)

FONTE: Elaborada pelos autores, 2018.

Figura 17. Esquema representativo da investigacdo do efeito do trans,trans-farnesol sobre os

parametros comportamentais no modelo de convulsdes induzidas por pilocarpina.
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4.3.4.4. Possiveis mecanismos de acdo responsaveis pelo efeito anticonvulsivante e
neuroprotetor do trans,trans-farnesol
4.3.4.4.1. Participacdo do sistema colinérgico - Tremores induzidos por oxotremorina

Para verificar o possivel envolvimento do sistema colinérgico no efeito
anticonvulsivo e neuroprotetor do trans,trans-farnesol foi realizado o teste dos tremores
induzidos por oxotremorina (agonista colinérgico muscarinico).

A oxotremorina ¢ uma droga agonista dos receptores colinérgicos muscarinicos
que apresenta atividade tremorigénica, a qual parece ser mediada principalmente através da
estimulagdo central do sistema colinérgico (BEBBINGTON; BRIMBELCOMBE;
SHAKESHAFT, 1966). Substancias que amenizam ou cessam a intensidade dos tremores
induzidos por oxotremorina possivelmente atuam como um antagonista dos receptores
colinérgicos muscarinicos.

O experimento foi realizado segundo a técnica descrita por Fukuzaki,
Kamenosomo & Nagata (2000). Decorridos 30 min da administracdo via intraperitoneal da
atropina (10 mg/kg — antagonista colinérgico muscarinico) e 1 h da administracdo via oral da
salina (solucéo fisiologica 0,9% — 0,1 mL/10 g) ou do trans,trans-farnesol (12,5 mg/kg), cada
grupo (n = 8 animais por grupo) recebeu uma injec¢do intraperitoneal de oxotremorina (0,5
mg/kg) (tabela 11) e teve seu comportamento avaliado 10, 20 e 30 min apds a administracéo
deste ultimo composto (figura 18). A intensidade dos tremores apresentados pelos animais foi

avaliada de acordo com a escala descrita por Coward, Doggett & Sayers (1977) (quadro 7).

Tabela 11 — Grupos e drogas administradas no modelo dos tremores induzidos por
oxotremorina.

Grupos (n=8) Tratamento agudo
(via de administracao)
| SALINA (v.0.) + OXO 0,5 mg/kg (i.p.)
1 ATROP 10 mg/kg (i.p.) + OXO 0,5 mg/kg (i.p.)
11 FAR 12,5 mg/kg (v.0.) + OXO 0,5 mg/kg (i.p.).
OXO = Oxotremorina; ATROP = Atropina; FAR = trans,trans-farnesol; v.o. = via oral; i.p. = via intraperitoneal.
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Quadro 7 — Escala de intensidade dos tremores.

Escala Intensidade
0 Auséncia de tremores.
1 Tremores fracos e isolados.
2 Tremores moderados e pouco persistentes.
3 Tremores intensos e persistentes.

FONTE: adaptada de Coward, Doggett & Sayers (1977).

(solucio fi;:)lli;?ca 0.9% Atropina Trans,trans-farnesol
g 1 mL/lO:g vo‘) ° (10 mg/kg, i.p.) (12,5, 25 e 50 mg/kg)

30’ ou 60°
Oxotremorina 0,5 mg/kg (i.p.)

/
/ ..‘ \ Observacio nos tempos 10°,20° e 30°

o Intensidade dos tremores

Arena de observacao
(30 x30 x15 cm)

FONTE: Elaborada pelos autores, 2018.
Figura 18. Esquema representativo da investigacdo do efeito do trans,trans-farnesol no

modelo de tremores induzidos por oxotremorina.

4.3.4.4. 2. Participacéo do sistema monoaminérgico — Dosagem dos niveis de monoaminas
A determinagdo dos niveis de monoaminas foi realizada pela técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE. Os animais foram divididos em trés
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grupos (n = 6 animais por grupo): o primeiro grupo recebeu o tratamento com salina (solucéo
fisiolégica 0,9% — 0,1 mL/10 g, v.0.), 0 segundo grupo recebeu o tratamento com salina
(solucéo fisiologica 0,9% — 0,1 mL/10 g, v.0.) associado com pilocarpina (350 mg/kg, i.p., 1 h
apos o tratamento com salina) e o terceiro grupo recebeu o tratamento com trans,trans-
farnesol (12,5 mg/kg, v.0.) associado com pilocarpina (350 mg/kg, i.p., 1 h apds o tratamento
com trans,trans-farnesol) (tabela 12). Apds 1 h da indugdo das convulsdes por pilocarpina, ou
imediatamente ap0s ao Obito, os animais foram decaptados com tesoura cirurgica e,
imediatamente, o encéfalo foi removido e colocado sobre o gelo para retirada do corpo
estriado (CE) com auxilio de uma pinga reta de microdissecacao (figura 19).

As amostras obtidas foram envolvidas em papel aluminio, identificadas, pesadas e
mantidas a temperatura de -70 °C até 0 momento da anélise do contetido de monoaminas.

Para a obtencdo dos homogenatos de tecidos cerebral, as amostras de tecido (CE)
foram homogeneizadas a 10 (p/v) em solu¢do de acido perclérico (HCIOs) 0,1 M e
centrifugadas por 30 min em centrifuga refrigerada (4 °C) a 15.000 rpm. ApGs esse processo,
as amostras foram filtradas e mantidas a 4 °C até 0 momento da anélise.

Para a andlise quimica uma aliquota de 20uL. do sobrenadante foi injetada no
equipamento CLAE de marca Shimadzu, com deteccdo eletroquimica. Para a separacdo das
monoaminas foi utilizada uma coluna CLC-ODS (M) de 25 cm, com diametro de 4,6 mm e
diametro de particula de 3 pm. A fase moével foi preparada com solugdo tampao de acido
citrico (0,163 M, pH 3,0), contendo acido octanosulfénico sédico 0,69 M (SOS) como
reagente formador do par i6nico (acetonitrila 4% v/v e tetrahidrofurano 1,7% v/v). Para
preparacdo da solucdo da fase mdvel, foram pesados 17,75 g de acido citrico, o qual foi
dissolvido com agua mili-Q para um volume de 400 mL com pH ajustado para 3,0 com a
utilizacdo do hidréxido de sddio 12,5 M. A esta solucdo foram adicionados 75 mg de SOS e o
volume acrescido para 471,5 mL com &gua mili-Q. A solucdo preparada foi filtrada,
desgaseificada e acrescentada a 20 mL de acetonitrila e 10 mL de tetrahidrofurano,
completando um volume final de 501,5 mL.

Os padroes utilizados foram preparados em concentracdo final de 4 ng de DA -
dopamina, NE — norepinefrina/noradrenalina ou 5-HT — serotonina (Sigma Chemical, Co,
USA). A partir da altura ou area dos picos destes padrdes, as amostras foram calculadas no
programa Microsoft Excel® e os resultados expressos em ng/g de tecido, conforme equagéo

abaixo:
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PA
) (k .ﬁ) VA
g de tecido = S S—
g PA

e k =constante (4);

e PA =pico da amostra;

e PP =pico do padrdo (DA, NA ou 5-HT3);
e VA =volume da amostra (pL);

e VI =volume injetado (uL);

e PA =peso da area (mg).

Tabela 12 — Grupos e drogas administradas nos ensaios neuroquimicos para dosar os niveis
de monoaminas.

Grupos (n=6) Tratamento agudo
(via de administracao)
| SALINA (v.0.)
] SALINA (v.0.) + PILO 350 mg/kg (i.p.)
i FAR 12,5 mg/kg (v.0.) + PILO 350 mg/kg (i.p.).
PILO = Pilocarpina; FAR = trans,trans-farnesol; v.o. = via oral; i.p. = via intraperitoneal.

Salina Salina (v.0.) Trans,rans-farnesol 12,5 mg/kg (v.0.)
(solugao fisiologica 0,9% — + +
0.1 mL/10 g, v.0.) Pilocarpina 350 mg/kg (i.p.) Pilocarpina 350 mg/kg (i.p.)

60’ ou imediatamente

60 apos o obito

Dissecacao da area
cerebral
(corpo estriado)

Anailise pelo método de CLAE
(Padrodes utilizados: DA - dopamina, NE —
norepinefrina/noradrenalina ou 5-HT — serotonina)

Preparaciao dos homogenatos
e filtragem

FONTE: Elaborada pelos autores, 2018.
Figura 19. Esquema representativo da investigacdo do efeito do trans,trans-farnesol nos

ensaios neuroquimicos para dosar 0s niveis de monoaminas.
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4.3.4.4.3. Participacdo da atividade antioxidante — Concentracéo de substancias reativas de
acido tiobarbitarico (TBARS) e nitrito

A quantificacdo do grau de lipoperoxidacdo nas areas cerebrais foi realizada
através da determinacdo dos niveis de substancias reativas de &cido tiobarbitdrico (TBARS),
seguindo o0 método de Draper & Hadley (1990).

A principio foi realizada uma curva-padrdo de malonilaldeido (MDA). A partir da
solucdo padrdo de MDA (1 mg/mL), foi preparado 4mL (em triplicata) de solucGes a 6,25;
12,5; 25; 50 e 100 pg/mL. O branco foi feito com agua destilada (4 mL) e a cada tudo das
solugdes de MDA foi acrescentado 4 mL de tampdo Tris HCI 0,4M (pH 8,9). Adicionou-se
ainda a cada tubo 0,1 mL de DTNB 0,01 M (&cido 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoico) e feita a
leitura da absorbancia a 532 nm ap6s 1 min da adicdo do DTNB, e determinada a equacéo da
curva padréo de MDA.

Apos essa etapa inicial, os animais foram divididos em trés grupos (n = 8 animais
por grupo): o primeiro grupo recebeu o tratamento com salina (solucdo fisioldgica 0,9% — 0,1
mL/10 g, v.0.), 0 segundo grupo recebeu o tratamento com salina (solucdo fisiolégica 0,9% —
0,1 mL/10 g, v.0.) associado com pilocarpina (350 mg/kg, i.p., 1 h apds o tratamento com
salina) e o terceiro grupo recebeu o tratamento com trans,trans-farnesol (12,5 mg/kg, v.0.)
associado com pilocarpina (350 mg/kg, i.p., 1 h ap6s o tratamento com trans,trans-farnesol)
(tabela 13). Apos 1 h da inducdo das convuls@es por pilocarpina, ou imediatamente apds ao
Obito, os animais foram decaptados com tesoura cirdrgica e, imediatamente, o encéfalo foi
removido e colocado sobre o gelo para retirada do hipocampo (HC) com auxilio de uma pinca
reta de microdissecacéo (figura 20).

Apos a retirada do HC, foram preparados homogenatos das areas cerebrais a 10%
(p/v) em solucdo tampéo de cloreto de potassio (KCI) 1,15%. Apods esse processo, foram
retirados 50 pL. do homogeneizado e colocados um tubo de ensaio, os quais foram misturados
com 200 pL de solucdo de acido tiobarbiturico a 0,6% e 200 uL 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 pocos de placas de Elisa
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay — Ensaio de Imunoabsor¢cdo Enzimatica) e medidas
com um comprimento de onda de 540 nm. A concentracdo de MDA foi determinada a partir

de uma curva padrao, sendo os resultados expressos em pmol de MDA/g de tecidos.
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Para realizar a dosagem dos niveis de nitrito no HC, foi realizada, a principio,
uma curva padrdo da seguinte forma: uma solucdo mae (10 mM) foi preparada com 6,9 mg de
nitrito de sodio (NaNO.) e dissolvidos em 10 mL de agua destilada. Em seguida, foram feitas
as diluicOes em série, ficando em: 1 - 1.000 uM, 2 - 100 uM, 3 - 50 uM, 4 - 25 uM, 5 - 12,5
uM, 6 - 6,25 uM, 7 - 3,12 uM e 8 - 1,56 uM. Apos esse processo, foi realizada uma equacao
da reta para o calculo das concentracdes (GREEN et al., 1982).

Ap0s essa etapa inicial, os animais foram divididos em trés grupos (n = 8 animais
por grupo): o primeiro grupo recebeu o tratamento com salina (solucéo fisioldgica 0,9% — 0,1
mL/10 g, v.0.), 0 segundo grupo recebeu o tratamento com salina (solugéo fisiologica 0,9% —
0,1 mL/10 g, v.0.) associado com pilocarpina (350 mg/kg, i.p., 1 h apds o tratamento com
salina) e o terceiro grupo recebeu o tratamento com trans,trans-farnesol (12,5 mg/kg, v.0.)
associado com pilocarpina (350 mg/kg, i.p., 1 h ap6s o tratamento com trans,trans-farnesol)
(tabela 13). Ap6s 1 h da inducdo das convulsdes por pilocarpina, ou imediatamente apos ao
6bito, os animais foram decaptados com tesoura cirdrgica e, imediatamente, o encéfalo foi
removido e colocado sobre o gelo para retirada do HC com auxilio de uma pinca reta de
microdissecacao.

Apos a retirada do HC, foram preparados homogenatos das areas cerebrais a 10%
(p/v) em solucdo tampdo de cloreto de potassio (KCI) 1,15%. Em seguida, 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 uL. 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 comprimento de
onda de 570 nm (figura 20). A concentracdo de nitrito foi determinada a partir de uma curva

padrdo de NaNO-, sendo os resultados expressos em umol/g de tecidos.

Tabela 13 — Grupos e drogas administradas nos ensaios neuroquimicos para dosar as
concentracOes de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e nitrito.

Grupos (n=8) Tratamento agudo
(via de administracao)
| SALINA (v.0.)
| SALINA (v.0.) + PILO 350 mg/kg (i.p.)
i FAR 12,5 mg/kg (v.0.) + PILO 350 mg/kg (i.p.).
PILO = Pilocarpina; FAR = trans,trans-farnesol; v.o. = via oral; i.p. = via intraperitoneal.
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Salina Salina (v.0.) Trans,trans-farnesol 12,5 mg/kg (v.0.)
(solugdo fisiologica 0,9% — + +
0,1 mL/10 g, v.0.) Pilocarpina 350 mg/kg (i.p.) Pilocarpina 350 mg/kg (i.p.)
60’ 60’ ou imediatamente
apds o obito

Cirurgia para retirada da
area cerebral
(hipocampo)

. Leitura da absorbancia no
Reaciio com os marcadores n
dati espetrofotometro
oxida 1v0§ _ (comprimento de onda 540 nm para TBARs
(TBARS ou Nitrito) e 570 para nitrito)

FONTE: Elaborada pelos autores, 2018.
Figura 20. Esquema representativo da investigacdo do efeito do trans,trans-farnesol nos
ensaios neuroquimicos para dosar as concentracBes de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) e nitrito.

4.3.4.5. Procedimentos estatisticos

As analises dos dados e testes de hipoteses foram realizadas através do uso da
estatistica descritiva e inferencial utilizando o software GraphPad Prism 6.0. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a normalidade dos dados. A homogeneidade
das variancias foi verificada pelo teste de Bartlett. Os dados que apresentaram uma
distribuicdo paramétrica foram analisados pelo teste ANOVA (analise de variancia) de uma
via seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunnett (post hoc) ou Tukey (post hoc) ou
pelo teste de ANOVA de duas vias seguido pelo teste de comparacBes multiplas de
Bonferroni (post hoc). Os dados que ndo apresentaram uma distribuicdo paramétrica foram

analisados pelo teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagdes maltiplas de Dunn.
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Em todos os testes estatisticos (paramétricos e ndo paramétricos) o nivel de significancia
adotado para rejeicdo da hipotese de nulidade foi de 0,05 (5 %). Valores de prova (p) <0,05

foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Revisdo sistematica das propriedades farmacologicas e toxicologicas do farnesol

Na revisdo sistematica procurou-se por estudos que avaliaram os efeitos
farmacologicos e toxicoldgicos do farnesol. A pesquisa primaria identificou 414 artigos: 390
com a combinagao “farnesol and pharmacological effect” e 24 com a combinagio “farnesol
and toxicology”. Desse total foram encontrados 27 artigos na MEDLINE, 326 na PUBMED,
40 na SCOPUS e 21 na Web of Science. Apds a triagem, 102 artigos preencheram os critérios
de inclusdo: 5 da MEDLINE, 83 da PUBMED, 8 da SCOPUS e 6 da Web of Science. Do
total de estudos que atenderam aos critérios de inclusdo, 17 foram indexados em duas ou mais
bases de dados e foram considerados apenas uma vez e 9 foram excluidos apds leitura do
texto completo; resultando em 76 artigos selecionados para anélise final (figura 21).

’ Descritores ‘
Farnesol
and
Pharmacological Toxicology
effect (n = 390) (n=24)
= MEDLINE n=26 n=1
g
& Artigos identificados através da busca PUBMED n=311 n=15
£ nas bases de dados
=, (n=414) SCOPUS n=34 n=6
Web of Science n=19 n=2
S “Farnesol and Pharmacological effect” ’
v -_—
g Artigos ap0s triagem . (=21
5} —
2 (n=102) “Farnesol and Toxicology” ‘
(n=11)
‘ Duplicados (n = 17) ‘
% _q Excluidos (n=9) ’
=
E L “Farnesol and Pharmacological effect”
= - > - (n=68)
& Artigos selecionados
= @=76) “Farnesol and Toxicology”
(n=28)
o In vivo (n = 25)
S E———
% Pré-clinico (n = 75) In vitro (n = 56)
= Estudos inclusos na sintese descritiva*® ——
— Clinico (n=2) Ex vivo (n=3)

L] *Cada estudo pode ter mais de um tipo de abordagem.

Figura 21. Resultados da pesquisa e sele¢do dos artigos.
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Quanto ao tipo dos estudos, 75 eram do tipo pré-clinico e 2 do tipo clinico, sendo
que alguns estudos tiveram mais de um tipo de abordagem. Nos estudos pré-clinicos os
ensaios in vitro tiveram uma maior predominancia (n = 56) do que os ensaios in vivo (n = 25)
e ex vivo (n = 3) (figura 1). Na figura 22 € possivel observar que o ano de 2015 foi o que

apresentou um maior nimero de publica¢Ges (n = 9).

10 -

®
1

Numero de publicacdes

"lllllllll
S D> e o &

I PP S S
NAUPCHPCUPC AP P MRS

)

9,
7
e

Figura 22. Numero de publicagdes em cada ano.

Os dados extraidos das publicacGes inclusas na RS foram separados e agrupados
em cinco categorias, de acordo com os efeitos do farnesol: 1) Efeito antimicrobiano; 2) Efeito
antitumoral; 3) Efeitos nos sistemas nervoso e cardiovascular; 4) Efeitos metabdlicos e no
sistema hepatico e 5) Outros efeitos farmacologicos e toxicoldgicos. Quando agrupados em
categorias, observou-se que 51,32% das publicagbes (n = 39) investigaram o efeito
antimicrobiano do farnesol, 22,37% (n = 17) o efeito antitumoral, 13,16% (n = 10) os efeitos
nos sistemas nervoso e cardiovascular, 5,26% (n = 4) os efeitos metabdlicos e no sistema
hepatico e 7,89% (n = 6) avaliaram outros efeitos farmacoldgicos e toxicologicos (tais como:
atividade anti-inflamatéria e antioxidante). Ainda na tabela 1 é possivel observar que 56
estudos administraram a substancia diretamente no local da acéo (in situ), 17 fizeram uso da
via oral (v.0.), 6 utilizaram a via intraperitoneal (i.p.) e 4 aplicaram o produto topicamente, em

diferentes doses e/ou concentragdes.
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5.1.1. Efeito antimicrobiano

Dos artigos inclusos na RS observa-se que mais de 50% dos estudos investigaram
os efeitos antimicrobianos — atividade antibacteriana, antifingica e antiprotozoaria — do
farnesol, sozinho e/ou associado com farmacos antibacterianos e antifingicos ja disponiveis
no mercado. Observou-se que a maioria dos estudos incluidos nesta categoria nao especifica o
tipo de isdbmero de farnesol utilizado na pesquisa (tabela 14).

Na avaliacdo da acdo antiprotozoaria, somente o trabalho de Rodrigues Goulart e
colaboradores (2004) investigou o efeito do farnesol (isdmero ndo especificado) em parasitas
(clones de Plasmodium faciparum). Neste estudo os autores observaram que o farnesol
(isdmero néo especificado) apresenta uma ICso de 60 UM e inibi a biossintese de dolichol nos
estagios trofozoitos e esquizontes destes parasitas, resultando na diminuicdo da incorporacao
de precursores isoprenilos em proteinas (RODRIGUES GOULART et al., 2004).

Referente a atividade antibacteriana hd uma predominancia de estudos que
avaliaram o efeito do farnesol frente a cepas de bactérias do tipo Gram-positivas, sendo as
cepas de espécies pertencentes ao género Staphylococcus as mais utilizadas pelas pesquisas
inclusas na RS. Esta predominancia pode ser justificada pelo farnesol ser uma substancia
encontrada em produtos naturais; uma vez que na literatura ha relatos de que as bactérias do
tipo Gram-negativas sdo mais resistentes a acdo de produtos de origem natural (VERAS et al.,
2017). Holley & Patel (2005) e Oladimeji, Orafidiya & Okeke (2004) afirmam que esta
resisténcia, das bactérias Gram-negativas aos produtos naturais, se da pela capacidade da
membrana presente nessas bactérias formarem um envoltério complexo capaz de protegé-las
contra a agdo antibacteriana desses agentes. Esta informacdo corrobora com os dados obtidos
por Kaneko e colaboradores (2011), onde os autores avaliaram o efeito do farnesol (isbmero
ndo especificado) frente a diferentes tipos de cepas de bactérias do tipo Gram-positivas — S.
aureus, S. epidermidis, S. warneri, S. xylosus, E. faecalis e E. faecium — e do tipo Gram-
negativas — E. coli e P. aeruginosa —; e observaram que o farnesol foi eficaz em inibir o
crescimento das bactérias Gram-positivas, porém ndo foi eficaz quando avaliado frente as
cepas do tipo Gram-negativas.

Por outro lado, estudos demonstram que diferentes isomeros de farnesol (tais
como: trans-farnesol e trans,trans-farnesol) sdo capazes de inibir o crescimento de bactérias
Gram-negativas (ABDEL-RHMAN; EL-MAHDY; EL-MOWAFY, 2015; CASTELO-
BRANCO et al., 2016; GONCALVES et al., 2011) e que o trans,trans-farnesol promove uma
reducdo na producéo de fatores de viruléncias (por exemplo: hemosilina) (ABDEL-RHMAN;
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EL-MAHDY; EL-MOWAFY, 2015). No estudo de Castelo-Branco e colaboradores (2016),
além apresentar atividade antibacteriana contra os biofilmes maduros de B. pseudomallei,
observou-se que o farnesol (isdmero ndo especificado) promoveu um efeito sinérgico quando
associado com os antibidticos rotineiramente utilizados no tratamento de doencas advindas da
infeccdo por este tipo de patdgeno (sdo eles: amoxicilina, ceftazidima, doxiciclina e
sulfametoxazol-trimetroprima). Os autores sugerem que este sinergismo pode ser decorrente
da acdo do farnesol na interrupcao da matriz polimérica extracelular dos biofilmes.

Quanto aos efeitos do farnesol em bactérias do tipo Gram-positivas, € possivel
observar que esta substancia possui acdo antibacteriana frente a diferentes tipos e formas de
bactérias inclusas nesta classificacdo, tais como: biofilmes (FERNANDES et al., 2016;
GOMES et al., 2011a; HOREV et al., 2015; MOGEN et al., 2015; UNNANUNTANA et al.,
2009), formas plancténicas (HOREV et al., 2015), isolados clinicos (AKIYAMA et al., 2002)
e bactérias resistentes a antibidticos (BHATTACHARYYA et al., 2014; KURODA,
NAGASAKI; OHTA, 2007).

Concernente aos mecanismos de acdo envolvidos na atividade antibacteriana do
farnesol (isbmero ndo especificado) frente as bactérias do tipo Gram-positivas, estudos
demonstram que esta substancia causa danos na parede celular destas bactérias (CERCA et
al., 2012; GOMES et al., 2011a; KURODA; NAGASHI; OHTA, 2007), sendo esta acgdo
decorrente da perda do suporte lipidico, o qual é essencial na biossintese da membrana celular
(KANEKO et al., 2011; KURODA; NAGASHI; OHTA, 2007). Este comprometimento a
parede celular promove a liberacdo do conteudo celular e tornam as bactérias mais
susceptiveis a acdo dos antibidticos (CERCA et al., 2012; KURODA; NAGASHI; OHTA,
2007). Kaneko e colaboradores (2011) propde que a perda do suporte lipidico pode ser
decorrente do efeito do farnesol (isdmero ndo especificado) em inibir a via do mevalonato
através do comprometimento das classes de HMG-CoA redutases (classe | e Il), por um
mecanismo que difere das estatinas. Além disso, o farnesol (isbmero ndo especificado)
promove a reducdo de alguns fatores de viruléncia envolvidos na resisténcia bacteriana, tais
como: supressdo de estafiloxantina e proteina A e reducdo na acdo enzimatica das B-
Lactamases (KURODA; NAGASHI; OHTA, 2007).

No que diz respeito aos estudos que investigaram o efeito do farnesol em células
fangicas é possivel observar que as espécies pertencentes ao género Candida foram as mais
utilizadas pelos artigos inclusos nesta RS, sendo a espécie C. albicans a mais predominante.
Varios autores demonstram que o farnesol, sozinho e/ou associado com antifingicos, é eficaz

em suprimir o crescimento e evitar infeccdes por C. albicans (DECANIS; SAVIFNAC;
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ROUABHIA, 2009; FERNANDES et al., 2016; HISAJIMA et al., 2008; JABRA-RIZK et al.,
2006a; KATRAGKOU et al., 2015; RAMAGE et al., 2002; SAIDI; LUITAUD; ROUABHIA,
2006). Vale ressaltar que, em relacdo a acdo do farnesol em cepas de C. albicans, apenas
Fernandes et al. (2016) especificaram o tipo de isOmero (trans,trans-farnesol) usado em seu
estudo.

No estudo de Fernandes e colaboradores (2016), os autores demonstram que em
concentracfes acima de 12,5 mM o trans,trans-farnesol apresenta um efeito antimicrobiano
semelhante ao gluconato de clorexidina. Katragkou e colaboradores (2015) observaram que o
farnesol (isdbmero ndo especificado); quando combinado com os antifungicos fluconazol,
anfotericina B e micafungina, promove uma interacao sinérgica, sendo esta interacdo mais
significativa quando associado com a micafungina. Jabra-Rizk e colaboradores (2006a),
demonstram que nas concentra¢es de 30 a 50 pM o farnesol (isbmero ndo especificado)
promove um efeito sinérgico quando combinado com fluconazol.

Quando avaliado sozinho, na concentracdo de 300 uM, o farnesol (isbmero nao
especificado) é capaz de impedir a germinacdo bem-sucedida e a aderéncia das células de
leveduras de C. albicans, resultando em biofilmes escassos ou inexistente (JABRA-RISK et
al., 2006a; RAMAGE et al., 2002; SAIDI; LUITAUD; ROUABHIA, 2006). No trabalho de
Ramage e colaboradores (2002), os autores propdem que este efeito pode ser decorrente da
expressao de niveis mais baixos de HWP1 (proteina de parede hifal 1) e RNAm (acido
ribonucleico mensageiro) nas células de C. albicans devido ao tratamento pelo farnesol.

Hisajima e colaboradores (2008), ao investigar o efeito do farnesol (ismero néo
especificado) contra a candidiase oral em camundongos, observaram que em doses variando
de 1,125 a 9 uM o farnesol foi eficaz na protecdo da candidiase oral, sendo este efeito do tipo
dose-dependente. Os resultados histoldgicos deste estudo demonstraram que esta substancia
suprimiu o crescimento micelial de C. albicans na superficie da lingua. Décanis; Savignac &
Rouabhia (2009), ao avaliar a interagdo sinérgica entre o farnesol (isdmero ndo especificado)
e celulas epiteliais contra infeccdo por C. albicans, observaram que a protecdo das células
epiteliais contra a candidiase pode ser mediada pelo aumento na expressdo de TLR-2, IL-6 e
hBD2 promovida pelo farnesol. Por outro lado, os resultados obtidos por Navarathana e
colaboradores (2007a e 2007b) demonstram que em camundongos infectados por C. albicans
tanto o trans,trans-farnesol como a mistura de isdbmeros de farnesol aumentam a
susceptibilidade dos animais para candidiase sisttémica, podendo o farnesol ser um fator de

viruléncia par este fungo.
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Quanto aos efeitos antifungicos e mecanismos de acdo do farnesol frente as
demais cepas utilizadas pelos estudos inclusos nesta RS; Brilhante e colaboradores (2013) e
Rossignol e colaboradores (2007) afirmam que em cepas de Coccidioides posadasii e
Candida parapsilosis, respectivamente, o trans,trans-farnesol afeta a distribuicdo de
esteroides. Ainda no estudo de Rossignol e colaboradores (2007), os autores demonstram que
0 trans,trans-farnesol afeta a expressdo de varios genes ligados ao metabolismo de
fosfolipidios e aminoacidos, tais como: GRP2 e ADH?7.

Outras vias envolvidas na acdo antifingica do farnesol envolvem a dependéncia
de caspases (Liu et al., 2010) e a participacdo da fungdo mitocondrial na geracdo de ROS
(MACHIDA et al., 1998; SEMIGHINI et al., 2006). Como resultado do estresse oxidativo as
células fungicas aumentam o nimero de nucleos condensados e sofrem um processo de
apoptose (SEMIGHINI et al., 2006), o que provocar uma degeneracdo citoplasmatica total
(DERENGOWSKI et al., 2009). Machida e colaboradores (1998), ao investigar 0 mecanismo
de acdo responsavel pelo efeito inibitério do farnesol (isdmero ndo especificado -
concentracdes variando de 6,25 a 200 uM) sobre Saccharomyces cerevisiae, demonstrou que

0 aumento nos niveis de ROS por esta substancia ocorre de maneira dose-dependente.
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Tabela 14 — Sintese descritiva dos estudos que investigaram o efeito antimicrobiano dos diferentes isdmeros de farnesol.

Referéncia Tipo de estudo Isbmeros Objetivo Dose/Concentragdo  Principais resultados e concluséo
(espécie/cepa e/ou geomeétricos do (via de (conforme descrito na literatura)
linhagem celular) farnesol/Origem administragéo)

(conforme

descrito na

literatura)
Castelo-Branco et al. Estudo pré-clinico in IN (Sigma-Aldrich)  Analisar a 058 a 600 mM It (in O farnesol apresentou  atividade
(2016) vitro (isolados clinicos susceptibilidade de situ) antimicrobiana contra os biofilmes
de Burkholderia biofilmes B. pseudomallei maduros de B. pseudomallei. Esta

pseudomallei).

para o farnesol sozinho e
em associacdo com 0S
antimicrobianos

substancia aumentou a susceptibilidade
destas bactérias para os antibidticos
rotineiramente utilizados para melioidose

convencionais utilizados (amoxicilina, ceftazidima, doxiciclina e
no tratamento de sulfametoxazol-trimetoprima), sendo que
melioidose. este efeito pode ser decorrente da
interrupcdo  da  matriz  polimérica
extracelular do biofilme pelo farnesol.
Fernandes et al. (2016) Estudo pré-clinico in trans,trans-Farnesol  Avaliar os efeitos de 1,56 a 300 mM (in Na avaliagdo da concentracdo inibitoria
vitro (cepas de Candida (Sigma Aldrich) diferentes concentragfes situ) minima (CIM), as cepas de S. mutans

albicans e
Streptococcus mutans).

do trnas,trans-farnesol em
biofilmes de espécies
Gnicas e mistas de C.
albicans e S. mutans.

foram mais suscetiveis ao farnesol do
que as de C. albicans. Este efeito pode
estar relacionado com as diferencas
estruturais na célula dos microrganismos
testados, sendo que a parede celular mais
espessa presente em C. albicans pode ter
prejudicado a acéo do farnesol.

Na avaliacdo do efeito inibitério do
trans,trans-farnesol em biofilmes de
espécies  Unicas e  mistas, as
concentracbes  testadas  produziram
reducbes significativas no total de
biomassa, no nimero de células viaveis e
na atividade metabdlica frente as cepas
bacterianas testadas, exceto para a
atividade metabdlica de S. mutans em
biofilme de espécies isoladas.

(Continua na péagina seguinte)
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Nas concentragdes acima de 12,5 mM o
efeito do transtrans-farnesol  foi
semelhante a0 do gluconato de
clorexidina (controle positivo).

Kovacs et al. (2016)

Estudo pré-clinico

in

vitro (isolados clinicos

de Candida

parapsilosis).

IN (Sigma-Aldrich)

Verificar o efeito in vitro
da interagdo entre a
combinagdo de  duas
equinocandinas
(caspofungina e
micafungina) com
farnesol contra biofilmes
de C. parapsilosis.

1,17 a 300 UM (in situ)

O farnesol promoveu um efeito sinérgico
guando associado com caspofungina e
micafungina contra os biofilmes de C.
parapsilosis. A associacao de
caspofungina + farnesol promoveu uma
reducdo significativa na atividade
metabolica das células flngicas nas trés
combinaces testadas (4 mg/L+75 UM, 8
mg/L+75 pM e 16 mg/L+75 puM) entre 3
a 24h em comparagdo com o controle. J&
a combinacdo de micafungina + farnesol
nas trés  concentragdes  testadas
promoveram uma inibicdo significativa
somente entre 3 a 12h, mas ndo as 24h
guando comparada ao controle.

Katragkou et al. (2015) Estudo pré-clinico in IN (Sigma-Aldrich)  Investigar os efeitos in 0,58 a 300 uM (in O farnesol exerceu uma interacdo
vitro (cepa de C. vitro do farnesol em situ). sinérgica quando combinado com o0s
albicans). combinacéo com antifungicos (fluconazol, anfotericina B e
diferentes  classes de micafungina), apresentando um maior
antifungicos (triazéis - efeito sinérgico quando associado com a
fluconazol, polienos — micafungina.
anfotericina B, A associacbes do farnesol com o0s
equinocandinas - agentes  antiflngicos  promoveram,
micafungina) contra 0s também, mudancas estruturais nos
biofilmes de C. albicans. biofilmes de C. albicans.
Brilhante et al. (2015)  Estudo pré-clinico in IN (Sigma Chemical Avaliar a susceptibilidade 0,0009 a 0,5 pM (in O  farnesol  apresentou  atividade
vitro  (isolados de Co.) in vitro de H. capsulatum situ) antifingica contra H. capsulatum nas
Histoplasma var. capsulatum e fases de fermento e filamentosa, com
capsulatum var. biofilmes deste patégeno valores de CIM (concentracdo inibitdria

capsulatum).

aos antifingicos
itraconazol, anfoterecina
B e ao composto farnesol,
sozinhos e combinados.

minima) variando de 0,78 a 0,312 pM.

Foi obervado um efeito sinérgico nas
combinacfes de itraconazol + farnesol
(100% e 83,30% dos isolado em formas
de fermento e micélios, respectivamente)
e anfoterecina B + farnesol (37,50% e

(Continua na pagina seguinte)
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44,40% dos isolados em formas de
fermento e filamentosa,
respectivamente).

Horev et al. (2015)

biofilmes

Streptococcus mutans).

Estudo pré-clinico
vivo e in vitro (ratos
Sprague-Dawley
formas planctonicas e

Avaliar o efeito do
farnesol livre e carregado
por nanoparticulas sobre a
viruléncia de biofilmes
orais.

1,5 mg/mL de
nanoparticulas livres e
nanoparticulas +
farnesol na
concentragdo de 0,3
mg/mL (uso tépico nos
ensaios in vivo e in situ
para 0s ensaios in
vitro)

O farnesol carregado por nanoparticulas
foi 4 vezes mais eficaz na interrupcao da
formacdo de biofilmes de S. mutans do
que o farnesol livre e reduziu a
severidade e 0 nimero de lesdes cariosas
nos ratos.

Mogen et al. (2015) Estudo pré-clinico

vitro  (cepas
mutans).

Compreender as
alteragBes morfologicas e
0 grau de mortalidade
celular em biofilmes de S.
mutans  quando  co-
cultivados com NBMs
(non-binding  micelles)
contendo compostos
antimicrobianos
hidrofébicos.

50 pg/mL (in situ)

Em cada estirpe testada de S. mutans, a
biomassa foi significativamente
diminuida nos biofilmes tratados com
farnesol sozinho e NBM contendo
farnesol em relagdo aos biofilmes nédo
tratados.

O farnesol formulado com “pluronics”
induz alteragbes na arquitetura do
biofilme, presumivelmente através da
interagdo com a matriz de biofilme
dependente de sacarose.

O farnesol formulado com “pluronics”
também foi eficaz em promover a morte
das cepas de S. mutans, porém este efeito
ndo esta relacionado com a formacéo de
torre que ocorre em biopeliculas
dependentes de sacarose.

Abdel-Rhman et al. Estudo pré-clinico
(2015) vitro (isolados clinicos
de Pseudomonas

aeruginosa).

trans,trans-Farnesol
(Sigma-Aldrich)

Investigar o  possivel
efeito de  compostos
“quorum sensing” de C.
albicans, o tirosol e o
trans,trans-farnesol, sobre
a resisténcia aos
antibidticos e alguns dos
fatores de viruléncia de
isolados de P. aeruginosa.

10 a 200 pM (in situ)

O  trans,trans-farnesol inibiu o
crescimento de P. aeruginosa em 10% e
30% nas concentraces de 50 e 200 puM,
respectivamente.

Quantos aos fatores de viruléncia, o
trans,trans-farnesol ~ promoveu  uma
reducdo na producgdo de hemolisina neste
patdgeno, mas nédo reduziu
significativamente a  producdo de
proteases.

(Continua na pagina seguinte)
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Bhattacharyya et al.
(2014)

Estudo pré-clinico in
vitro (cepas de
Staphylococcus aureus
e S. aureus meticilina-
resistente).

Avaliar a eficiéncia da
incorporacédo de
vancomicina e farnesol
em silica sol-gel como
estratégia terapéutica para
a entrega simultanea de
antibiético e adjuvante no
tratamento de infeccBes
por S. aureus meticilina-
ressistente.

10%, 20% e 30% (%
por peso - peso% é a %
do peso da droga para
0 peso de SiO, -
Dioxido de silicio) (in
situ)

Este estudo demonstrou que os filmes de
sol-gel podem ser aplicados em
implantes de titanio para liberacéo
controlada de antibidtico e adjuvante. E
que o farnesol mostrou ser um potente
adjuvante, aumentando a eficécia da a¢do
antibidtica da vancomicina.

Wang et al. (2014)

Estudo pré-clinico in
vitro (cepas de
Aspergillus flavus).

IN (Sigma-Aldrich)

Avaliar 0 efeito
apoptético do farnesol
contra cepas de A. flavus.

50 a 400 uM (in situ)

O farnesol inibiu a germinacdo e o
crescimento de A. flavus, sendo eficaz na
inducdo da apoptose através de um
mecanismo de ativacdo de caspases e
produgdo de ROS (espécies reativas de

oxigénio).

Brilhante et al. (2013)  Estudo pré-clinico in Mistura de isdmeros Avaliar a  atividade 0,00000667 a 0,0137 O farnesol (mistura de isémeros)
vitro (cepas clinicas e (Sigma-Aldrich) antifingica in vitro do mg/L (in situ) apresentou uma CIM variando de
ambientais de farnesol  (mistura  de 0,00171 a 0,01369 mg/L contra todas as
Coccidioides isbmeros) sozinho e em cepas testadas.
posadasii). combinacdo com agentes Quando combinados com os antifiingicos

antifagicos contra (anfotericina B, itraconazol, voriconal e
isolados clinicos e cepas caspofungina), o farnesol (mistura de
ambientais de C. isbmeros) apresentou efeitos sinérgicos.
posadasii, bem como Quanto a quantificacdo de ergosterol,
determinar o seu efeito observou-se que a exposicdo  as
sobre a sintese de concentracdes subinibitérias do farnesol
ergosterol e sobre a diminuiram a quantidade de ergosterol
permeabilidade celular. extraido das ceélulas fungicas. Além
disso, o farnesol (mistura de isémeros)
apresentou, também, valores de CIM
mais baixos quando as cepas foram
submetidas a estresse osmético.
Cordeiro et al. (2012) Estudo pré-clinico in IN Avaliar o  potencial 0,29 a 150 uM (insitu) O farnesol apresenta atividade inibitoria

vitro (cepas de
Cryptococcus
neoformans e

Cryptococcus gattii).

antifingico do farnesol
contra C. noformans e C.
gattii, bem como
investigar o efeito do
farnesol em atividades de

contra C. neoformans e C. gattii com
intervalo de CIM de 0,29-75,0 pM, néo
apresentando interferéncias significativas
sobre a producdo de fatores de viruléncia
analisados (atividades de fosfolipases e

(Continua na pagina seguinte)
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fosfolipase e de protease.

proteases).

Cerca et al. (2012)

Estudo pré-clinico in
vitro (isolados clinicos
de Staphylococcus
epidermidis produtoras
de biofilmes).

IN (Sigma-Aldrich)

Analisar as alterages na
estrutura, viabilidade e
biomassa de biofilme de
S. epidermidis exposto ao
farnesol, bem  como
comparé-lo com biofilmes
expostos a vancomicina e
rifampicina.

300 uM (in situ)

@] farnesol nédo diminui
significativamente a viabilidade celular
de biofilmes de S. epimermidis, porém
foi eficaz em reduzir a biomassa nestes
biofilmes.

Foi observado que o farnesol promove
danos a membrana celular de maneira
similar a vancomicina. Além disso, 0
farnesol pode induzir o

desprendimento do biofilme, conforme
determinado pela redugdo na biomassa.

Gomes et al. (2011a)

Estudo pré-clinico in
vitro (isolados clinicos
de S.  epidermidis
produtoras de
biofilmes).

IN (Sigma-Aldrich)

Avaliar o efeito do
farnesol sobre a estrutura
e composicdo da matriz de
biofilmes de S.
epidermidis.

30 e 300 pM (in situ)

Os biofilmes de S. epidermidis quando
na presenca do farnesol (300 pM)
continham menos biomassa e tiveram
notaveis alteracGes na composi¢do da sua
matriz. Foram verificadas, também,
mudancas na estrutura espacial pelo uso
de microscopio confocal de varredura a
laser.

Os resultados obtidos pela quantificacédo
de polimeros extracelulares e por
deteccdo fluorescente de aglutinina de
germe de trigo sugerem que o farnesol
provoca interrupcdo da membrana
citoplasmatica e, consequentemente, a
liberacédo de conteldo celular.

Gongalves et al. (2011)

trans-Farnesol
(Aldrich Cemical)

Estudo pré-clinico in
vitro (cepas de
Staphylococcus aureus
e Escherichia coli).

Avaliar 0 efeito
antibacteriano de uma
ampla gama de estruturas

antibioticas quando
combinado com trans-
farnesol ou outros oito

compostos
sesquiterpénicos  contra
cepas de S. aureus e E.
coli.

14 a 222 pg/placa (in
situ)

O trans-farnesol promoveu um efeito
antibacteriano em todas as concentragdes
testadas frente as cepas de S. aureus e E.
coli, sendo desprovido de efeitos
mutagénicos nestas concentracdes.

Além disso, foi observado que o0s
compostos sesquisterpénicos
aumentaram a atividade antibacteriana de
antibiéticos quando testados contra S.
aureus. Entretanto, quando testados
contra E. coli, observou-se um efeito
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antagonico para varias combinacfes de
sesquisterpenos com antibiéticos sobre o
crescimento desta bactéria.

Gomes et al. (2011b)

Estudo pré-clinico in
vitro (cepas de S.
epidermidis).

IN (Sigma-Aldrich)

Investigar o efeito pos-
antimicrobiano do
farnesol contra S.
epidermidis e avaliar a
acdo antimicrobiana do
farnesol sozinho e
combinado com
antibioticos (vancomicina,
tetraciclina e rifampicina)
contra cepas de S
epidermidis planctonicas e
de biofilme.

100, 200 e 300 uM (in
situ)

O farnesol demonstrou ser um potencial
agente terapéutico para ser utilizado
como adjuvante de antibiéticos para o
tratamento contra células planctonicas de
S. epidermidis. Além disso, o farnesol
sozinho e combinado com antibidticos
foram eficazes na prevencéao da formacéo
de biofilmes.

Kaneko et al. (2011) Estudo pré-clinico in IN (Sigma Investigar o mecanismo 80 mg/mL- (in situ) O farnesol  apresentou  atividade
vitro (cepas de S. Chemical) de acdo pelo qual o antibacteriana para bactérias do tipo
aureus, S. epidermidis, farnesol exerce seu efeito Gram positivas, especialmente para S.
Staphylococcus antibacteriano e inibe o aureus, porém ndo foi eficaz em inibir o
warneri, crescimento de S. aureus. crescimento de bactérias Gram negativas.
Staphylococcus xylosus, Quanto aos mecanismos de acdo, o
Enterococcus faecalis, farnesol pode afetar as classes de HMG-
Enterococcus faecium, CoA  redutases  (3-hidroxi-3-metil-
Escherichia  coli e glutaril-CoA redutase) — classes I e Il —
Pseudomonas por um mecanismo que difere da
aeruginosa). estatina. Uma outra via que envolvida na
acdo antibacteriana do farnesol se da pela
inibic8o da via do mevalonato.
Liu et al. (2010) Estudo pré-clinico in IN (Sigma Avaliar o efeito de 25a200 puM (in situ) O farnesol inibiu o crescimento de P
vitro (cepas de Chemical) farnesol no crescimento expansum com concentragdo fungicida
Penicillium expansum). de P. expansum. minima (CFM) de aproximadamente 100
UM, sendo este efeito decorrente da acéo
apoptotica do farnesol pela via
dependente de caspases.
Décanis et al. (2009) Estudo pré-clinico in IN (Sigma  Avaliar a possivel 10, 100 e 300 pM (in O farnesol promove a defesa das células
vitro (cepas de C. Chemical) interagdo sinérgica entre 0 situ) epiteliais contra infeccdes por C.
albicans). farnesol e células albicans, sendo este efeito mediado pelo

epiteliais contra infeccGes
por C. albicans.

aumento na expressio de TLR-2
(receptores do tipo toll-like 2), IL-6
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(interleucina 6) e hBD2 (B-defensina-2
humana) pelo farnesol.

Gomes et al. (2009) Estudo pré-clinico in IN

vitro (cepas de células Chemical)
planctonicas e de

biofilmes de S.

epidermidis).

(Sigma

Investigar
farnesol em
plancténicas e
biofilmes de
epidermidis.

o efeito do 30a300 uM (in situ)
células

de
S.

O farnesol foi eficaz contra as células
planctonicas, sendo este efeito inibitdrio
presente em pequenas concentragdes
desta substancia (100 pM).

Nas células de biofilmes, o efeito do
farnesol ndo foi tdo pronunciado, uma
vez que este efeito demonstra ser
dependente da atividade metabolica e da
quantidade de matriz.

O efeito do farnesol na concentragdo de
200 uM foi semelhante ao efeito da
vancomicina no pico da concentracdo
sérica de células planctdnicas e de
biofilmes. Além disso, a perda da
viabilidade celular e, consequentemente,
perda da capacidade de formacdo de
biofilmes induzidas pelo farnesol
sugerem o potencial uso desta substancia
na prevencdo de infec¢do por S.
epidermidis.

Derengowski et al.
(2009)

Estudo pré-clinico in Mistura de isdbmeros
vitro (cepas de levedura (Sigma-Aldrich)
virulenta de

Paracoccidioides

brasiliensis).

efeito
(mistura
sobre

Avaliar o
farnesol
isbmeros)
crescimento
morfogénese de
brasiliensis.

do 2,5a300 uM (in situ)
de

0

e

P.

As concentragdes de 25 a 300 uM foram
eficazes na inibicdo do crescimento de P.
brasiliensis, com CIM de 25 pM.

Quando o farnesol (mistura de isdbmeros)
foi testado em concentracdo que ndo
comprometem a viabilidade celular (5 a
15 uM), foi observado que esta
substancia afetou a morfogénese desse
fungo, pomovendo um retardo na
formacdo do  germe-tubo  desse
microrganismo. J& nas concentracfes de
25 uM de farnesol (mistura de isdmeros)
observa-se a presenca de uma
degeneracdo citoplasmaética total.

Unnanuntana et al.
(2009)

trans,trans-Farnesol
(Sigma-Aldrich)

Estudo pré-clinico in
vitro (biofilmes de S.
aureus e ceélulas pre-

Investigar os efeitos do 0a 30 mM (in situ)

trans,trans-farnesol
formacdo de

na

biofilmes

O trans,trans-farnesol (30 mM) reduziu
0 nimero de bactérias vidveis em 104
vezes e inibiu completamente a formacéo
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osteoblésticas MC3T3-
E1 cultivados em discos
6de liga de titanio).

bacterianos em
biomateriais ortopédicos e
seus efeitos sobre

osteoblastos.

de biofilmes, sendo que o efeito sobre a
formacéo de biofilmes durou pelo menos
trés dias.

Quando testado em baixas
concentragbes, 0 trans,trans-farnesol
(0,03 a 3 mM) n&o inibiu a formacdo de
biofilmes e néo potencializou o efeito de
concentracdo submaxima da
gentamicina.

O efeito do trans,trans-farnesol foi
testado em biofilmes formados; e esta
substancia também reduziu o ndmero
final de bactérias vidveis em 56 vezes.
Quando testado nas células pré-
osteoblasticas MC3T3-E1, observou-se
gue o trans,trans-farnesol (3 mM e 30
mM) inibiu a propagacdo destas células.

Hisajima et al. (2008)

Estudo pré-clinico in
vivo e in vitro
(camundongos fémeas e
isolados clinicos de C.
albicans).

IN (NacalaiTesque,
Inc.)

Investigar os efeitos do
farnesol contra candidiase
oral em camundongos.

1,125, 225 e 9
uM/camundongo (v.0.)
nos ensaios in vivo e
50 a300 puM (in situ)
nos ensaios in vitro

O tratamento com farnesol nas doses
variando entre 1,125 ¢ 9 puM foram
eficazes na protecdo da candidiase oral,
sendo este efeito do tipo dose-
dependente, conforme estimado pelos
escores dos sintomas nas linguas. Além
disso, o0s resultados dos testes
histoldgicos mostraram que o farnesol
suprimiu o crescimento micelial de C.
albicans na superficie das linguas.

O grupo de animais tratados com 9 M
tiveram uma diminuicdo na perda de
massa corporal quando comparados com
0s demais grupos (controle e farnesol nas
doses de 1,125 e 2,25 uM).

Kuroda et al. (2007)

Estudo pré-clinico in
vitro [cepas de S. aureus
susceptivel (MSSA) e
resistente a meticilina
(MRSA)].

IN (Wako Pure
Chemical Industries)

Investigar os  efeitos
sinérgicos do farnesol
combinados com
antimicrobianos

comumente utilizados,
principalmente p-
lactamicos, bem como

1 g/L (in situ)

O farnesol promoveu um aumento na
susceptibilidade das bactérias a acdo de

todos 0s antimicrobianos testados
(ampicilina, oxacilina, cefoxitina,
bacitracina, teicoplanina, amicacina,
ciprofloxacina) em graus variaveis,

exceto a claritromicina frente as cepas de
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explorar o seu potencial
efeito inibitério na sintese
da parede celular de S.
aureus.

MSSA e MRSA.

Foi observado um aumento na
susceptibilidade mais  significante
guando o farnesol foi associado a

ampicilina, oxacilina e cefoxitina.

O efeito do farnesol no aumento da
susceptibilidade dos antibidticos ¢é
decorrente da inibigdo da biossintese na
parede celular através da reducdo do
suporte lipidico, bem como pela
supressdo da producédo de estafiloxantina
e reducdo na atividade da acdo
enzimatica das PB-lactamases. Observou-
se també que o farnesol promoveu
supressao da proteina A.

Henriques et al. (2007)

Estudo pré-clinico in
vitro (cepas de Candida
dubliniensis).

trans,trans-Farnesol
(Sigma-Aldrich)

Investigar o efeito do
trans,trans-farnesol sobre
a morfologia de C.
dubliniensis.

1.5, 15 e 150 uM X (in
situ)

As concentragOes de trans,trans-farnesol
testadas ndo inibiu a taxa de crescimento
de C. dubliniensis, porém esta substancia
promoveu a inibicdo da formacdo de
hifas e pseudo-hifas.

Na concentragdo de 150 puM It o
trans,trans-farnesol inibiu
completamente a formacdo de hifas e
pseudo-hifas.

Navarathna et al.
(2007a)

Estudo pré-clinico in
vivo (camundongos CF-
1 fémeas infectadas com
C. albicans).

Mistura de isdbmeros

ou trans,trans-
Farnesol (Sigma-
Aldrich)

Avaliar se o farnesol afeta
a progressdo da
candidiase  disseminada
em camundongos.

1 mL a 20 mM
trans,trans-farnesol
(v.0.ei.p)

Os camundongos infectados por C.
albicans que receberam trans,trans-
farnesol (1 mL a 20 mM, i.p. e Vv.0)
tiveram uma maior mortalidade, sendo
gue o inicio da mortalidade do grupo
tratado com farnesol via i.p foi 30 h mais
cedo do que o grupo controle.

Foi observado que o trans,trans-farnesol
desempenhou um papel na patogénese da
doenga, direta ou indiretamente, podendo
representar um fator de viruléncia para
C. albicans.

Navarathna et al.
(2007b)

Estudo pré-clinico in
vivo e in  vitro
(camundongos CF-1

trans,trans-Farnesol
(Sigma-Aldrich)

Examinar o possivel papel

resisténcia modulara

1,2 mM in 05% de
do trans,trans-farnesol na Tween 80 (i.p.) nos

ensaios in vivo e 100

Foi observado uma elevacdo nos niveis
de TNF-a (fator de necrose tumoral alfa)
e IFN-y  (interferdo-gama) nos
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fémeas infectadas com
C. albicans e
macrdfagos colhidos da
cavidade peritoneal).

contra a candidiase puM (in
sisttmica, bem como na ensaios in vitro
modulagdo de células T e

expressao de citocinas de

macrdfagos.

situ)  nos

camundongos infectados com C.
albicans. O  pré-tratamento  com
trans,trans-farnesol reduziu

significativamente a elevacdo nos niveis
de IFN-y e IL-12 (interleucina 12), mas
ndo de TNF-a. Além disso, o0s
camundongos tratados com farnesol
exibiram uma inesperada elevacdo nos
niveis de IL-5 (interleucina 5).

Os resultados mostram que o trans,trans-
farnesol aumenta a susceptibilidade dos
camundongos para a candidiase
sistémica.

Rossignol et al. (2007)

Estudo pré-clinico in
vitro (cepas de C.
parapsilosis).

trans,trans-Farnesol
(Sigma-Aldrich)

Avaliar a resposta 10 a 100 uM (in situ)
transcricional de C.

parapsilosis expostos a

trans,trans-farnesol.

Nas concentracGes de 50 e 100 uM o
trans,trans-farnesol inibiu fortemente o
crescimento de C. parapsilosis, porém
este efeito ndo foi observado nas
menores concentracOes testadas (10 e 20
uM).

Na avaliacdo do perfil de transcricio
génica, o transtrans-farnesol  foi
avaliado na concentracdo de 50 pM. Foi
observado que a adicdo do trans,trans-
farnesol promoveu um aumento de 15
vezes na expressio de GRP2
(relacionado a familia GRE2 dependente
de NADPH metilglioxal reductase) e um
aumento de 6 vezes na expressdo de
ADH7 (um membro de a familia de
alcool  cinamilico  dependente  de
NADPH). Além disso, observou-se que 0
trans,trans-farnesol afeta a distribuicdo
de esterdis; afetando a expressdo de
varios genes ligados ao metabolismo de
fosfolipidio e de aminoéacidos.

Semighini et al. (2006)

Estudo pré-clinico in
vitro (cepas de
Aspergillus nidulans e
C. albicans).

trans,trans-Farnesol
(Sigma-Aldrich)

Examinar o efeito do 10a 250 UM (in situ)
trans,trans-farnesol no

fungo filamentoso  A.

nidulans.

A menor concentragdo do trans,trans-
farnesol testada (10 pM) promoveu uma
completa inibicdo do crescimento de
hifas de A. nidulans. Além disso, o
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trans,trans-farnesol ~ provocou  uma
rapida condensacdo de DNA (&cido
desoxirribonucleico), sendo observado
um aumento no ndmero de ndcleos
condensados.

Os resultados demonstram que o
trans,trans-farnesol induz a apoptose de
células filamentosas de A. nidulans
através de um mecanismo que requer a
mitocdndrias funcionais, a produgdo de
ROS e do complexo de proteina G
heterotrimérica.

Jabra-Rizk et al.
(20064a)

Estudo pré-clinico in IN (Sigma Chemical
vitro (cepas de C. Co.)

dubliniensis e C.

albicans).

Avaliar 0 efeito
antifungico do farnesol
sobre C. dubliniensis e C.
albicans, bem como
determinar sua CIM e seu
efeito sobre a integridade
da membrana celular
fungica.

10, 30 e 300 puM (in
situ)

Foi observado que as culturas de C.
dubliensis continham 40% de hifas e
pseudo-hifas quando cultivadas na
auséncia de farnesol. Ja quando
cultivadas com farnesol 300 uM essa
quantidade reduziu par menos de 10%. Ja
referente a C. albicans, foi observada a
presenca de 90% de hifas em culturas na
auséncia de farnesol; porém quando
cultivadas com farnesol observou-se uma
reducdo para apenas 10% de hifas.
Quando se avaliou o efeito do farnesol
sobre a formacéo de biofilmes, observou-
se que a incubacdo com farnesol 300 uM
impediu a germinacdo bem-sucedida das
células de levedura aderentes, resultando
em baixas formacdes de biofilmes para
ambas cepas testadas.

Na avaliacdo da CIM revelou que o
farnesol apresenta uma CIM 200 puM
contra C. dubliniensis e > 300 uM contra
C. albicans; indicando que C. albicans
tem uma maior tolerdncia ao farnesol.
Foi observado que o farnesol nas
concentracdes de 30-50 UM
apresentaram um  efeito  sinérgico,
guando combinadas com fluconazol,
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contras ambas cepas.

Shintre et al. (2006) Estudo pré-clinico in IN (Symrise, Avaliar o efeito sinérgico NR O farnesol apresentou atividade sinérgica
vitro (cepas de S. Totowa, NJ) do farnesol e de diferentes contra S. aureus gquando associado com
epidermidis, S. aureus, 6leos essenciais 0s seguintes antibidticos: gluconato de
Enterobacter combinados com clorexidina, cloreto de benzalcénio,
aerogenes, Serratia antimicrobianos e cloreto de benzetonio.
marcescens, selecionar o sinergismo Quando associado ao cloreto de
Escherichia coli, mais eficaz para uso de benzetbnio, o farnesol mostrou atividade
Klebsiella pneumoniae higienizacdo das méos em sinérgica contra cepas de S. aureus e E
e Pseudomonas um grupo de voluntarios coli.
aeruginosa e isolados saudaveis. Foi elaborada uma formulagcdo em gel
clinicos de MRSA, contendo farnesol e cloreto de
Enterococcus  faecium benzetbnio (ZBF) para ser testada nos
resistente a voluntarios; onde foi observado que o
vancomicina, ZBF quando usada pelos profissionais
Acinetobacter pode matar rapidamente as bactérias
baumannii e C. presente na superficie das méos. Além
albicans) e clinico disso, o esfregaco da mdo ZBF pode
(grupo de pessoas com continuar  ativo  contra  bactérias
7 voluntarios transitorias varios minutos apds sua
saudaveis). aplicacdo.

Saidi et al. (2006) Estudo pré-clinico in IN (Sigma-Aldrich)  Examinar o efeito do 10a 300 uM (in situ) O farnesol reduziu o crescimento de C.

vitro (isolados clinicos
de C. albicans, células

epiteliais e de
fibroblastos  gengivais
humanos).

farnesol sobre C. albicans
e células epiteliais e de
fibroblastos gengivais.

albicans apenas nas concentracfes mais
elevadas (100, 150 e 300 pM), quando
estas cepas foram cultivadas sozinhas
durante o periodo de contato de 24h. O
nimero de células de C. albicans no
farnesol contendo cultura permaneceu
elevada.

Foi avaliado, também, o efeito do
farnesol com tratamentos repetidos (2, 4
e 8 h). Foi observado que os tratamentos
repetidos reduziram o crescimento de
células fangicas de aproximadamente
240x10% para 120x105. Com os
tratamentos repetidos, a reducdo do
crescimento celular mais significativa foi
obtida em 8 e 24 h, tanto em altas quanto
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em baixas concentracGes de farnesol.

Os resultados sugerem que o farnesol foi
eficaz na reducdo da formacdo de tubos
germinativos de C. albicans e inibiu,
mais eficazmente, a filamentacdo quando
adicionada ao meio de cultura com soro.

Quanto ao efeito do farnesol em células
epiteliais e fibroblastos gengivais, esta
substancia ndo modificou a morfologia
das células epiteliais mesmo em
concentragdes elevadas (150 e 300 uM).
Ja sobre a morfologia dos fibroblastos,
foi observado que até na concentragdo de
50 pM o farnesol ndo promoveu
alteragBes morfologicas. No entanto, em
altas concentrac@es foi observado que as
células comecaram a se separar e
degradar.

Para simular condi¢bes in vivo, foi
testado o efeito do farnesol em
fibroblastos na presenca de C. albicans.
No meio isento de soro, o farnesol
reduziu a adesdo e a proliferacdo de
fibroblastos e promoveu diferenciacdo e
reducdo da proliferacdo das células
epiteliais até 48 h apdés o tratamento.
Estes efeitos ndo foram observados na
presenca do soro.

Quando as células gengivais estavam
presentes com farnesol e C. albicans, foi
observada uma maior inibico na
transicdo de leveduras para hifas,
sugerindo um efeito sinérgico entre as
células gengivais e farnesol na inibigéo
da transicéo de C. albicans.

Os resultados sugerem que o farnesol é
eficaz contra C. albicans e pode ter um
efeito nas células hospedeiras em
determinadas concentracdes.
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Jabra-Rizk et al.
(2006b)

Estudo pré-clinico in
vitro [isolados clinicos
de S. aureus susceptivel
(MSSA) e resistente a
meticilina (MRSA)].

IN (Sigma Chemical
Co)

Avaliar o efeito do
farnesol na suscetibilidade
antimicrobiana e

formacdo de biofilmes de
S. aureus.

0 a 300 pM - 0 a 66 O farnesol na concentracdo de 200 uM

pg/mL (in situ)

(44 pg/mL) inibiu as
oxidacdo-reducdo  nos
viabilidade celular.
Quando testado nas concentragdes de 0 a
50 uM, o farnesol ambas as cepas de S.
aureus formaram biofilmes homogéneos;
entretanto, na concentragdo de 100 pM
essa formacdo foi minima e nas
concentragcdes mais elevadas (200 e 300
M) ndo houve formacédo de biofilmes.
A adicdo do farnesol, mesmo em baixas
concentragdes, promoveu um aumento na
permeabilidade de estafilococos a
gentamicina com consequente redugdo
da CIM para MSSA, sendo que este
efeito ndo foi observado contra MRSA.

reacbes de
ensaios  de

Katsuyama et al.
(2005)

Estudo clinico (17
pacientes — 10 homens e
7 mulheres — com
dermatite atdpica nos
bragos de gravidade
leve a moderada).

IN (Dragoco Co.)

Examinar os efeitos do
creme FX  (contendo
farnesol 0,2% + xilitol
5%) sobre o balanco da
microflora da pele de
paciente com dermatite
atdpica.

farnesol 0,2% + xilitol
5% (uso topico)

O tratamento com creme FX durante 1
semana reduziu significativamente a
proporcdo de bactérias S. aureus totais
nos locais aplicados, quando comparados
com aplicagBes prévias de placebos.
Além disso, a condutancia média da pele
(parametro utilizado como indicador do
estado de hidratacdo da superficie da
pele) dos locais onde o creme foi
aplicado aumentou significativamente
guando comparada com o placebo.

Os resultados sugerem que o creme FX é
um agente de cuidados a pele til para o
tratamento  de  dermatite  atOpica
colonizada por S. aureus.

Rodrigues Goulart et
al. (2004)

Estudo pré-clinico in
vitro (clones do parasita
Plasmodium
falciparum).

IN (Sigma-Aldrich)

Investigar os efeitos de

diferentes terpenos
(farnesol, nerolidol,
limoneno e linalol) na

biossintese de dolichol e
cadeia isoprénica lateral
de ubiquinonas, bem

12200 uM (in situ)

O farnesol apresentou uma concentragéo
inibitéria média (ICsg) de 60 uM. Tanto
o farnesol quanto os demais terpenos
avaliados inibiram a biossintese de
dolichol nos estagios de trofozoitos e
esquizontes. Referente a biossintese da
cadeia isoprénica anexada ao anel
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como sobre a
isoprenilacdo protéica nos
estagios intraeritrocitarios
de P. falciparum.

benzoquinona de ubiquinonas, o farnesol
mostrou uma atividade mais forte no
estagio de esquizontes. Além disso, o
tratamento dos parasitas com o farnesol
diminui a incorporacéo de precursores de
isoprenilo em proteinas.

Akiyama et al. (2002) Estudo pré-clinico
vitro (cepas de S. aureus
isoladas de lesBes por
dermatite atdpica).

IN (Dragoco Co.)

Investigar as agdes do
farnesol e xilitol no
controle de lesbes de pele
por dermatite atdpica
colonizadas por S. aureus

100 e 2.000 pM/mL (in
situ)

O farnesol apresentou uma CIM de 1.200
MM/mL contra as cepas de S. aureus.

Foi observado que a coagulagdo por
células de S. aureus foi inibida em
plasmas contendo farnesol numa
concentracdo de 1/12 da CIM (100
pM/mL). Além disso, a producdo de
exotoxinas superantigenos por células de
S. aureus na presenca do farnesol (100
pM/mL) foram cerca de 10 vezes
menores do que por células de S. aureus
sozinhas.

As concentracfes do farnesol acima da
CIM promoveu um efeito supressor
contra as células de S. aureus tanto na
fase exponencial quanto na fase
estacionaria; mostrando-se uma
substancia promissora como coadjuvante
no tratamento de lesBes cuténeas
colonizadas por S. aureus.

Ramage et al. (2002) Estudo pré-clinico

vitro  (cepas
albicans).

IN (Sigma Chemical

Avaliar o efeito do
farnesol sobre a formacéo
de biofilmes.

3, 30 e 300 uM (in
situ)

Foi observado que na concentracdo de
300 uM o farnesol impediu a germinagédo
bem-sucedida e a aderéncia das células
de levedura, resultando em biofilmes
€scassos ou inexistentes. Porém, quando
esta concentracdo foi diminuida em 10 e
100 vezes, foram observadas a presenca
de pseudo-hifas (farnesol 30 uM) e hifas
(farnesol 3 puM).

Na anélise das células C. albicans
tratadas com farnesol, utilizando a
técnica “Northern blot”, observou-se que
estas células expressaram niveis de

(Continua na pagina seguinte)
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HWP1 (proteina de parede hifal 1) e
RNAmM (acido ribonucleico mensageiro)
mais baixos do que as células ndo
tratadas com farnesol.

Machida et al. (1998)

Estudo pré-clinico in
vitro (cepas de
Saccharomyces

cerevisiae selvagem e
mutantes isogénicos
gerados pelo tratamento
com brometo de etidio).

Avaliar o mecanismo de 6,25 a 200 uM (in situ)

acdo responsavel pelo
efeito inibitério do
farnesol sobre S.
cerevisiae.

O farnesol inibiu o crescimento de S.
cerevisiae promovendo um aumento no
nivel de geracdo de ROS de uma maneira
dose-dependente, sendo que este nivel
tive um aumento de 5 a 8 vezes nas
células tratadas com farnesol apés a
incubagdo inicial de 30 min. A
dependéncia de estresse  oxidativo
induzido pelo farnesol na inibicdo do
crescimento foi confirmada pela protecdo
contra essa inibicdo de crescimento em
células na presenca de um agente
antioxidante, como o a-tocoferol,
probucol ou N-acetilcisteina. Entretanto,
o farnesol aumento a geracdo de ROS
somente nas cepas de S. cerevisiae do
tipo selvagem e ndo nos mutantes
isogénicos, o que ilustra o papel da
funcdo mitocondrial na geragdo ROS
induzida pelo farnesol. Além disso,
observou-se que a adicdo do farnesol
inibiu o consumo celular de oxigénio,
porém ndo  conseguiram inibir
diretamente quaisquer atividades de
enzimas oxidases.

IN — Isémero n&o especificado; NR — N&o reportado.
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5.1.2. Efeito antitumoral

Dos 17 artigos incluidos nesta categoria, 11 ndo especificaram o tipo de isémero
de farnesol utilizado, 5 investigaram o efeito antitumoral do trans,trans-farnesol e 1
investigaram o efeito do trans-farnesol.

Os resultados obtidos demonstram que os diferentes isémeros de farnesol séo
dotados de propriedades quimioterapicas, efetivas contra diferentes tumores, tais como
leucemia, cancer de mama, cancer de prdstata e diferentes tipos de carcinomas,
adenocarcinomas e alterag@es tumorais induzidas por diferentes agentes quimicos (tabela 15).
O que corrobora com os dados encontrados por Rougereau & Rougereau-Person (2004), os
quais depositaram uma patente referente ao uso de compostos terpénicos (dentre eles o
farnesol) associados com veiculos farmacéuticos como agentes Uteis na prevencdo e
tratamento diferentes tipos de céanceres. Além disso, 0s compostos sesquiterpénicos ja sdo
relatados por possuir atividades toxicas contra células humanas cancerigenas (GHANTOUS et
al., 2010; LEE et al., 1971; LEE et al., 1977; ZHANG et al., 2005).

Na literatura consultada observa-se que o trans,trans-farnesol apresenta uma
toxicidade seletiva em induzir apoptose de células defeituosas. Esta seletividade foi
demonstrada pela primeira vez no estudo realizado por Adany e colaboradores (1994), o qual
objetivou comparar o efeito do trans,trans-farnesol (nas concentracdes de 0 a 45 uM) frente a
diferentes linhagens celulares de origem neoplésica e células provenientes de tecidos normais.
Com os resultados obtidos os autores observaram que esta substancia apresentou um efeito
mais pronunciado na inibicdo do crescimento e inducdo de apoptose de células neoplésicas
quando comparado com as células ndo-tumorais, onde observou-se que nas concentragdes >10
de UM a inibicédo das células tumorais foi mais significativa. Quando testado na concentracdo
de 45 uM o farnesol provocou a mortalidade de praticamente todas as células malignas ap6s
48 h da incubacdo.

Os mecanismos de acdo pelos quais o farnesol promove seu efeito antitumoral se
da através da participacdo de diferentes vias de sinalizacdo. Lee e colaboradores (2015)
observaram que em células de mieloma multiplo humano (U266) o farnesol (ismero nédo
especificado) promove seu efeito genotéxico bloqueando a ativacdo do transdutor de sinal e
ativador de transcricdo 3 (STAT3) induzida e constitutiva, o qual é mediado pela inibi¢do da
ativacdo das quinases JAK1, JAK2 e c-Src. As proteinas do tipo STAT, principalmente
STATS3, possuem um papel importante na sobrevivéncia e proliferacdo de diferentes tipos de

tumores, tais como: leucemia, linfoma, tumores sélidos e mielomas multiplos (AHN et al.,



117

2008; BUETTNER; MORA; JOVE, 2002); esta via pode ser ativada por interleucinas (por
exemplo: IL-6) e por fatores de crescimentos (por exemplo: EGF). Apos ativada, STAT3
sofre um processo de homodimerizagdo e fosforilacdo induzida, sendo esta fosforilacdo
mediada pela ativagdo das quinases JAK e c-Src (REN; SCHAEFER, 2002; SCHREINER,;
SCHIAVONE; SMITHGALL, 2002). Como consequéncia deste processo ocorre uma
translocacdo nuclear, ligacdo ao DNA e transcricdo do gene subsequente (IHLE, 1996). Esta
ativacdo de STAT3 pode resultar na expressdao de numerosos produtos génicos necessarios
para a sobrevida de células tumorais (por exemplo: survivina, Bcl-xl, Bcl-2), proliferacdo
celular, metéstase e angiogénese (AGGARWAL et al., 2006). Portanto, substancias que atuam
inibindo a ativacdo de STAT3 demonstram ter potencial como agente Util na prevencdo e
tratamento do cancer (YU; JOVE, 2004).

Além dos mecanismos acima descritos, o farnesol (isbmero ndo especificado)
induz a apoptose em células U266 através da ativacdo da caspase-3 (LEE et al., 2015). Este
dado corrobora com o estudo de Au-Yeung e colaboradores (2008), que avaliou o efeito anti-
carcinogénico do farnesol em células humanas de cancer de célon. Neste estudo os autores
demostram que o farnesol pode induzir a apoptose de células cancerigenas (HT-29 e HCT-
116) através da ativacdo da caspase-3 conduzindo, consequentemente, a clivagem da enzima
PARP e reducéo da expressdo proteica de BclxL e survinina.

Em linhagens de células leucémicas, um dos mecanismos envolvidos no efeito
citotoxico do trans,trans-farnesol se da pela acdo desta substancia nos mecanismos celulares
de transducéo de sinais dependentes da PLC (VOZIYAN; HAUG; MELNYKOVYCH, 1995),
visto que células de leucemia aguda CEM-C1, quando na presenca do farnesol (20 pM),
apresentam uma reducdo na taxa de incorporacao de rétulos radioativos de DAG (um ativador
fisioldgico de PKC) e fosfocolina celulares, ambos produtos gerados pela degradacao da PC;
0 que indica uma inibicéo da PLC.

Voziyan, Goldner & Melnykovych (1993), ao investigar 0s mecanismos de
inibicdo da biossintese de PC pelo trans,trans-farnesol (20 pM) na mesma linhagem de
células leucémicas supracitadas, observaram que esta substancia ndo promove alteracdo nas
atividades enzimaticas de CTP e DAG. Entretanto, o trans,trans-farnesol foi capaz de inibir a
incorporacdo de [3H]colina em lipidios celulares, reduzir a incorporacdo de rétulo radioativo
em PC e promover uma reducdo na atividade da enzima CPT, inibindo, consequentemente, a
biossintese de PC. Como consequéncias dos mecanismos de acdo acima citados, as células
leucémicas sofrem diminuicdo na viabilidade celular e devido a fragmentacao apoptética do
DNA nas regides de ligantes internucleossémicas (HAUG et al., 1994; VOZIYAN; HAUG;
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MELNYKOVYCH, 1995). Joo e colaboradores (2015) demonstram que uma outra via
envolvida na inducdo apoptose das células leucémicas pelo trans,trans-farnesol envolve a
ativacdo do apoptossoma pela via intrinseca da cascata PERK-eIF20ATF3/4, de uma maneira
independente da ativacdo induzida pela MAPKSs.

Nos danos genotoxicos induzidos por diferentes agentes quimicos [CdCly,
benzo(a)pireno, DMBA, TPA, Fe-NTA e azoximetano], o farnesol (isbmero ndo especificado)
demonstra ser eficaz na em proteger dos danos tdxicos devido a sua acdo antioxidante
(CHAUDHARY et al., 2009; JAHANGIR; SULTANA, 2008; JAHANGIR et al., 2005;
JAHANGIR et al., 2006), pela interferéncia na transducdo de sinais envolvidos na transcrigéo
génica (CHAUDHARY et al., 2009); e pela modificacdo na metabolizacdo de alguns destes
compostos pelas diminuicdo nas atividades das enzimas NADPH-citocromo P450 redutase e
epoxido hidrolase micossomiais (QAMAR et al., 2012) e pelo aumento na atividade da
enzima glutationa S-transferase (JAHANGIR; SULTANA, 2008; JAHANGIR et al., 2006;
QAMAR etal., 2012).
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Tabela 15 — Sintese descritiva dos estudos que investigaram o efeito antitumoral dos diferentes isbmeros de farnesol.

Referéncia Isbmeros Objetivo Dose/Concentragéo Principais resultados e conclusio
) geométricos do (via de (conforme descrito na literatura)
Tlpo_de estudo farnesol/Origem administracéo)
(espécie/cepa elou f
linhagem celular) (con orme
descrito na
literatura)
Lee et al. (2015) IN (Sigma-Aldrich) Avaliar a atividade 60 mg/kg (i.p.) nos O  farnesol apresentou efeito

Estudo pré-clinico in
vivo e in vitro
[camundongos atimicos
nu/nu fémeas e
diferentes linhagens de
células tumorais (células
U266 e MM1S de
mieloma multiplo
humano, células A549
de céncer de pulméo
humano, carcinoma de
mama humano MDA-
MB231, células BxPC-3
de céncer de péancreas
humano e células
DU145 de carcinoma de
préstata humano)].

antitumoral do  farnesol
sozinho e combinado com

bortezomibe sobre 0
crescimento de
xenoenxertos tumorais
humanos.

ensaios in vivo e 25,
50, 75, 10, 125 e 150
MM (in  situ) nos
ensaios in vitro

antitumoral in vitro e in vivo, sendo
que o efeito in vivo pode ser
decorrente do bloqueio da ativacdo
do transdutor de sinal e ativador da
transcricdo 3 (STAT3) induzida e
constitutiva. O farnesol 100 uM
suprimiu a ativacdo constitutiva de
STAT3 em 0,6 vezes. O farnesol
inibe a fosforilag8o e translocacdo de
STAT3 constitutiva em células
U266, mas ndo em  A549,
MDAMB231,

BxPC-3 e DU145 e teve pouco efeito
sobre a expressao da proteina STAT3
total em todas as linhas de células
tumorais analisadas. Este efeito
inibitério da STAT3 foi mediado
pela inibi¢do da ativa¢do de quinases
do tipo Janus-like kinase (JAK1 e
JAK2) e c¢-Src. Além disso,
observou-se que o farnesol induz a
apoptose em  células U266
dependente da ativacdo da caspase-3.

Joo et al. (2015)

Estudo pré-clinico in

vitro  (linhagens  de
células Molt4 de
leucemia linfoblastica
humana).

trans,trans-farnesol
(Sigma-Aldrich)

Examinar os caminhos de
sinalizacdo pelo qual o
trans,trans-farnesol induz a
apoptose em células Molt4
de leucemia linfoblastica
humana.

50 a 175 uM (in situ)

O trans,trans-farnesol induz
efetivamente a apoptose de células
Molt4 de leucemia linfoblastica
humana, sendo este efeito mediado
através de um caminho que envolve a
ativacdo do apoptossoma pela via

(Continua na pagina seguinte)
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intrinseca e pela inducdo da cascata
PERK-eIF2 o-ATF3/4 de uma
maneira independente da ativacdo
induzida pela MAPKs.

Park et al. (2014)

Estudo pré-clinico in
vitro e in vivo (linhagens
de células DU145 de
cancer de  prostata
humano e camundongos
nude machos).

IN (Sigma-Aldrich)

Investigar o efeito
citotéxico do farnesol na
inducdo da apoptose de
células de cancer de prostata
DU145.

0 a 100 puM (in situ)
nos ensaios in vitro e
50 mg/kg (v.0.) nos
ensiaos in vivo

Os resultados demonstram que o
farnesol tem potencial como agente
quimioterapico contra o cancer de
préstata DU145.

O farnesol aumenta a apoptose
celular de maneira dose-dependente,
sendo este efeito mediado pelas vias
de sinalizacdo da proteina quinase
ativadas por PI3K/Akt.

Quando avaliados em modelos in
vivo, o farnesol inibiu o crescimento

tumoral em camundongos
diminuindo  significativamente o
volume tumoral.

Qamar et al. (2012) Estudo pré-clinico in IN (Fluka chemika) Avaliar 0S efeitos 100 e 200 mg/kg (v.0.) O farnesol (100 e 200 mg/kg)
vivo  (ratos  Wistar quimiopreventivos do promoveu uma reducdo significativa
machos). farnesol  contra lesGes nas lesdes pulmonares e respostas

pulmonarqs induzidas - por inflamatorias induzidas pela
benzo(a)pireno. L N .
administracéo intratraquel de
bezon(a)pireno. Além disso, ©

farnesol exibiu um efeito protetor dos
niveis de fosfolipidios quando
comparadas ao grupo controle.

As atividades de metabolizacdo de
benzo(a)pireno no tecido pulmonar
de ratos foram modificadas pelo
farnesol, o qual reduziu as atividades
do NADPH-citocromo P450 redutase
e epoxido hidrolase microssomais e
promoveu um  aumento  nas
atividades da enzima glutationa S-
transferase.

(Continua na pagina seguinte)
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Os resultados deste estudo sugerem
um papel protetor do farnesol contra
0s danos pulmonares e toxicidades
causadas pelo benzo(a)pireno em
ratos Wistar.

Chaudhary et al. (2009)

Estudo pré-clinico in
vivo (camundongos
Swiss).

IN (Sigma Chemical
Co.)

Avaliar 0 efeito
quimiopreventivo do
farnesol e os mecanimos de
acdo na  tumorigénese
induzida DMBA [9,10-
dimetilbenz(A)antraceno] e
TPA (12-0O-
tetradecanoilforbol-13-
acetato)

25, 50 e 100
(uso tépico)

mg/kg

Nas doses de 25 e 50 mg/kg o
farnesol reduziu o edema de pele, a
hiperplasia, a expressdo de COX-2 e
a resposta ao estresse oxidativo
induzido por TPA, porém estes
efeitos ndo foram observados na dose
de 100 mg/Kg. Foi observado que em
doses menores (25 e 50 mg/Kg) o
farnesol inibiu a via de sinaliza¢do de
Ras/Raf/ERK1/2 nos tumores de pele
dos camundongos, enquanto a dose
de 100 mg/kg induziu esta mesma
via. Além disso, todas as doses do
farnesol alterou a relacdo Bax/Bcl-2
que leva a inducdo de apoptose.

Os resultados mostram que a
aplicacéo topica do farnesol mostrou
eficaz como agente quimioprotetor,
promovendo um efeito  anti-
inflamatério, antioxidante e
apoptético.

Journe et al. (2008)

Estudo pré-clinico in
vitro  (linhagens de
células de céancer de
mama MC-7 ER-
positivas).

IN (MP Biomedicals)

Examinar o efeito do
farnesol, um intermediario
da via do mevalonato, em
células de cancer de mama
MC-7 ER-positivas.

10 a 200 pM (in situ)

O farnesol ativa FXR (receptores de
farneséides X) com consequente
inducdo de mitogenicidade em
células MCF-7 através de uma
interferéncia positiva com ER, sendo
essa estimulacdo do crescimento
celular completamente reprimida por
antiestrogénios.

Os resultados sugerem que o farnesol
induz uma diminuicdo no nivel de
ER nas células MCF-7, com um
fendmeno no receptor do tipo
“downregulation”. o farnesol

(Continua na péagina seguinte)
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aumenta, também, a expressdo do
receptor de progesterona (PgR)
nestas células.

Au-Yeung et al. (2008)

Estudo pré-clinico in
vitro  (linhagens de
células HT-29 de
adenocarcinoma de

colén humano com gene
p53 mutado e células
HCT 116 com gene p53
de tipo selvagem).

IN (Sigma-Aldrich)

Elucidar os mecanismos de
acdo do efeito anti-
carcinogénico do farnesol e
geranilgeraniol em células
humanas de cancer de
colon.

0 a 400 pM (in situ)

O farnesol suprimiu o crescimento
das células cancerigenas HT-29 e
HCT 116, onde observou-se que o
nimero de células vidveis tinha sido
reduzido significativamente de forma
dose-dependente em  diferentes
tempos de tratamento. Estas agdes
inibitorias de crescimento observadas
com o tratamento com farnesol pode
ser devido a indugdo de apoptose nas
células de cancer de colon.

Foram estimadas as concentragdes
efetivas de 25%, 50% e 75% (CE25,
CE50 e CE75) do farnesol ap6s 96 h
de incubacdo, sendo encontradas as
concentragdes de 25, 50 e 100 pM,
respectivamente, frente ambas as
linhagens celulares.

Foram investigadas as mudancas
morfoldgicas nas células tratadas
com farnesol e geranilgeraniol
usando  coloragdo  fluorescente
H33342. Observou-se que nas células
tratadas com ambas substancias a
condensacéo da cromatina nuclear foi
facilmente  identificada e foi
identificada, também, a presenca de
corpos granulares.

Neste estudo os resultados mostraram
que tanto o farnesol quanto o

geranilgeraniol reduziram a
expressdo protéica de BclxL e
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survivina em células HT-29 e HCT
116 e que estas substancias podem
induzir apoptose ativando caspase-3
qgue conduz a clivagem de PARP
[poli(ADP)ribose polimerase]. Além
disso, a inibicdo de proteinas anti-
apoptéticas também podem
desempenhar um papel durante estes
processos. Outra etapa que estd
envolvida no efeito apoptético
induzido pelo farnesol é a ativacao
do PPARy (receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma gama).

Jahangir and Sultana Estudo pré-clinico in IN
(2008) Vivo (camundongos
Swiss machos).

Avaliar 0S efeitos
antigenotéxicos do farnesol
na  genotoxicidade em
camundongos induzida pelo
benzo(a)pireno.

1 e 2%kg? (v.0.)

A administragdo do benzo(a)pireno
promoveu a inducdo de enzimas
metabolizadoras [Citocromo P450
(CYP) e atividade de aril
hidrocarboneto hidroxilase (AHH]),
perda de integridade do DNA e
modulacdo do sistema de defesa
antioxidante significativamente.

Observou-se que 0 tratamento com
farnesol (1 e 2%kg-1) suprimiu as
atividades de CYP e AHH em grupos
de moduladores e restaurou a
reducdo dos niveis glutationa,
quinona redutase e glutationa-S-
transferase. Além disso, o farnesol
restaurou a integridade do DNA,
promovendo uma reducdo simultanea
nas quebras de cadeia de DNA e na
formacdo de adultos de DNA in vivo.

Wiseman et al. (2007) Estudo pré-clinico in trans-farnesol
vitro [(linhagens  (Sigma-Aldrich)
celulares de

adenocarcinoma

Investigar os efeitos de trés
isoprenoides (&lcool
perilico, geraniol e trans-
farnesol) no ciclo celular e

0a 120 pM (in situ)

O trans-farnesol promoveu a inibigéo
da proliferacdo celular de forma
dose-dependente tanto em células
MIA PaCa-2 quanto em BxPC-3.

(Continua na pagina seguinte)
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pancreatico ductal MIA
PaCa-2 (CRL-1420) e
BXPC-3 (CRL-1687)].

observar 0s mecanismos de
acao antiproliferativo.

Quando administrado em
combinacdo, tanto o trans-farnesol
quanto os isoprendides exibiram um
efeito aditivo antiproliferativo contra
as células cancerigenas MIA PaCa-2.
Todos 0s trés compostos
isoprendides induziram uma parada
do ciclo celular GO/G1 que coincidiu
com um aumento na expressdo da
ciclina quinase, proteinas inibidoras
p21Cipl e p27Kipl e uma reducdo
na ciclina A, ciclina B1 e nos niveis
de proteina de quinase dependentes
de ciclina (Cdk) 2.

Os dados deste estudo sugerem
fortemente que isoprendides, bem
como outros agentes farmacoldgicos
que induz a expressdao p2l1Cipl e
p27Kipl  podem  ter  efeitos
quimioterapéuticos no tratamento do
cancer de pancreas.

Jahangir et al. (2006)

Estudo pré-clinico in

vivo  (ratos
machos).

Wistar

IN

Avaliar a eficacia
antioxidante e os efeitos
inibitérios do farnesol no
aparecimento de marcadores

de  promocdo  tumoral
precoce na toxicidade
induzida por Fe-NTA

(nitrilotriacetato férrico) em
ratos.

1 e 2%/kg (v.0.)

O tratamento do farnesol (1 e 2%/kg)
nos ratos intoxicados por
nitrilotriacetato férrico reverteu os
efeitos induzidos por este agente
toxico: o aumento no teor de H.O,
(peréxido de hidrogénio), formagéao
de malondialdeido, atividade da
xantina oxidase, atividade da ornitina
descarboxilase e a incorporacdo de
3H-timidina  do  DNA  renal
induzidos, com deplecdo simultanea
nos niveis séricos de marcadores de
toxicidade (nitrogénio uréico no
sanguineo e creatinina).

Observou-se que o tratamento
profilatico com farnesol promoveu a
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restauracdo no conteddo renal de
glutationa do tipo dose-dependente e
nas enzimas metabolizadoras de fase
Il (catalase, glutationa-S-transferase
e quinona redutase).

Os  resultados  deste  estudo
demonstram que o farnesol reduz
acentuadamente o dano oxidativo e
que este composto pode proporcionar
protecdo  substancial contra a
toxicidade renal induzia por Fe-NTA.

Jahangir et al. (2005) Estudo pré-clinico in IN
Vivo (camundongos

Swiss machos).

Avaliar 0 efeito
antigenotdxico e
antioxidante do farnesol

contra a genotoxicidade e
estresse  oxidativo  renal
induzido por cloreto de
cadmio (CdCly).

1% e 2% por kg de
peso corporal (v.0.)

O farnesol promoveu a protecdo das
células contra os danos celulares e
toxicidade induzidas por cadmio.

O tratamento com farnesol reduziu a

formacdo de  aberragBes  dos
cromossomas induzidas por cadmio
nos micronicleos. Este efeito
antigenotdxico se d& devido a
restauracdo de enzimas da fase II,
deplecdo dos niveis de peroxidacdo
lipidica e xantina oxidase e pelo
aumento concomitante do status
antioxidante.

Rao et al. (2002) Estudo pré-clinico in
vivo (ratos F344 machos

desmamados).

IN (Robeco Inc.)

Avaliar a eficacia do efeito
quimiopreventivo do
farnesol e lanosterol em
focos de criptas col6nicas
aberrantes induzidas por
azoximetano em ratos.

1,5 % (v.0. — na dieta)

A administragdo do farnesol na dieta
dos animais ndo promoveu alteragdes
no figado, rins, intestino e pulméo.
Quanto aos efeitos
guimiopreventivos, observou-se que
o farnesol inibiu a formacdo de
criptas coldnicas aberrantes em cerca
de 34% e reduziu a multiplicidade de
criptas em cerca de 44%. Além disso,
o farnesol ndo mostrou nenhum
efeito sobre os niveis séricos de HDL
(lipoproteina de alta densidade) e
colesterol.

(Continua na pagina seguinte)
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Os dados obtidos nesse estudo
demonstram que a administracdo
dietética do farnesol 1,5% inibe a
formacdo de lesdes pré-neoplasicas
no coélon.

Voziyan et al. (1995)

Estudo
vitro
células

pré-clinico in trans,trans-Farnesol
(linhagem  de (Aldrich  Chemical
CEM-C1 de Co.)

leucemia aguda).

Verificar os mecanismos de 20 puM (in situ)
citotoxicidade do
trans,trans-farnesol.

O trans,trans-farnesol (20 pM)
reduziu a taxa de incorporacdo de
rotulos  radioativos em DAG
(diacilglicerol) e fosfocolina
celulares, produtos da degradacdo da
fosfatidilcolina (PC), indicando a
inibicdo da fosfolipase C (PLC)
especifica para PC apds cerca de 1 h
de incubagdo.

Foi observado que no tempo de
incubacdo posterior (cerca de 2 h) o
trans,trans-farnesol  promoveu a
inibicdo da fosfolipase D, sendo este
efeito demonstrado pela diminuicdo
na sintese de degradacdo da PC e
formagdo de DAG, as quais foram
seguidas pela fragmentacédo
apoptética do DNA e inibicdo do
crescimento celular.

Os resultados demonstram que o
efeito citotoxico do trans,trans-
farnesol envolve a participacdo dos
mecanismos celulares de transducéo
de sinais dependentes da fosfolipase
C, uma vez que foi demonstrada que
a sintese de DAG derivado de PC,
um ativador fisioldgico de proteina
quinase C (PKC), é inibida em
células CEM-C1 nos primeiros
tempos de incubacéo com
trans,trans-farnesol.

Haug et al. (1994)

Estudo
vitro
células

pré-clinico in IN (American
(linhagem  de Radiolabeled
CEM-C1 Chemicals)

Verificar a participagdo da 10 a 30 pM (in situ)
fosfatidilcolina no efeito
apoptético do farnesol em

A incubagcdo de células CEM-C1
com farnesol resultou na inibicdo do
crescimento celular. No entanto,

(Continua na pagina seguinte)
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resistentes a
dexametasona).

quando a proliferagdo celular foi
presa em 0,05 mM de timidina, as
duas concentragdes do farnesol (18 e
27 uM) que foram testadas ndo
tiveram efeito sobre o nimero de
células vivas para até 48 h de

incubagdo.
No presente estudo, entre varios
fosfolipidos formadores de

membrana que testado, apenas PC
inverteu a inibicdo do crescimento
celular induzido por farnesol. A
inibicdo foi reversivel também pelo
DAG. Os resultados mostram que,
apés a incubacdo na presenca de
farnesol, as células diminuem a
viabilidade; e que seu DNA nuclear
se torna fragmentado em regides
ligantes internucleossémicas,
mostrando padrdo caracteristico de
bandas em 180 a 200 intervalos de
pares de bases. Este efeito induzido
por farnesol também foi demonstrado
por citometria de fluxo por coloragéo
do DNA celular com iodeto de
propidio e foi parcialmente reversivel
com fosfatidilcolina.

Adany et al. (1994)

Estudo pré-clinico in

vitro  [linhagens de
células CEM-C1 e
CEM-C7 de leucemia
aguda humana, células
C-4-1de carcinoma
cervical humano,
fibroblastos CF-3 de
prepucio, células
endoteliais de aorta
bovina, células

endoteliais de aorta

trans,trans-farnesol

(Aldrich
Co.)

Chemical

células linfoblastéides
humanas.

Comparar o efeito do
trans,trans-farnesol em
diferentes linhagens

celulares de origem
neoplésica e ndo neopléasica.

0 a 45 uM (in situ)

O efeito do trans,trans-farnesol na
inibicdlo do crescimento e morte
celular foi mais pronunciado em
células neoplésicas do que em células
provenientes de tecidos normais.

Observou-se que a inibicdo de
células malignas foi mais
significativa nas concentragdes de 10
a 33 pM de trans,trans-farnesol.
Estes efeitos inibitorios sobre o

(Continua na pagina seguinte)
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porcinas, células da
prostata, células HL-60
de leucemia

promielocitica humana,
células HeLa S3K de
carcinoma  epitelidide
humano do colo do
atero; células DU-145
de carcinoma humano da
préstata e células L5
178Y-R de linfoma de
rato (tumorgénica) e L5
178Y-S (ndo-
originrio)].

crescimento das células malignas
tornaram-se evidentes apés 24 h de
incubacdo com 45 pM de trans,trans-
farnesol e depois de 48 h de
incubaco praticamente todas as
células estavam mortas.

Quanto ao crescimento das células
normais, observou-se que 0
crescimento foi inibido apenas 20-
70% mesmo ap6s 72 h de incubagdo
com 45 pM de trans,trans-farnesol.
Dentre as células ndo-malignas
testadas, os fibroblastos CF-3 de
prepicio ndo foram sensiveis ao
tratamento com trans,trans-farnesol.

Os resultados deste estudo demonstra
pela primeira vez que existe uma
toxicidade seletiva do trans,trans-
farnesol para células malignas, o que
aumenta a possibilidade de que esta
substancia possam vir a ser aplicada
na quimioterapia contra o cancer.

Voziyan et al. (1993)

Estudo pré-clinico in

vitro  (linhagem  de
células CEM-C1 de
leucemia humana
aguda).

trans,trans-farnesol

(Aldrich
Co.)

Chemical

Investigar o mecanismo de
inibicdo da biossintese de
PC pelo isoprendide
trans,trans-farnesol em
linhagem de células
leucémicas humanas.

20 pM (in situ)

O farnesol inibiu a incorporacdo de
[3H]colina em lipidios celulares e
reduziu a incorporagdo de rotulo
radioativo em PC. Na presenca de
trans,trans-farnesol a biossintese de
PC ndo foi inibida durante o0s
primeiros 30 min de incubagdo, mas
foi inibido em 31% entre 30 e 60 min
e 45% entre 60 e 90 min.

Observou-se que 0 trans,trans-
farnesol ndo promoveu nenhuma
mudanca nas atividades enzimaticas
de CTP (colina-fosfato
citidililtransferas) e DAG.
Entretanto, o farnesol promoveu uma

(Continua na pagina seguinte)
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redugdo significativa na atividade da
enzima CPT (colesterol
fosfotransferase), inibindo,
consequentemente, a biossintese de
PC.

Melnykovych
(1992)

et

al.

Estudo pré-clinico in
vitro  (linhagens  de
células CEM-CI e CEM-
C7 de leucemia humana
aguda e de células HL-
60 de leucemia
promielocitica).

trans,trans-farnesol

(Aldrich
Co.)

Chemical

Examinar os efeitos
trans,trans-farnesol

do 9a31,5uM (insitu)

ex0geno no crescimento em
linhagens de células T de

leucemia humana.

Observou-se que apds 72 h de
incubagdo o  trans,trans-farnesol
apresentou um efeito inibidor sobre a
proliferacdo das células leucémicas
do tipo CEM-C1, sendo este efeito
do tipo dose-dependente.

Com base na analise da distribuicdo
do tamanho celular, os dados
evidenciaram que as concentracdes
do trans,trans-farnesol utilizadas
neste  estudo ndo  promoveu
destrui¢do celular, o que demonstra
que o efeito do trans,trans-farnesol
nestas celulas estava relacionado a
inibicdo da proliferacdo celular ao
invés da lise celular. A inibicdo do
crescimento celular pelo trans,trans-
farnesol foi examinada também nas
linhagens de células CEM-C7
sensiveis aos glicocorticoides e nas
células promielociticas humana HL-
60. As células CEM-C7 foram mais
resistentes e as células HL-60 foram
mais sensiveis ao trans,trans-farnesol
do que a linha CEM-C1. Este efeito
inibitdrio promovido pelo
trans,trans-farnesol  foi  impedido
quando as células foram incubadas
em com  fosfatidilcolina  ou
diacilglicerol.

IN — Isbmero ndo especificado
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5.1.3. Efeitos nos sistemas nervoso e cardiovascular

Na tabela 16 € possivel observar os artigos que investigaram os efeitos do farnesol
no sistema nervoso e cardiovascular.

Existem poucos relatos de trabalhos que investigaram a acdo do farnesol no
sistema nervoso. Dos artigos inclusos nesta RS, trés estudos avaliaram o efeito dos diferentes
isom farnesol (isdmero nao especifcado) no sistema nervoso, 0s quais demonstram que esta
substancia apresenta propriedades analgésicas (SHAHNOURI; TABARI; ARAGHI, 2016;
SILVA et al., 2017); decorrente da possivel interacdo do farnesol com canais de K*ATP e
com os receptores 5-HT3 (SILVA et al, 2017), ansiolitico, sedativo, depressor
(SHAHNOURI; TABARI; ARAGHI, 2016) e neuroprotetor (SANTHANASABAPATHY;
SUDHANDIRAN, 2015). Dos estudos que investigaram a agdo do farnesol no SNC, sometne
Santhanasabapathy & Sudhandiran (2015) especificaram o tipo de isémero utilizado (trans-
farnesol).

Shahnouri, Tabari & Araghi (2016) associam o efeito ansiolitico promovido pelo
farnesol (isbmero ndo especificao) com a reducdo nos niveis plasmaticos de cortisol
decorrentes da administragdo desta substdncia. Quanto ao efeito neuroprotetor,
Santhanasabapathy & Sudhandiran (2015) afirmam que o trans-farnesol regula a cascata
apoptotica intrinseca, o que faz com que haja uma protecdo nos neurdnios dos danos
oxidativos promovidos por lipopolissacarideos.

Os efeitos observados nos trabalhos de Silva e colaboradores (2017) e
Santhanasabapathy & Sudhandiran (2015) corroboram com os resultados encontrados no
estudo de Oliveira-Janior e colaboradores (2013), que objetivou avaliar a atividade
antinociceptiva e neurotoxica do farnesol em camundongos. Como resultados os autores
observaram que o farnesol (em doses de 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) foi eficaz em reduzir o
estimulo algico e que, nas doses de 50 e 100 mg/Kg, ndo causou lesbes nas regides cerebrais
avaliadas (hipocampo e estriado).

No sistema cardiovascular, o farnesol (isdmeros ndo especificados) e trans,trans-
farnesol possuem efeito cardioprotetor e promovem acOes cardiovasculares que levam a
diminuigdo da pressao arterial, tais como: inotropismo negativo no atrio esquerdo, alteragdo
na condutancia do Ca*? na membrana celular e vasodilatacio (tabela 16).

Com relacdo aos mecanismos de acao responsaveis pelos efeitos cardiovasculares
do farnesol; ao avaliar o efeito cardioprotetor desta substancia em ratos que sofreram lesdes

cardiacas isquémicas, Sziics e colaboradores (2013) observaram que o farnesol (isbmero nao
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especificado) diminui o tamanho da &rea infartada pela sua provavel interagdo na via do
mevalonato, a qual promove um aumento nas proteinas pela geranilgeranilagdo. Ja no trabalho
Ferdinandy e colaboradores (1998), os autores observam que o farnesol (isbmero nao
especificado) restaura o pré-condionamento cardiaco em ratos com hipercolesteremia e ndo
afeta a gravidade da isquemia no coragdo de ratos com dieta rica em colesterol. No que se
refere aos efeitos vasoativos do farnesol (isbmero ndo especificado) e trans,trans-farnesol, os
estudos demonstram que esta substancia atua promovendo o bloqueio de canais de Ca*? do
tipo L (LUFT el al., 1999; ROULLET et al., 1997b; ROULLET et al., 1996), sendo que esta
acdo inibitoria é independente da proteina G dos canais de Ca*? e esta presente apenas em

células que expressam a subunidade a1 (LUFT el al., 1999).
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farnesol nos sistemas nervoso e

Referéncias Tipo de estudo IsOmeros Objetivo Dose/Concentration Principais resultados e concluséo
(espécie/cepa e/ou geométricos do (route of (conforme descrito na literatura)
linhagem celular) farnesol/Origem administration)

(conforme
descrito na
literatura)

Silva et al. (2017)

Estudo pré-clinico in IN (Sigma-Aldrich)
vivo (camundongos
Swiss machos).

Avaliar 0 efeito 50 e 100 mg/kg (v.0.)

antinociceptivo do
farnesol e do complexo
BCD/FAR (p-

ciclodextrina + farnesol).

Tanto o farnesol quanto o complexo
BCD/FAR (50 e 100 mg/kg)
apresentaram  efeito  antinociceptivo,
promovendo uma  reducdo  nos
comportamentos  associados a dor
orofaciais, possivelmente  mediado
pelos canais de K* dependentes de ATP
e pelos receptores 5-hidroxitriptamina
(5-HT3).

Para investigar se o eventual prejuizo na
coordenacdo motora dos camundongos
tratados com  farnesol  poderia
influenciar nos efeitos analgésicos foi
realizado o teste do rota-rod. Observou-
se que ambas as substancias testadas
ndo promoveram nenhuma alteragéo
significativa no desempenho motor dos
animais. Além disso, o complexo
BCD/FAR demonstrou melhorar as
propriedades farmacologicas quando
comparado ao composto ativo sozinho.

Vasconcelos
(2017)

et

al.

Estudo pré-clinico ex IN (Sigma-Aldrich)
vivo (cobaias machos —
Cavia porcellus).

Avaliar 0s efeitos 0,01 a 10 mM (in situ)
farmacoldgicos de sete
terpenos (farnesol, nerol,
citronelol, geraniol,

O farnesol promoveu um efeito
inotrépico negativo, sendo um dos
compostos que apresentou uma maior
poténcia negativa.

(Continua na péagina seguinte)
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isoprenol, fitol e
nerolidol) na
contratilidade do musculo
cardiaco do atrio
esquerdo.

Analisando os resultados, foi observada
uma relacdo direta entre a poténcia
relativa dos terpenos avaliados e a sua
respectiva classe quimica, sendo a
quantidade de unidades isoprénicas um
fator que influencia diretamente a
poténcia farmacologica. Por exemplo, o
farnesol (sesquisterpentide) foi 11
vezes mais potente do que o0 seu
monoterpendide equivalente (geraniol).
Da mesma forma, 0s monoterpenos
nerol, citronelol e geraniol apresentaram
um efeito inotropico negativo maior do
que o hemiterpeno isoprenol.

De todos os terpenos testados apenas o
fitol ndo foi capaz de reduzir a resposta
contratil do atrio esquerdo de cobaia.

Shahnouri et al. (2016)

Estudo pré-clinico in
vivo (camundongos

Swiss
machos).

albinos

IN (Sigma-Aldrich)

Avaliar as propriedades
neurofarmacolégicas do
farnesol e sua influéncia
sobre 0S niveis
plasmaticos de cortisol.

50 e 100 mg/kg (i.p.)

Para avaliar os efeitos centrais do
farnesol (efeito ansiolitico, sedativo
analgésico e  depressor)  foram
realizados o teste do campo aberto,
labirinto em cruz elevado, teste do nado
forcado e teste da placa quente.

Observou-se que no teste do campo
aberto o farnesol na dose de 100 mg/kg
promoveu uma diminuic&o significativa
na atividade locomotora. J& no labirinto
em cruz elevado foi observado que
nesta mesma dose o farnesol levou a um
aumento no ndmero de entradas e no
tempo de permanéncia dos animais nos
bracos abertos. No teste do nado
forcado tanto a dose de 50 mg/kg
quanto a de 100 mg/kg do farnesol
promoveu um aumento no tempo de
imobilidade. Na avaliacdo do efeito

(Continua na pagina seguinte)
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analgésico através do teste da placa
quente, o farnesol na dose de 100 mg/kg
promoveu um prolongamento
significativo na laténcia das respostas
aos  estimulos  nociceptivos.  Foi
observado que o farnesol promove uma
redugdo nos niveis plasmaticos de
cortisol, 0 que pode explicar o efeito
ansiolitico.

Os resultados encontrados neste estudo
sugerem que o farnesol possui
potenciais efeitos do tipo ansiolitico-
Like e induz depressdo e alteragdes na
atividade  locomotora.  Fornecendo
evidéncias farmacologicas que apoiam
0 uso do farnesol como sedativo para o
alivio de transtornos de ansiedade.

Santhanasabapathy and Estudo pré-clinico in

Sudhandiran (2015)

vivo  (camundongos
Swiss albinos
machos).

trans-farnesol
(Sigma-Aldrich)

Investigar 0 efeito
protetor do trans-farnesol
na neurodegeneracao
induzida por
lipopolissacarideos (LPS)

25, 50, 100, 150 e 200
mg/kg (v.0.)

O trans-farnesol promoveu um efeito
neuroprotetor atenuando as alteracGes
degenerativas no cortex e hipocampo
dos cérebros dos ratos, sendo que este
efeito se da pela regulacdo da cascata

através da modulacdo da apoptotica intrinseca decorrente da
cascata apoptética protecdo dos neurdnios de danos
intrinseca no cortex e oxidativos.
hipocampo.

Sziics et al. (2013) Estudo pré-clinico in IN (SAFC Supply Avaliar 0 efeito 0.2, 1, 5e 50 mg/kg/dia O farnesol diminuiu o tamanho do

vivo (ratos  Wistar

machos).

Solution)

cardioprotetor do farnesol
e seu mecanismo de acéo
contra lesdes isquémicas.

(v.0.)

infarto com efeito do tipo dose-resposta,
sendo este efeito cardioprotetor
mediado provavelmente pelo aumento
de proteinas pela geranilgeranilagdo (da
via do mevalonato) e parece ser
independente do efeito antioxidante do
farnesol.

Luft et al. (1999)

Estudo pré-clinico in
vitro e in vivo [células

IN (Aldrich)

Caracterizar os efeitos do
farnesol em canais Ca*?

100 mmol/L (in situ)
nos ensaios in vitro e

O farnesol bloqueou as correntes do
canal de Ca*® no estado de repouso,

(Continua na pagina seguinte)
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ATr5 de aorta de ratos,
células C9 de ovério
de hamster chinés que
expressam canais de
Cat+2 com subunidade
alc (CHOCY) e ratos
SBN/yr machos].

vasculares tipo L.

500 mg/kg (v.0.) nos
ensaios in vivo

sendo que o bloqueio inicial foi de
63+6% nas células A7r5 e de 50+9%
nas células CHOC9, com um potencial
de retencdo de 280 mV. Em ambas as
linhas celulares, a inibicdo da corrente
pelo farnesol era proeminente em toda a
faixa de tenséo sem alteracdes nos picos
da relacdo corrente-tensdo. E nem a
infusdo intracelular do analogo do GDP
estavel (guanosina difosfato) (100
mmol/L) e nem a despolarizacdo da
membrana de condicionamento forte
impediu o efeito inibitério do farnesol,
0 que indica que esta inibicdo é
independente da proteina G dos canais
de Ca*2,

Na avaliacdo efeito do farnesol em ratos
normotensos e  hipertensos,  foi
administrada uma dose de 500 mg/kg e
observou-se que o farnesol reduziu
significativamente a pressao arterial nos
ratos hipertensos em um periodo menor
que 48 h.

Com os resultados obtidos, conclui-se
que o farnesol pode representar um
antagonista dos canais de Ca** do
musculo liso vascular. Uma vez que o
farnesol é ativo em células que
expressam apenas a subunidade oz, 0S
dados sugerem que esta subunidade
representa o alvo molecular para a
ligacdo do farnesol. Além disso, o
farnesol tem uma acdo hipotensora que
pode ser relevante em modelos in vivo.

Ferdinandy et al. (1998)

Estudo pré-clinico in
vivo (ratos  Wistar
machos).

IN (Sigma-Aldrich)

Avaliar 0 efeito
cardioprotetor do farnesol
na recuperagdo do pré-
condicionamento e sintese
de oxido nitrico cardiaco

5 uM/kg (i.p.)

O tratamento com farnesol restaura o
pré-condicionamento, mas nédo restaura
a sintese basal de éxido nitrico cardiaco
em ratos com hipercolesterolemia.
Além disso, observou-se que 0

(Continua na pagina seguinte)
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em ratos com dieta rica
em colesterol.

tratamento com farnesol ndo afeta
significativamente a gravidade da
isquemia no protocolo de ndo pré-
condicionamento em coracBes de ratos
alimentados com colesterol.

Roullet et al. (1997a)

Estudo pré-clinico in
vitro (células A7r5 de
aorta de ratos).

trans,trans-farnesol
(Aldrich)

Caracterizar o efeito do 10e 30 pM (in situ)
trans,trans-farnesol na

fluidez da membrana das

células do musculo liso

vascular.

0} trans,trans-farnesol reduziu
significativamente os transientes [Ca*?]
induzidos por KCI, mas ndo modificou
as  propriedades  dindmicas  na
membrana  celular.  Além  disso,
administracdo do trans,trans-farnesol
reduziu a sinalizacdo nos canais de Ca*?
voltagem-dependentes  nas  células
isoladas do musculo liso, sendo que este
efeito ndo é consequéncia da ativacao
de enzimas Ca*2-ATPases e nem do
aumento inespecifico na fluidez da
membrana celular.

Roullet et al. (1997b)

Estudo pré-clinico ex-
vivo e in vitro (artérias
isoladas do leito
arterial mesentérico de
ratos Wistar machos e
células A10 e A7r5 de
musculo liso vascular).

trans,trans-farnesol
(Aldrich)

Explorar as propriedades 5 a 30 puM (in situ)
vasoativas do trans,trans-
farnesol.

O trans,trans-farnesol  reduziu a
sinalizacdo do Ca*? em artérias e células
do musculo liso e inibiu as correntes
dos canais de Ca*? do tipo L voltagem-
dependentes. O blogueio do canal Ca*?
do tipo L também ocorreu sob
configuracdo de vedacdo apertada
(giga-ohm) usando analise de canal
Unico anexada a célula, sugerindo assim
uma possivel acdo do trans,trans-
farnesol dentro do espacgo intracelular.
Além disso, foi observado que o
trans,trans-farnesol ndo afetou as vias
sensiveis a Ca*? implicadas na
contracdo do musculo liso.

Os resultados indicam que o
trans,trans-farnesol é um inibidor da
sinalizagcdo de Ca* no musculo liso
vascular, atuando como um blogueador
dos canais de Ca*? do tipo L presentes
na membrana plasmatica.

(Continua na pagina seguinte)
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Roullet et al. (1996)

Estudo pré-clinico ex-
vivo (aorta toracicas
isoladas de  ratos
Wistar  machos e
segmentos arteriais de
pacientes com doengas
vasculares periféricas).

trans,trans-farnesol

(Aldrich
Co.)

Chemical

Caracterizar as
propriedades  vasoativas
dos analogos de farnesil
na inibicdo da
vasoconstriccdo induzida
por norepinefrina  em
artérias  de ratos e
humanos.

15 e 30 puM (in situ)

Todas as concentracfes do trans,trans-
farnesol que  foram avaliadas
apresentaram um feito inibitério na
contracdo induzida por norepinefrina,
sendo este efeito do tipo dose-
dependente. Além disso, observou-se
que o trans,trans-farnesol também foi
eficaz na inibicdo das contracOes
induzida por KCI (cloreto de potéssio) e
NaF (fluoreto de sodio), sugerindo uma
acdo complexa sobre os canais de Ca*?
acoplados a proteina G. Quando testado
em artérias humanas, o trans,trans-
farnesol demonstrou ser um potente
inibidores da vasoconstricdo, onde foi
observado que ap6és 30 min da
administracdo do trans,trans-farnesol
na concentracdo de 30 UM obteve-se
uma constricdo maxima de 34,6+5.8%,
nas  contragdes  induzidas  por
norepinefrina.

IN — Isbmero néo especificado
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5.1.4. Efeitos metabodlicos e no sistema hepatico

Dos 4 artigos inclusos nesta classificacdo, 2 avaliaram a acdo do farnesol no
sistema hepético (SPICAKOVA et al., 2017; VINHOLES et al., 2014) e 2 avaliaram os
efeitos metabdlicos (DUCAN; ACHER, 2008; GOTO et al., 2011) (tabela 17). Quanto ao tipo
de isémero do farnesol investigado, apenas o estudo de Spi¢akova et al. (2017) ndo especifica
o0 tipo de isdbmero. Em outros estudos, os autores investigaram os efeitos metabdlicos ou
hepéticos do trans,trans-farnesol.

No trabalho de Spi¢akova e colaboradores (2017), trés sesquiterpenos (farnesol,
trans-nerolidol e cis-nerolidol) foram avaliadas quanto aos seus efeitos inibitério nas
atividades enzimaticas na familia do citocromo P450 (CYPs, CBR1, NQO1, AKRs, GSTs,
UGTs e SULTS). Os resultados obtidos demonstraram que tanto o farnesol quanto os demais
sesquiterpenos, na concentragédo de 100 UM, inibiram a atividade de enzimas pertencentes a
subfamilia CYPs (CYP1A, CYP2 e CYP3A). A CYP3A4 é uma das principais enzimas
envolvidas na metabolizacdo de farmacos, 0 que sugere que 0s sesquiterpenos avaliados neste
estudo podem interagir e influenciar a metabolizagdo quando administrados em associacao
com outros farmacos.

Um outro efeito do farnesol e outros compostos sesquiterpenos no sistema
hepatico € a hepatoprotecdo. Vinholes e colaboradores (2014) observaram que, em
hepatdcitos de figados de ratos, o trans,trans-farnesol e outros sesquiterpenos, na
concentracdo de 1 mM, foram eficazes em promover um efeito hepatoprotetor contra a
peroxidacdo lipidica, onde foi observado que de todos os sesquiterpenos avaliados o
trans,trans-farnesol foi o composto mais eficaz em promover uma redugdo nos niveis de
MDA.

No que concerne aos efeitos metabolicos do trans,trans-farnesol, os estudos
demonstram que esta substdncia promove uma reducdo na concentracdo sérica de
triglicerideos (DUCAN; ACHER, 2008; GOTO et al., 2011), impede a hiperglicemia e
esteatose hepatica em animais obesos com dieta rica em gordura (GOTO et al., 2011). Ambos
estudos sugerem que o efeito do trans,trans-farnesol em melhorar as anormalidades
metabolicas é decorrente da acdo desta substancia em promover um aumento nas expressdes
de RNAm de PPARa (do tipo “upregulation”) nos genes-alvo envolvidos na oxidagéo de
acidos graxos (DUCAN; ACHER, 2008; GOTO et al., 2011) e genes envolvidos na f-
oxidacdo mitocondrial. Além disso, Goto e colaboradores. (2011) observaram que o0

trans,trans-farnesol aumenta a expressdo de RNAm em genes-alvo do FRX e diminui a
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expressdo dos genes da proteina 1c de ligacdo ao elemento de resposta aos esteroides e da

acido graxo sintase.
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Tabela 17 — Sintese descritiva dos estudos que investigaram os efeitos metabolicos e hepéticos dos diferentes ismeros de farnesol.

Referéncias

Tipo de estudo
(espécie/cepa e/ou
linhagem celular)

Isbmeros
geomeétricos do
farnesol/Origem
(conforme descrito
na literatura)

Objetivo

Dose/Concentragdo
(vias de
administracao)

Principais resultados e concluséo
(conforme descrito na literatura)

Spi¢dkova et  al.

(2017)

Estudo pré-clinico in
vitro (hepatocitos de
figados de ratos Wistar
machos e de figados
humanos excluidos do
transplante por razdes
médicas).

IU (Sigma-Aldrich)

Avaliar o efeito inibitério
de trés sesquiterpenos
aciclicos (farnesol, trans-
nerolidol e cis-nerolidol)
nas atividades de enzimas
pertencentes a familia de
citocromos P450 (CYPs,
CBR1, NQO1, AKRs,
GSTs, UGTs e SULTS).

0a 100 uM (in situ)

Tanto o farnesol quanto os demais
sesquisterpenos testados na concentragdo
de 100 pM promoveram uma inibicdo
significativa das atividades enziméticas de
citocromos P450 (subfamilias: CYP1A,
CYP2B e CYP3A) dos figados de ratos,
bem como nos microssomas hepéaticos
humanos. Por outro lado, todos os
sesquiterpenos testados ndo afetaram
significativamente as atividades de
enzimas redutoras de carbono (AKR1A,
AKR1C, CBR1 e NQO1) e enzimas de
conjugacdo (GSTs, UGT e SULT).

Os resultados obtidos neste estudo
demonstram que o farnesol e os demais
sequisterpenos avaliados podem promover
interacbes quando administradas em
associagdo com outros farmacos, uma vez
que a enzima CYP3A4 (pertencente a
subfamilia CYP3A) é responsavel pela
metabolizacdo de cerca de 50% de todos
os farmacos.

Vinholes et al. (2014)

Estudo pré-clinico in
vitro (hepat6citos de
figados de ratos Wistar
fémeas).

trans,trans-farnesol
(Sigma-Aldrich)

Investigar a potencial
atividade hepatoprotetor
do trans,trans-farnesol e
outros sesquiterpenoides
contra a peroxidacdo
lipidica.

1 mM (in situ)

Com exce¢do de oa-humuleno, todos os
sesquiterpenoides testados (1 mM) foram
eficazes na redugcdo os niveis de
malonaldeido (MDA) na peroxidagdo
lipidica endégena e induzida. O
trans,trans-farnesol foi um dos composto
que promoveu um maior efeito

(Continua na péagina seguinte)



Tabela 17 (conituacéo)

141

hepatoprotetor, com um percentual de
reducdo de MDA de 69,72 + 1,82%.

Goto et al. (2011)

Estudo pré-clinico in

vivo (camundongos
obesos KK-Ay
machos).

trans,trans-farnesol
(Sigma-Aldrich)

Investigar se 0
trans,trans-farnesol
funciona como  um
agonista dual dietético
para ativar o PPARa
(receptores ativados por
proliferadores de
peroxissoma alfa) e
PPARy em modelos in
vivo.

0,5% (v.0. — na dieta)

O trans,trans-farnesol administrado na
dieta dos camundongos foi eficaz em
impedir a hiperglicemia e esteatose
hapatica induzida pela dieta rica em
gordura, promovendo uma reducdo
significativa nos niveis de glicemia,
glicostria e a incidéncia e conteddo de
triglicerideos hepaticos. Estes efeitos
podem ser decorrentes da dupla ativacéo
do FXR e PPARa (receptores ativados por
proliferadores de peroxissomas a).

O trans,trans-farnesol promoveu um
efeito do tipo “upregulated”, aumentando
as expressdes de RNAm de PPARa nos
genes-alvo envolvidos na oxidacdo de
acidos graxos no figado. Por outro lado, o
trans-trans-farnesol ndo foi eficaz para
regular as expressbes do RNAmM de
PPARy  (receptores  ativados  por
proliferadores de peroxissomas y). Além
disso, o trans-trans-farnesol aumentou o
nivel de expressdo de RNAmM em genes-
alvo do FXR e diminuiram os dos da
proteina 1c de ligacdo ao elemento de
resposta aos esteroides e da acido graxo
sintase.

Esses achados sugerem que o trans,trans-
farnesol pode melhorar anormalidades
metabdlicas em camundongos através de
caminhos dependentes e independentes de
PPARa e que a ativagdo de FXR pelo
trans,trans-farnesol pode  contribuir
parcialmente com o efeito do PPARa na
reducdo do conteldo de triglicerideos
hepaticos.

Duncan and Archer
(2008)

Estudo pré-clinico in
vivo e in vitro (ratos

trans,trans-farnesol
(Sigma-Aldrich)

Avaliar o efeito do
trans,trans-farnesol sobre

500 mg/kg (v.0.) nos
ensaios in vivo e 10, 20

O  transtrans-farnesol  reduziu a
concentragdo sérica de triglicerideos. Os

(Continua na pagina seguinte)
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Sprague—Dawley
machos e linhagens de
hepatocitos de rato
Clone-9).

0s niveis séricos de
triglicerideos, bem como
verificar 0s  possiveis
mecanismos de acdo
responsaveis por estes
efeitos.

e 30 uM (in situ) nos
ensaios in vitro

mecanismos que possivelmente medeiam
esta resposta incluem a oxidacéao de &cidos
graxos  prejudicados  presentes  nos
hepatécitos, sendo este resultante da
ativagdo de PPARa e pelo efeito
“upregulation” de genes envolvidos na S-
oxidacdo mitocondrial, bem como pelo
efeito “downregulation” na sintese de
acidos graxos resultante da diminuicdo
nos niveis de RNAm.

IN — Isémeros ndo especificos
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5.1.5. Outros efeitos farmacolodgicos e toxicol6gicos

Um total de 6 artigos foram inclusos nesta categoria, os quais avaliaram as
seguintes propriedades farmacoldgicas e/ou toxicolégicas do farnesol: atividade anti-
inflamatéria (KHAN; SULTANA, 2011; MARCUZZI et al., 2008; QAMAR; SULTANA,
2008), acdo antioxidante (KHAN; SULTANA, 2011; LATEEF et al., 2013; QAMAR,;
SULTANA, 2008), efeito no crescimento no crescimento e diferenciacao celular na epiderme
(HANLEY et al., 2000), excipiente para melhorar a absorcdo transdérmica de farmacos
(NOKODCHI et al., 2007) e mecanismos de acdo envolvidos no efeito apoptdtico (LAGACE;
RIDGWAY, 2005) (tabela 18). Quanto ao tipo de isdmero do farnesol investigado, apenas o
estudo de Hanley et al. (2000) especifica o tipo de isdmero; e em sua pesquisa 0s autores
verificaram 0s mecanismos de acdo responsaveis pelo efeito do trans,trans-farnesol no
crescimento e diferenciacdo celular na epiderme.

No estudo de Qamar & Sultana (2008), o qual objetivou avaliar o efeito protetor
do farnesol contra os danos induzidos pela administracédo intratraqueal de EFC, o tratamento
dos ratos com farnesol (isbmero ndo especificado), nas doses de 50 e 100 mg/kg (v.o.), foi
eficaz em proteger os pulmdes dos animais contra os danos causados pelo EFC. Os autores
observaram que, nos fluidos de lavagem brocoalveolar, o farnesol (ismero ndo especificado)
promoveu uma reducao nos niveis de lactato desidrogenase, na contagem do numero total de
ceélulas e nos niveis de malondialdeido. Alem disso, o tratamento com farnesol reduziu o
edema pulmonar, aumentou os niveis de glutationa, diminuiu a citotoxicidade e a peroxidacao
lipidica na membrana; sendo que estes resultados foram convalidados com os achados
histopatologicos, que demonstrou uma reducdo na infiltracdo celular e edema e uma
arquitetura alveolar intacta.

Lateef e colabodares (2013) também investigaram os efeitos protetores do
farnesol (isdbmero nédo especificado — nas doses de 50 e 100 mg/kg, v.0.) em ratos expostos ao
EFC; os resultados obtidos demonstraram que o farnesol exibiu um efeito protetor contra a
estratificacdo nos ndcleos das células dos testiculos e préstata induzidas pelo EFC; sendo este
efeito possivelmente decorrente da atividade antioxidante do farnesol através da diminuicao
das atividades enzimaticas da xantina oxidase peroxidacao lipidica.

Khan & Sultana (2011), ao avaliarem o efeito protetor do farnesol (isbmero ndo
especificado) contra os danos teciduais induzidos por 1,2-dimetil-hidrazina (DMH),
observaram que o tratamento dos ratos com farnesol (isdmero ndo especificado — doses de 50

e 100 mg/kg, v.0.) suprimiu os danos induzidos pelo DMH devido a sua atividade anti-
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inflamatoria e por proteger os tecidos dos danos oxidativos, através da redugdo na
peroxidacdo lipidica e atividades enzimaticas (superdxido dismutase, catalase, gutationa
peroxidase, glutationa redutase, glutationa-S-transferase e quinona redutase). Além de
proteger o tecido dos danos inflamatdrios induzidos pelo EFC e DMH, o farnesol (na dose de
500 mg/kg, i.p. — isdmeros ndo especificado) demonstrou ser eficaz na prevengdo da
inflamacdo induzida por alendronato/muramil dipeptideo, o qual promove um disturbio
inflamatorio semelhante a deficiéncia de mevalonato quinase (MARCUZZI et al., 2008).

Referente ao efeito do farnesol (isdmero ndo especificado) no crescimento no
crescimento e diferenciacdo celular na epiderme, Lagace & Ridgway (2005) observaram que
o farnesol promove seu efeito apoptotico por uma via dependente da clivagem de caspases e
exportacdo nuclear de CCTa, 0 que corrobora com outros estudos que avaliaram o efeito
apoptético do farnesol em diferentes tipos de células (AU-YEUNG et al., 2008; LEE et al.,
2015; LIU et al., 2010).

Quanto ao uso do farnesol (isdbmero ndo especificado) como excipiente para
melhorar a absorcdo transdérmica de farmacos, Nokhodochi e colaboradores (2007), ao
investigar o efeito de diferentes tipos de terpenos (carvona, Oxido de limoneno, mentona,
farnesol e nerolidol) na absor¢do transdérmica do diclofenaco sddico, observaram que de
todos os terpenos avaliados o farnesol foi a segunda substancia mais eficaz no aumento do
coeficiente de permeabilidade deste farmaco. Nas industrias farmacéuticas compostos
terpénicos ja s@o utilizados com esta finalidade e como principios ativos de fitofarmacos
(OLIVEIRA et al., 2014), sendo este uso decorrente provavelmente das caracteristicas
lipofilicas destes compostos (NOKHODOCHI et al, 2007).
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Tabela 18 — Sintese descritiva do estudos que investigaram os outros efeitos farmacoldgicos e toxicoldgicos dos diferentes isdmeros de farnesol.

Referéncia

Tipo de estudo

(espécie/cepa elou
linhagem celular)

Isbmeros
geométricos do
farnesol/Origem
(conforme descrito
na literatura)

Objetivo

Dose/Concentration
(route of
administration)

Principais resultados e conclusio
(conforme descrito na literatura)

Lateef et al. (2013)

vivo  (ratos
machaos).

Estudo pré-clinico in

Wistar

IU (Fluka chemika)

Investigar os efeitos do
farnesol contra o estresse
oxidativo induzido pelo
extrato de fumo de cigarro
(EFC) e verificar as
alteragdes histoldgicas nos
testiculos e prostata de
ratos.

50 e 100 mg/kg (v.0.)

O farnesol (50 e 100 mg/kg) diminuiram
significativamente as atividades
enzimaticas da xantina oxidase e
peroxidacdo lipidica, ambas enzimas séo
responsaveis pela producdo de radicais
livres.

O EFC promoveu uma reducdo nos niveis
de glutationa e nas atividades de enzimas
dependentes de glutationa e enzimas
antioxidantes, sendo que 0s Qrupos
tratados com farnesol tiveram este efeito
revertido.

Quando aos achados histoldgicos,
observou-se que o farnesol exibiu um
efeito protetor contra a estratificacdo de
nacleos induzida pelo EFC. Além disso, 0s
animais tratados com farnesol
apresentaram prostata com arquitetura
normal.

Também foi demonstrado que o
tratamento com EFC resultou em
diminui¢do das células leydig, sendo que o
pré-tratamento com farnesol mostrou
efeitos protetores significativos contra esta
reducdo induzida pelo EFC nos testiculos
de ratos Wistar.

Khan
(2011)

and Sultana Estudo pré-clinico in

vivo  (ratos
machos).

Wistar

IU (Fluka chemika)

Avaliar o efeito protetor do
farnesol contra o estresse
oxidativo, resposta

50 e 100 mg/kg (v.0.)

O tratamento com farnesol promoveu uma
melhora significativamente nos danos
oxidativos  induzidos  por DMH,

(Continua na pagina seguinte)
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hidrazina (DMH).
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diminuindo a peroxidacdo lipidica do
tecido acompanhado pelo aumento de
atividades enzimaticas das seguintes
enzimas: superdxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase, glutationa redutase,
glutationa-S-transferase e quinona
redutase. Além disso, o tratamento com
farnesol diminuiu significativamente a
atividade da caspase-3 em tecido colénico.
Os achados histolégicos  também
revelaram que o tratamento com farnesol
reduziu significativamente gravidade do
edema submucoso, a destruicdo regional
da camada mucosa e a infiltracdo intensa
de células inflamatdrias nas camadas
mucosas e submucosas do célon.

Os dados do presente estudo sugerem que
o farnesol suprime efetivamente o dano
induzido por DMH na mucosa coldnica de
ratos Wistar, melhorando as respostas ao
estresse  oxidativo, inflamatérias e
apoptoticas.

Qamar
(2008)

and Sultana Estudo pré-clinico in

vivo  (ratos
machaos).

Wistar

IU (Fluka chemika)

Avaliar o efeito protetor do 50 e 100 mg/kg (v.0.)
farnesol contra a
inflamacéo pulmonar
macica, estresse oxidativo
e consequentes ferimentos

induzidos pela
administracéo intratraqueal
do EFC.

O tratamento com farnesol (50 e 100
mg/kg) foi eficaz em proteger os pulmdes
contra os danos causados pelo EFC, sendo
observada uma reducdo nos niveis de
lactato desidrogenase, contagem total de
células, proteina total e malondialdeido
nos fluidos da lavagem broncoalveolar dos
ratos expostos ao EFC.

O tratamento com farnesol aumentou o
teor de glutationa, reduziu o edema
pulmonar e promoveu uma diminuicdo
significativa  na  citotoxicidade e
peroxidacdo lipidica da membrana, o que

(Continua na péagina seguinte)
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indica que o farnesol apresenta efeito
protetor contra a toxicidade pulmonar do
EFC. Esses efeitos correlacionam-se com
os achados histopatolégicos, o qual exibe
uma redugdo significativa na infiltracéo
celular e edema e mostra arquitetura
alveolar intacta nos pulmdes dos animais
tratados com farnesol.

Marcuzzi et al. (2008) Estudo pré-clinico in IU (Euphar group Avaliar o efeito de 250e 500 mg/kg (i.p.) Apenas a dose de 500 mg/kg do farnesol
vivo (camundongos  s.r.l.) isoprendides exdgenos foi eficaz na prevencdo da inflamagéo
BALB/c machos). (geraniol,  farnesol e induzida pelo alendronato/muramil
geranilgeraniol) em dipeptideo, inibindo os niveis de SAA
camundongos com (amilo6ide sérica A) e os valores de PEC
distarbio inflamatorio (ndimero  de células no exsudado
semelhante a deficiéncia peritoneal).
de mevalonato quinase Os resultados sugerem que este composto,
(MKD) induzido por bem como os demais isoprendides
aminobifosfonatos e testados, podem ser eficazes no tratamento
muramil dipeptideo. de MKD em humanos.
Nokhodchi et al. Estudo pré-clinico in 1U (Merck) Investigar o efeito de 0,25a 2,5% (in situ) Dos terpenos avaliados, o farnesol foi a
(2007) vitro (pele abdominal diferentes  concentragdes segunda substdncia mais eficaz no
de ratos Wistar de terpenos na absorcdo aumento do coeficiente de permeabilidade
machos). transdérmica do do diclofenaco sédico, promovendo um

diclofenado sédico.

aumento de 78 vezes na absor¢do
transdérmica deste farmaco; sendo este
efeito decorrente, provavelmente, das
caracteristicas lipofilicas do farnesol.

Lagace and Ridgway
(2005)

Estudo pré-clinico in
vitro  (linhagens de
células de ovério de
hamster chinés K1 —
CHO-K1).

IU (sigma-Aldrich)

Determinar como a sintese
de fosfatidilcolina e a
atividade CCTa
(fosfocolina
citidililtransferase o)
contribuem para a inducéo
da apoptose por farnesol e
alcool oleilico.

0 a 60 puM (in situ)

O efeito inicial com a administracdo do
farnesol (60 uM -  concentracdo
apoptotica) foi uma rapida (10-30 min) e
transitéria  ativagdo da sintese de
fosfatidilcolina. Durante este periodo,
observou-se uma diminuicdo de 40% na
massa de DAG. Posteriormente, ap6s 1h, o
farnesol promoveu a clivagem de caspases
e exportacdo nuclear de CCTa, a qual foi
prevenida pelo tratamento com oleato ou
DiC8 (dioctanilglicerol).

A protecdo contra a apoptose induzida por

(Continua na pagina seguinte)
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farnesol exigiu a sintese de fosfatidilcolina

Hanley et al. (2000)

Estudo pré-clinico in
vitro e in vivo (células
de epiderme humana
isolada de prepucios

recém-nascidos e
queratinécitos; e
camundongos).

trans,trans-farnesol
(sigma-Aldrich)

Verificar 0s mecanismos
de acgdo responsaveis pelo
efeito do farnesol no
crescimento e
diferenciacdo celular na
epiderme.

5 e 10 puM (in situ) nos
ensaios in vitro e 40

mL/cm? 1 mM de
trans,trans-farnesol
(em

propilenoglicol/etanal,
7:3 — uso tdpico e no
flanco) nos ensaios in
vivo

e a atividade da CCTa.
A formacdo de envelopes celular
cornificados, um marcador da

diferenciacdo terminal dos queratindcitos,
bem como os niveis de proteina e RNAm
de duas proteinas necessdria para
formagdo do envelope cornificado,
involucrina e transglutaminase,
aumentaram em 2 a 3 vezes em
queratinocitos humanos normais tratados
com farnesol.

As aplicagbes topicas de farnesol em
camundongos promoveu o aumento dos
niveis de RNAm e proteina da
diferenciacdio de genes especificos,
profilagrina e loricrina, determinados por
imuno-histoquimica e hibridizagdo in situ.
Esses achados sugerem um novo papel
para isoprendides intermediario de
colesterol no regulamento de transcrigdo
regulados por PPARa de genes especificos
de diferenciacéo.

IN — Isémeros nao especificado
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5.1.6. Qualidade metodol6gica/Riscos de viés

A avaliacdo da qualidade metodoldgica e do risco de viés em estudos individuais
é uma etapa essencial de uma RS (HOOIJMANS et al., 2014; HIGGINS et al., 2011), uma
vez que para se obter resultados confiaveis € importante que a pesquisa seja bem projetada,
eficientemente executada, corretamente analisa e que os dados sejam interpretados e
apresentados de forma correta e compreensivel (FESTING; ALTMAN, 2002).

Conforme mostrado na figura 23 somente o estudo pré-clinico com animais nédo-
humanos realizado por Rao; Newmark & Reddy (2002) foi classificado em baixo risco de
viés. Na figura 24 ¢é possivel observar que 50% dos estudos ndo descrevem uma sequéncia de
alocacdo gerada e aplicada de forma adequada e que em 92,85% dos artigos na ficou clara se
houve ocultacdo da alocacdo. Além disso, 85,71% dos estudos ndo deixa claro se a avaliacao
dos resultados foi realizada as cegas. Por outro lado, 100% dos estudos apresentaram baixo
risco de viés no que se refere a resultados seletivos/tendenciosos e 90% dos estudos estavam
livres de outros problemas que poderiam causar vieses, tais como: contaminacdo por

agrupamento de drogas, influéncia dos financiadores e erros de unidade de analises.
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Risco ndo claro de viés ! Alto risco de viés

Figura 23. Resumo de qualidade metodol6gica para ensaios pré-clinicos: revisdo dos

julgamentos dos autores sobre cada item de qualidade metodoldgica para cada estudo

incluido. (P1 - Foi gerada uma sequéncia aleat6ria de alocacao dos diferentes grupos?; P2 -

Os diferentes grupos foram agrupados em parametros similares (tais como: sexo, idade, peso

dos animais, tempo do tratamento ou indugdo da doenga)?; P3 - A alocacdo dos diferentes

grupos foi adequadamente sigilosa?; P4 - Os animais foram selecionados aleatoriamente

durante o experimento?; P5 - Os cuidadores e/ou os investigadores ndo tinham conhecimento

da intervencdo que cada animal recebeu durante o experimento?; P6 - Os animais foram

selecionados aleatoriamente para avaliagdo de resultados?; P7 - O avaliador dos resultados

ndo tinham conhecimento da intervencdo que cada grupo recebeu durante o experimento?; P8

- A identificacdo e interpretacdo dos resultados foi realizada adequadamente?; P9 - Os
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relatorios do estudo sdo livres de resultados seletivos? Os métodos utilizados foram descritos
de forma compreensivel?; P10 - O estudo estava livre de outros problemas que podem resultar
em alto risco de viés (tais como: contaminacdo das drogas, influéncia dos financiadores, erros
de analise)?.
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Figura 24. Gréafico de qualidade metodologica para ensaios pré-clinicos: revisdo dos
julgamentos dos autores sobre cada item de qualidade metodolodgica para cada estudo incluido
apresentados em porcentagem. (P1 - Foi gerada uma sequéncia aleatéria de alocagcdo dos
diferentes grupos?; P2 - Os diferentes grupos foram agrupados em parametros similares (tais
como: sexo, idade, peso dos animais, tempo do tratamento ou inducdo da doenga)?; P3 - A
alocacdo dos diferentes grupos foi adequadamente sigilosa?; P4 - Os animais foram
selecionados aleatoriamente durante o experimento?; P5 - Os cuidadores e/ou 0s
investigadores ndo tinham conhecimento da intervencdo que cada animal recebeu durante o
experimento?; P6 - Os animais foram selecionados aleatoriamente para avaliagdo de
resultados?; P7 - O avaliador dos resultados ndo tinham conhecimento da intervencdo que
cada grupo recebeu durante o experimento?; P8 - A identificacdo e interpretacdo dos
resultados foi realizada adequadamente?; P9 - Os relatdrios do estudo séo livres de resultados

seletivos? Os métodos utilizados foram descritos de forma compreensivel?; P10 - O estudo
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estava livre de outros problemas que podem resultar em alto risco de viés (tais como:

contaminacdo das drogas, influéncia dos financiadores, erros de analise).

Quanto aos estudos clinicos pode-se observar que somente o estudo de Katsuyama
e colaboradores (2005) deixa claro que foi realizada uma geracéo de sequéncia aleatéria, que
houve a ocultacdo de alocacédo, cegueira do participante e avaliador e que ndo teve viés de
financiamento. No entanto somente no estudo de Shintre, Gaonkat & ModaK (2006) os dados
dos resultados incompletos foram julgados adequadamente (figuras 25 e 26). A figura 26

fornece um resumo grafico do risco geral de viés nos 2 estudos clinicos.

P1 P2 P3 P4 P5 P6

Shintre; Gaonkar; Modak (2006). ? + ? ?
Katsuyama et al. (2005). + + , + + +

D

Baixo risco de viés Risco ndo claro de viés ! Alto risco de viés

Figura 25. Resumo de qualidade metodolodgica para ensaios clinicos: revisdo dos julgamentos
dos autores sobre cada item de qualidade metodologica para cada estudo incluido. [P1 —
Geragdo de sequéncia aleatoria; P2 — Alocagdo sigilosa; P3 — Dados de resultados
incompletos; P4 — Viés de financiamento; P5 — Cegueira (participante); P6 — Cegueira

(avaliador de resultados)].

Geracio de sequéncia aleatoria
Alocacdo sigilosa

Dados de resultados incompletos
Viés de financiamento

Cegueira (participante)

Cegueira (avaliador de resultados)

0% 20% 40% 60% BO0% 100%

- Baixo risco de viés Risco néo claro de viés - Alto risco de viés

Figura 26. Gréfico de qualidade metodoldgica para ensaios clinicos: revisdo dos julgamentos
dos autores sobre cada item de qualidade metodoldgica para cada estudo incluido

apresentados em porcentagem.
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Do total de 28 estudos pré-clinicos com animais nao-humanos, 26 artigos nédo
deixam claro se houve cegamento durante a alocacdo dos diferentes grupos. Bebarta, Luyten
& Heard (2003) afirma que estudos em que ndo ha uma alocacdo adequada e uma avaliacao
oculta sdo mais propensos a relatar falhas no efeito do tratamento do que os estudos que
fazem uso desses métodos. Quanto aos 2 artigos clinicos inclusos na RS, observa-se que para
os seis itens avaliados 50% de risco de Viés ou risco ndo claro de viés. Estudos afirmam que a
falta de randomizacdo, cegamento, célculos de tamanho de amostra e analise estatistica
inadequada tém sido os principais fatores que contribuem para o aparecemineto de viés e de
resultados falso positivos (TSILIDIS et al., 2013; SENA et al., 2007).

5.2. Revisdo critica das patentes de produtos farmacéuticos que contém o farnesol na sua
formulacéo

A Dbusca das patentes objetivou realizar uma compilacdo dos produtos de
interesses farmacéuticos que contém o farnesol na sua composicdo. A pesquisa primaria
identificou 34 patentes: 23 na WIPO, 10 no INPI e 1 na LatiPat. Apos a triagem, 12 patentes
foram excluidas, por ndo estarei de acordo com os critérios de inclusdo, e 22 preencheram 0s
critérios de inclusdo: 18 da WIPO, 3 do INPI e 1 da LatiPat. Desse total, 11 foram indexados
em duas ou mais bases de dados e foram considerados apenas uma vez; resultando no total de
11 patentes selecionadas para anélise final. A figura 27 apresenta um fluxograma com um

resumo dos resultados das buscas primarias até a selecdo final das patentes.

Patentes encontradas nos bancos de patentes:
WIPOQO, Latipat e INPI
(n=34)

Duplicadas (n=11)

Excluidas (n=12)

v

Patentes selecionadas
(n=11)
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Figura 27. Fluxograma da pesquisa e selegéo das patentes.

Na figura 28 é possivel observar que o pais que tem um maior nimero de patentes
depositadas é o Brasil (n = 3), seguido dos Estados Unidos e Republica da Coréia (n = 2). No
que se refere a classificacdo internacional de patentes, 10 (do total de 11) foram classificadas
como preparagdes para uso médico, odontoldgico ou higiénico. E o ano de 2000 foi o que teve
mais depositos de patentes (n = 2), quando comparado com 0s demais.

A) B)

v o L & &
8 N S S . S N S, S
WIPO INPI LatiPat
C) D)
3 10 =
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24
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KR CN ES FR GB us BR AO0OIN A61F A61k A61L A61P A61Q CO09D C11D

Figura 28. (A) Distribuicdo das patentes em cada banco eletronico de patentes. (B) Evolucao
anual das patentes. (C) Distribui¢do dos paises depositantes de patentes (KR — Republica da
Coréia, CN- China, ES — Espanha, FR — Franc¢a, GB — Reino Unido, US — Estados Unidos da
Ameérica, BR — Brasil). (D) Distribuicdo de patentes pela Classificacdo Internacional de
Patentes (AOLN — Preservagdo de corpos de seres humanos ou animais ou plantas ou suas
partes, A61F/A61P — Atividade terapéutica especifica de compostos quimicos ou preparagdes
medicinais, A61K — Preparacfes para uso médico, odontolégico ou higiénico, A61L —

Métodos ou aparelhos para esterilizar materiais ou objetos em geral, A61Q — Uso especifico
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de cosméticos ou preparagdes higiénicas semelhantes, CO9D — ComposicGes de revestimento,

C11D - Oleos animais ou vegetais, gorduras, substancias gordas ou ceras).

Na tabela 19 é possivel observar que os produtos patenteados inclusos neste
trabalho apresentam diferentes efeitos de interesses farmacéuticos, por exemplo: prevencao
e/ou tratamento doengas e distirbios que afetam o sistema nervoso central; prevencdo e
tratamento diferentes tipos de céancer, prevencdo e tratamento de doencas relacionadas a
neovascularizacdo; produtos de higiene pessoal ou cosméticos; agentes biocidas e/ou
biostaticos; prevencao e tratamento de problemas na pele.

Ainda na tabela 1 observa-se que duas patentes ndo reportam a via de administracéo e
as formas de apresenta¢des farmacéuticas dos produtos; e que somente uma patente apresenta
na sua formulacéo o farnesol puro, ou seja, sem associa¢@es com outras substancias bioativas

ou carreadoras.



Tabela 19 — Patentes de interesses farmacéuticos contendo o farnesol na sua formulacéo.

156

Via de administracéo

Patente IPC Inventor/Ano/Pais Formulacdo P Uso terapéutico
[forma(s) farmacéutica(s)]
KR1020150008802  A61K Joetal., 2015 Clorexidina, Formulagdes solidas para Prevenir  ou tratar
A61P KR tioguanosina, administracdo  oral  (comprimidos, doencas cerebrais
mebendazol, pilulas, pds, granulos, cépsulas, degenerativas
fenbendazol, trociscos e semelhantes); formulaces
colchicina e liquidas para administracdo oral
farnesol (suspensdes, solucbes, emulsbes ou
xaropes); formulagdes para
administracdo parentérica  (solugdes
aquosas esterilizadas, solu¢fes néo
aquosas, suspensoes, emulsGes,
preparacOes liofilizadas, supositorios e
semelhantes)
KR1020140083522  A61K Sung et al., 2014 Trans-farnesol NR Prevenir e tratar de
A61P KR doencas relacionadas a
neovascularizacio
CN101336984 AB61K Zhihong et al., 2009 8 a 25 partes de Ji Uso local como produto farmacéutico Eliminar o odor das
A61P CN Li Xiang, 4 a 12 ou cosmético, que pode ser utilizado axilas
A61Q partes de Euphorbia nas seguintes formas: liquido, gel,
thymifolia L., 3a12 pomada, creme, logdes, sprays,
partes de Mosla grénulos e similares
chinensis Maxim e
1 a 5 partes de
farnesol
US20080286209 A61K Roullet; Crabbe & Metten, 2008  Trans,trans- Via intranasal (composi¢do Tratar  sindrome  de
AB1P us farnesol, cis- aerossolizada e composi¢cdo abstinéncia de &lcool e
farnesol, nerolidol, nebulizada) 0s sintomas neuroldgicos

farnesilamina,
geranilresorcinol,
trifluorometil,
trifluorofarnesol,
2,6,6-
trimetilciclohex-1-
enil ou trans,trans-
retinol

associados [por
exemplo, depressdo,
tremor, ansiedade,
hiperatividade

autondmica (por
exemplo, sudorese,
aumento da pressdo
arterial, taquicardia),

(Continua na péagina seguinte)
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alucinac@es, convulsdes
de abstinéncia alcodlica,
delirium tremens (DT) e
perda de memdria)]

ES2247711 AGLL
C11D
AG1K
A61P

Doi et al., 2006
ES

Um monoterpeno,
tais como mentol,
borneol,  canfora,
geraniol, eucaliptol,
anetol,  limoneno,
eugenol e similares,
um  sesquiterpeno,
tais como 0
farnesol, nerolidol e
semelhantes, um
diterpeno como
fitol, cembrene e
similares, ou outro
terpendide

Uso topico (solucdo oftalmica)

Composicdo  oftalmica
para aumentar 0
umedecimento de lentes
de contato flexiveis

US20040072915 AB61K Rougereau & Rougereau-Person,  Associagdo de um Administracdo oral (ampolas, Prevencdo e tratamento
A61P 2004 veiculo comprimidos, pastilnas, pastilnas, de diferentes tipos de
us farmacéutico inerte capsulas, gotas, xaropes);  canceres
com uma administracdo cutdnea (forma de
guantidade unguentos, cremes, géis ou qualquer
terapéutica efetiva outra forma farmacéutica adequada);
de uma mistura de administragdo parenteral  (solugbes
a-bisabolol e injetaveis por via intravenosa,
farnesol e/ou subcutanea ou intramuscular);
geraniol, e/ou a seus administracdo retal (supositorios)
derivados
P10310045-6 A2 A61F Koenig, 2003 Farnesol ou outros Uso topico ou em artigos de cuidado Uso em artigos de
AB1L BR compostos pessoal (tais como: vestimentas cuidado pessoal como
AB61K isoprendides absorventes de pessoal, artigos de método de prevencdo de
A61P cuidado feminino, artigos de cuidado infecgcBes fungicas na

com a salde, lencos pré-umedecidos,
lengos absorventes, lencos de banho,
lencos faciais, loches e cremes)

pele

P10009893-0 A2 AB1K

Robinson et al., 2000
BR

Compostos de
vitamina B3,
farnesol elou

Uso tdpico (logdo para pele, creme, gel,
espuma, esséncia, pasta, emulséo,
aspersdo,  condicionador,  tonico,

Uso estético, profilatico
ou terapéutico na
regularizagdo de tragos

(Continua na pagina seguinte)
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fitantriol

cosmético, batom, base, polidor de
unhas, pos-barbeamento ou similares)

descontinuos  visiveis
e/ou tacteis na pele, tais
como: linhas  finas,
rugas, poros alargados,
aspereza, ressecamento

P10009892-2 A2 AB1K Bissett, 2000 Farnesol e um Uso tépico (creme) Regularizar a condicdo
BR carreador do tecido ceratinoso em
dermatologicamente mamiferos, como a pele,
aceitavel cabelos e unhas
FR2697133 AO0IN Gerard, 1994 Formulacdes NR Agente biocida e/ou
AB1L FR farmacéuticas que bioestéaticos uteis para no
C09D compreendem um combate de bactérias
alcool (Gram-negativas ou
sesquiterpénico Gram-positivas), fungos,
(farnesol, virus, plantas, moluscos
tetrahidroxi- ou insetos
farnesol, nerolidol,
santalol) e um
composto polar (por
exemplo a
glicerina)
GB1279686 AB61K Laboratdério Meram, 1972 Combinacéo de SolugBes  ou suspensbes  que Potencializar a agdo de

GB

farnesol com um ou
mais agentes
antipsicoticos
(haloperidol,
clorpromazina)

contenham, por um lado, um agente
antipsicotico e, por outro lado, farnesol
(cépsulas enterro-sollveis,
supositorios, solugdes potaveis em
forma de gota, liquidos que contém um
agente emulsionante e que sdo diluidos
numa bebida efervescente e solucBes
injetaveis que sdo preparadas com um
solvente e adjuvantes adequados)

agentes  antipsicoticos
(neuroléptico ou
tranquilizante)

IPC - Classificacdo Internacional de Patentes, KR — Republica da Coréia, CN — China, US — Estados Unidos da América, ES — Espanha, BR — Brasil, FR — Franga, GB -

Reino Unido, NR — N4o reportado
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O farnesol é relatado na literatura por possuir propriedades bioldgicas e
farmacologicas que podem ser Uteis na terapéutica de vérias enfermidades que acometem
sistemas organicos, podemos citar como exemplo: propriedades antimicrobianas, efeito
antitumoral, acdo antioxidante, efeito anti-inflamatorio, antinociceptivo e neuroprotetor,
dentre outros.

Das patentes inclusas nesta revisao, observa-se que ha uma predominancia de
produtos que referem o uso do farnesol como agente antimicrobiano, o qual pode ser utilizado
como biocida e/ou bioestatico em produtos de higiene pessoal e no tratamento e prevencédo de
doencas causadas por diferentes bactérias e fungos (GERARD, 1994; KOENIG, 2003;
ZHIHONG et al., 2009).

Na dltima década varios estudos pré-clinicos, in vitro e in vivo, ja foram
realizados objetivando investigar os efeitos antimicrobianos do farnesol; sozinho e associado
com farmacos antibacterianos e antifngicos ja disponiveis no mercado, bem como elucidar
0s mecanismos de acdo responsaveis por esses efeitos (ABDEL-RHMAN; EL-MAHDY:; EL-
MOWAFY, 2015; BHATTACHARYYA et al, 2014; BRILHANTE et al., 2013;
BRILHANTE et al.,, 2015; CASTELO-BRANCO et al.,, 2016; CERCA et al., 2012;
CORDEIRO et al., 2012; DECANIS; SAVIGNAC; ROUABHIA, 2009; DERENGOWSKI et
al., 2009; FERNANDES et al., 2016; GOMES et al., 2009; GOMES et al., 2011a; GOMES et
al., 2011b; GONGALVES et al., 2011; HISAJIMA et al., 2008; HOREV et al., 2015;
KANEKO et al., 2011; KATRAGKOU et al., 2015; KOVACS et al., 2016; LIU et al., 2010;
MOGEN et al., 2015; UNNANUNTANA et al., 2009; WANG et al., 2014).

Na literatura observa-se que hd uma predominancia de estudos que avaliaram o
efeito do farnesol frente a cepas de bactérias Gram-positiva quando comparados as cepas
Gram-negativa. Esta predominancia pode ser justificada por o farnesol ser uma substancia de
origem natural; visto que ha estudos que demonstram que as bactérias Gram-negativas sdo
mais resistentes a acdo de produtos naturais, devido a capacidade da membrana presente
nessas bactérias formarem um envelope complexo capaz de protegé-las contra a acao
antimicrobiana desses agentes (HOLLEY; PATEL, 2005; OLADIMEJI; ORAFIDIYA;
OKEKE, 2004).

No estudo de Kaneko e colaboradores (2011), o qual objetivou avaliar o efeito do
farnesol em cepas de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus warneri, Staphylococcus xylosus, Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium,) e Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa), 0S

autores observaram que o farnesol inibiu o crescimento bacteriano das cepas do tipo Gram-
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positivas, sendo mais eficaz contra S. aureus, porém nédo foi eficaz em inibir o crescimento
das cepas do tipo Gram-negativas. Por outro lado, estudos observaram que o farnesol inibi o
crescimento de bactérias Gram-negativas, sdo elas: Burkholderia pseudomallei (CASTELO-
BRANCO et al., 2016), P. aeruginosa (ABDEL-RHMAN, EL-MAHDY; EL-MOWAFY,
2015) e E. coli (GONCALVES et al., 2011). No estudo de Abdel-Rhman; El-Mahdy & ElI-
Mowafy (2015), os autores referem que o farnesol, além de inibir o crescimento desta
bactéria, promove também a reducéo da producao de hemosilina (um dos fatores de viruléncia
deste patdgeno).

Na patente depositada por Rougereau & Rougereau-Person (2004), os autores
relatam o efeito anticancerigenos das associacdes de veiculos farmacéuticos com diferentes
compostos terpénicos (dentre eles o farnesol) frente a diferentes tipos de canceres. O que
corrobora com os estudos descritos na literatura que investigaram os efeitos antitumorais do
farnesol frente a diferentes linhagens de células tumorais, tais como: células U266 e MM1.S
de mieloma mdltiplo humano (LEE et al., 2015), células Molt4 de leucemia linfoblastica
humana (JOO et al., 2015), células DU145 de cancer de prostata humano (PARK et al., 2014),
células de cancer de mama MC-7 ER-positivas (JOURNE et al., 2008), células HT-29 de
adenocarcinoma de colén humano com gene p53 mutado e células HCT 116 com gene p53 de
tipo selvagem (AU-YEUNG et al., 2008), células de adenocarcinoma pancreatico ductal MIA
PaCa-2 (CRL-1420) e BxPC-3 (CRL-1687) (WISEMAN; WERNER; CROWELL, 2007), de
células CEM-C1 de leucemia aguda humana (ADANY et al., 1994; HAUG et al., 1994;
MELNYKOVYCH,; HAUG,; GOLDNER, 1992; VOZIYAN; GOLDNER;
MELNYKOVYCH, 1993; VOZIYAN; HAUG; MELNYKOVYCH, 1995).

Os mecanismos de acdo envolvidos nos efeitos genotoxicos do farnesol ocorrem
por diferentes vias de sinalizacdo. Lee e colaboradores (2015), observaram que em células
U266, de mieloma mdaltiplo humano, o farnesol induz a apoptose por meio da ativacdo da
caspase-3. Ainda neste estudo, apos avaliarem o efeito do farnesol in vivo (em camundongos
atimicos nu/nu fémeas), os autores sugerem que a acao antitumoral desta substancia pode ser
decorrente do bloqueio da ativacdo do transdutor de sinal e ativador da transcri¢do 3 (STAT3)
constitutiva, atraveés da inibicdo a fosforilacdo e translocacao deste transdutor e pela inibi¢ao
da ativagdo de quinases JAK1, JAK2 e c-Src.

J& nas células leucémicas Molt4, de leucemia linfoblastica humana, o efeito do
farnesol envolve a ativagdo do apoptossoma, sendo que esta agdo se da pela via intrinseca e
pela inducdo da cascata PERK-elF2a-ATF3/4 (PARK et al., 2014). Em células de leucemia
aguda humana, do tipo CEM-CL1, o farnesol promove a fragmentacdo do DNA das células
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tumorais; em regides ligantes internucleossémicas (HAUG et al., 1994) e reduz a atividade da
enzima colesterol fosfotransferase, inibindo, consequentemente, a biossintese de
fosfatidilcolina (VOZIYAN; GOLDNER; MELNYKOVYCH, 1993).

No estudo de Adany e colaboradores (1994), foi realizada uma comparagdo do
efeito do farnesol em diferentes linhagens celulares de origem neoplésica e ndo neopléasica; 0s
resultados obtidos demonstraram, pela primeira vez, que existe uma toxicidade seletiva do
farnesol para células malignas; o que aumenta a possibilidade de que esta substancia possa vir
a ser aplicada na quimioterapia contra o cancer.

Além dos usos acima descritos, foram encontradas, também, patentes de produtos
gue objetivam o uso do farnesol (associado com outros compostos) no tratamento e prevencao
de doencas que podem acometer o sistema nervoso central, sendo que esta substancia pode ser
atil na prevencdo e tratamento de doencas cerebrais degenerativas (JO et al., 2015); e no
tratamento de sindrome de abstinéncia alcodlica e dos sintomas neuroldgicos associados (tais
como: depressdo, tremor, ansiedade, hiperatividade autonémica, alucinac@es, convulsfes de
abstinéncia alcodlica, delirium tremens e perda de memoria) (ROULLET; CRABBE-
JUNIOR; METTEN, 2008). Na patente do Laboratorio Meram (1972) é apresentada uma
formulacdo contendo agentes antipsicéticos (haloperidol, clorpromazina) combinados com o
farnesol, sendo este composto utilizado para potencializar a a¢do dos agentes antipsicoticos.

Santhanasabapathy & Sudhandiran (2015), investigaram o efeito protetor do
farnesol na neurodegeneracdo induzida por lipopolissacarideos (LPS) através da modulagéo
da cascata apoptética intrinseca no cortex e hipocampo, os resultados encontrados
demonstraram que o farnesol promove um efeito neuroprotetor, o qual foi eficaz em atenuar
as alteracdes degenerativas no cortex e no hipocampo do cérebro de ratos. Os autores sugerem
que este efeito se da pela regulacdo da cascata apoptotica intrinseca decorrente da protecdo
dos neurdnios de danos oxidativos.

Shahnouri; Tabari &  Araghi (2015), avaliaram as propriedades
neurofarmacoldgicas do farnesol e sua influéncia sobre os niveis plasmaticos de cortisol; 0s
autores observaram que o farnesol possui efeito do tipo ansiolitico-Like, induz depressdo no
sistema nervoso central e promove alteracdes na atividade locomotora. Ainda nesse estudo 0s
pesquisadores associam o efeito ansiolitico do farnesol a reducdo nos niveis plasmaticos de
cortisol; e afirmam que os resultados sugerem o uso deste composto como sedativo para o
alivio de transtornos de ansiedade.

Com relacdo a patente que refere o uso do farnesol na prevencéo e tratamento de

doencas relacionadas a neovascularizagcdo (SUNG et al., 2014), esta acdo pode ser decorrente
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do efeito apoptotico (ADANY et al., 1994; LAGACE; RIDGWAY, 2005) e anti-inflamatdrio
(CHAUDHARY et al., 2009; KHAN; SULTANA, 2011; MARCUZZI et al., 2008; QAMAR;
SULTANA, 2008) desta substancia.

Dentre as patentes encontras nesta revisdo, duas referem o uso do farnesol na
estética, como agente preventivo ou terapéutico, na regularizacdo de tracos descontinuos,
visiveis e/ou tacteis na pele (ROBINSON et al., 2000), e na regularizacéo de tecido ceratinoso
(BISSETT, 2000). Esta aplicacdo pode ser decorrente das propriedades antioxidantes do
farnesol, visto que substancias antioxidante minimizam os efeitos do envelhecimento por
inibir o estresse oxidativo e, consequentemente, a acdo dos radicais livres (MAXWELL,
1995). O estresse oxidativo pode causar, também, desequilibrios no organismo provocando
doencas na pele, podendo ocasionar danos as estruturas presentes na epiderme, como
proteinas, lipidios e DNA (BUCHLLI, 2002).

5.3. Bioprospecgéo farmacologica na investigacdo comportamental e neuroprotetora do
farnesol em camundongos submetidos a convulséo induzida por pilocarpina

Com a realizacdo da revisdo sistematica e da revisdo critico-analitica sobre as
propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas do farnesol foi possivel observar que na
literatura ja existem relatos de estudos que investigaram a acdo dessa substancia na prevencéo
e tratamento de diferentes enfermidades que acometem o sistema nervoso central. Foram
reportados 0s seguintes efeitos centrais para essa substancia: efeitos antinociceptivo
(OLIVEIRA-JUNIOR et al. 2013; SHAHNOURI; TABARI; ARAGHI, 2016; SILVA et al.
2017), ansiolitico e depressor (SHAHNOURI; TABARI; ARAGHI, 2016), atividade
neuroprotetora  (SANTHANASABAPATHY; SUDHANDIRAN, 2015), prevengdo e
tratamento de doencas cerebrais degenerativas (JO et al., 2015) e tratamento de sindrome de
abstinéncia alcodlica e dos sintomas neurolégicos associados (ROULLET; CRABBE;
METTEN, 2008).

O estudo bibliografico demonstrou que o farnesol apresenta grande potencial
como agente Util na prevencdo e tratamento de desordens que acometem o sistema nervoso
central e que estdo associadas aos processos neurodegenerativos. Entdo, tomando como base
as premissas encontradas nos artigos e patentes inclusas no estudo bibliografico, nesse
trabalho investigamos pela primeira vez o efeito neuroprotetor do farnesol em modelo animal

de ictogénese e/ou epileptogénese.
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5.3.1. Toxicidade oral aguda e screening hipocratico

O uso de plantas com propriedades medicinais e a procura por moléculas bioativas
oriundas destas ttm sido uma pratica amplamente utilizada como alternativa terapéutica no
tratamento de doencas (AKIYAMA; OTSUBO, 2010; FRYE; SREENIVASULA; ADAMS,
2015. Um dos principais motivos que contribui com este aumento na procura por produtos
naturais deve-se aos efeitos colaterais advindos da elevada toxicidade dos farmacos alopaticos
e, referente a terapéutica dos diferentes tipos de epilepsias, Quintans-Junior e colaboradores
(2002) afirmam que a alta toxicidade das DAE’s faz com que os pacientes epilépticos
procurem por praticas terapéuticas alternativas mais seguras, sendo o uso de plantas uma das
praticas mais procuradas por estes pacientes.

Devido a transmissdo cultural entre geracfes a pratica terapéutica com uso de
produtos de origem natural é uma das terapias alternativas mais comum na populagéo
(DIEGUES, 1996). Além disso, a crenga popular de que por ser natural, o preparado vegetal é
isento de efeitos adversos, e por tratar-se de uma terapia de baixo custo tém contribuido com a
ampliacdo desta pratica (BORGES; BAUTISTA; GUILERA, 2008). Entretanto, o0s
pesquisadores tém se eforcados ndo s6 no intuito de comprovar 0s possiveis efeitos
farmacoldgicos, mas, também, identificar o potencial toxico das plantas medicinais e dos
compostos bioativos isolados ou sintetizados a partir das mesmas, 0s quais séo comumente
utilizados em forma de fitoterapicos (JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Neste estudo, o possivel efeito toxico do trans,trans-farnesol foi investigado pelo
teste de toxicidade oral aguda e pela avaliacdo dos parametros hipocraticos propostos por
Malone (1977). Na tabela 20 é possivel observar as alteracbes comportamentais promovidas
pelo farnesol (5.000 mg/kg, v.0.) no teste de toxicidade oral aguda e na avaliacdo do
screening hipocréatico proposto por Malone (1977). Nos tempos iniciais de avaliacao (5, 10,
15, 30, 60 e 90 min) o tratamento com trans,trans-farnesol (5.000 mg/kg, v.0.) promoveu
piloerecdo nos camundongos, podendo este efeito se caracterizado como um estimulo
excitatorio do sistema nervoso central e/ou manifestagdo de toxicidade. Nos tempos de 150-
240 min apds a administracdo do trans,trans-farnesol ndo foi observada nenhuma alteracédo

comportamental nos animais.
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Tabela 20 — Alteragdes comportamentais registradas em camundongos decorrentes da
administracdo oral aguda do trans,trans-farnesol (5.000 mg/kg) seguindo o método do

screening hipocréatico proposto por Malone (1977).

GRUPOS TEMPO (min) EFEITOS OBSERVADOS
5 Auséncia de alteracBes comportamentais
10 Auséncia de alteracBes comportamentais
15 Auséncia de alteracBes comportamentais
30 Auséncia de alteragdes comportamentais
60 Auséncia de alteracBes comportamentais
CL (0,1 ml/ 10g) 90 Auséncia de alteragdes comportamentais
120 Auséncia de alteracGes comportamentais
150 Auséncia de alteracBes comportamentais
180 Auséncia de alteragbes comportamentais
210 Auséncia de alteragcBes comportamentais
240 Auséncia de alteracdes comportamentais
5 Piloerecdo (+)
10 Piloerecdo (+)
15 Piloeregdo (+)
30 Piloerecdo (+)
60 Piloerecdo (+)
FAR (5.000 mg/kg) 90 Piloerecdo (+)
120 Piloerecgdo (+)
150 Auséncia de alteragdes comportamentais
180 Auséncia de alteracBes comportamentais
210 Auséncia de alteragdes comportamentais
240 Auséncia de alteracbes comportamentais

+ = Efeito Presente; CL = Controle (salina - solucéo fisiolégica 0,9%); FAR = trans,trans-farnesol.

Do dia 0 até o 14° dia ap0s o tratamento com o trans,trans-farnesol (5.000 mg/kg,
v.0.) 0s camundongos foram avaliados quanto ao percentual de sobrevivéncia e alteracdo na
massa corporal. Durante esse periodo todos os animais sobreviveram ao tratamento com
trans,trans-farnesol (5.000 mg/kg, v.0.) e ndo apresentaram alteragOes significativas na sua
massa corporal (p = 0,5605, figura 29). Na avaliacdo macroscopica dos 6érgdos (cérebro,
coracdo, pulmdes, figado, bacos e rins) nenhuma anormalidade foi identificada.

Em conformidade com as diretrizes estabelecidas pela OECD 423 foi estipulada

uma DLso >5.000 mg/kg para o tratamento via oral com o trans,trans-farnesol.
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Figura 29. Massa inicial (0 dias) e massa final (14 dias) dos animais submetidos ao teste de

toxicidade aguda pela administracdo oral do trans,trans-farnesol (5.000 mg/kg).

Os valores sdo expressos em média = E.P.M. (erro padrdo da media). Todos 0s grupos tiveram um n = 3 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (andlise de variancia) de duas vias seguido pelo teste
de comparacdes multiplas de Bonferroni. O nivel de significancia adotado para rejeicdo da hipétese de nulidade
foi de 0,05 (5 %). Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. ns = ndo significativo, CL = Controle
(salina - solugdo fisiologica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), FAR 5.000 = trans,trans-farnesol 5.000 mg/kg (v.0.).

Tabela 21 — Analise descritiva e valor de prova (p) da massa inicial (dia 0) e massa final (14°

dia) dos animais submetidos ao teste de toxicidade aguda pela administragdo oral do

trans,trans-farnesol (5.000 mg/kg).
(Coluna Estatistica p. 240; Analyze p. 241).

G(;Lip;c))s Massa corporal (g)
Inicial (dia 0) Final (14° dia) Valor de prova
X £ S, X £ S, P
CL 31,28 £ 0,60 30,94 + 0,67 >0,9999
FAR 5.000 28,07 + 0,86 26,62 + 1,26 0,5605

Os valores sdo expressos em média + E.P.M. (erro padrao da média). Todos os grupos tiveram um n = 3 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (andlise de variancia) de duas vias seguido pelo teste
de comparacdes multiplas de Bonferroni. O nivel de significancia adotado para rejeicdo da hipétese de nulidade
foi de 0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram considerados significativos quando comparado a massa inicial (dia 0)
com a massa final (14° dia). X = Média aritmética, Sx = Erro padréo da média, CL = Controle (salina - soluc&o
fisiologica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), FAR 5.000 = trans,trans-farnesol 5.000 mg/kg (v.0.).

Estudos tém demonstrado que diferentes isomeros de farnesol aprensentam

potencial toxico em induzir apoptotose de diferentes tipos de linhagens celulares (AU-
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YEUNG et al., 2008; LEE et al., 2015; PARK et al., 2014; WISEMAN; WERNER;
CROWELL, 2007); porém, estes compostos apresentam uma seletividade em promover
efeitos citotoxicos em células com malformacgdes (ADANY et al., 1994).

No estudo de Oliveira-Junior e colaboradores (2013), ao avaliarem a atividade
neurotdxica do trans,trans-farnesol em camundongos, 0s autores observaram que nas doses
de 50 e 100 mg/kg esta substancia ndo manifestou efeito toxicos, visto que ndo foram
encontradas lesdes nas regides cerebrais avaliadas (hipocampo e estriado).

Por outro lado, estudos tém demonstrado o potencial de diferentes isdmeros de
farnesol em promover protecdo em diferentes 6rgdos vitais que geralmente sofrem com o0s
danos ocasionados por substancias toxicas. Sdo exemplo destes efeitos protetores:
cardioprotecdo (FERDINANDY et al., 1998; SZUCS et al., 2013), neuroprotecio
(SANTHANASABAPATHY; SUDHANDIRAN, 2015), hepatoprotecdo (VINHOLES et al.,
2014).

Os relatos bibliograficos dos efeitos protetores dos diferentes isdmeros de farnesol e
da toxicidade seletiva em induzir apoptose de células defeituosas, possivelmente, explicam os
resultados encontrados no nosso estudo, visto que na dose em que o trans,trans-farnesol foi
investigado (5.000 mg/kg, v.0.) ndo foram observadas alteragfes comportamentais que
indiquem efeitos toxicos para esta substancia, os animais ndo sofreram perda da massa
corporal e que na avaliacdo macroscopica ndo foram identificados danos nos 6rgaos vitais

avaliados.

5.3.2. Avaliagéo do efeito comportamental

Como consequéncia dos processos convulsivos é frequente a presenca de
alteragcdes cognitivas e comportamentais nos pacientes portadores de epilepsia, tais como:
alteracBes de humor, memdria prejudicada, transtornos de ansiedade e depressao, as quais sao
consequéncias do comprometimento nas fung¢bes do sistema limbico sensorial (BEAR, 1979;
BEAR; FEDIO, 1977, WAXMAN; GESCHWIND, 1974). Dentre as alteragcdes cognitivas e
comportamentais, a depressdo é a comorbidade mais comum em pacientes com epilepsia
(HARDEN, 2002; KANNER; BALABANOV, 2002).

Afim de investigar a agdo do trans,trans-farnesol nas principais comorbidades
decorrentes das alteracbes cognitivas e comportamentais que podem surgir como
consequéncia da neurodegeneragdo promovida pelos procesos convulsivos, foram realizados

os testes do labirinto em cruz elevado, campo aberto, rota rod e nado forcado, os quais
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permitiram avaliar, respectivamente, os possiveis efeitos ansiolitico, sedativo e/ou depressor,

alteracdo motora e antidepressivo.

5.3.2.1. Teste do labirinto em cruz elevado

A realizacdo deste teste permitiu investigar se o trans,trans-farnesol apresenta
propriedade ansiolitica-simile. Rodgers & Dalvi (1997) afirmam que este protocolo, quando
executado corretamente, permite detectar se a substancia em estudo tem alguma relacdo com a
neurotransmissdo GABAGérgica via receptor GABAAa, sendo reportado como um dos
protocolos utilizados na triagem de possiveis drogas a serem utilizadas no tratamento de
transtornos de ansiedade.

Este teste tem como base a avaliacdo de duas caracteristicas principais nos
roedores. A primeira é em relacdo a aversdo que os animais tendem a ter em explorar 0s
espacos abertos. A outra caracteristica envolve o comportamento exploratério dos animais em
ambientes desconhecidos (FERNANDES; FILE, 1996). Quando o animal é submetido a uma
situacdo estressante e desconhecida eles optam por lugares fechados e protegidos; este
comportamento € comparado de forma analoga com a ansiedade em humanos. Portanto,
quando uma droga apresenta propriedades ansioliticas 0 animal tende a explorar mais vezes 0s
bracos abertos do que os bracos fechados (PELLOW et al., 1985)

Os nossos resultados demonstram que as trés doses do trans,trans-farnesol (12,5,
25 e 50 mg/kg) investigadas no teste do labirinto em cruz elevado ndo apresentam
propriedades ansioliticas (figura 30). Os animais tratados com trans,trans-farnesol na dose de
12,5 mg/kg apresentaram uma menor preferéncia dos pelos bragos abertos, sendo observada
uma diminuicdo de 72,21% no numero de entradas dos animais nos bracos abertos quando
comparado ao grupo controle (1,667 £ 0,4944 vs. 6 + 0,6325, p = 0,0007, figura 30A). Quanto
aos demais parametros analisados (tempo de permanéncia nos bracos abertos, nimero de
entradas e tempo de permanéncia nos bracgos fechados) néo foi observada nenhuma diferenca
significativa entre os diferentes grupos tratados com o trans,trans-farnesol quando comparado
ao grupo controle. O tratamento com o diazepam (1 mg/kg) apresentou efeito ansiolitico
esperado, sendo eficaz em aumentar a preferéncia dos animais pelos bracos abertos,
estimulando-os a entrarem mais vezes nos bragos abertos (12 + 0,7746 vs. 6 = 0,6325, p
<0,0001) e permanecerem por mais tempo nos mesmos (101,3 = 9,9854 vs. 59 + 10,14, p =
0,0149) em 100% e 71,69%, respectivamente, quando comparado ao grupo controle (figuras
30A e 30B). O tratamento com diazepam diminuiu significativamente a entrada dos animais
nos bragos fechados (4,667 + 0,8819 vs. 9,5 + 1,118, p = 0,0063) e o tempo de permanéncia
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(157 £ 11,02 vs. 232,5 + 9,587, p <0,0001) em 50,87% e 32,47%, respectivamente, quando

comparado ao controle salina (figuras 30C e 30D).
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Figura 30. Efeito do trans,trans-farnesol sobre os pardmetros comportamentais dos

camundongos no teste do labirinto em cruz elevado.

Os valores de (A) e (C) sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Os valores de (B) e (D) sdo expressos em
média + E.P.M. (erro padrdo da média). Todos os grupos tiveram um n = 8 animais. Os dados de (A) e (C) foram
analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn. Os
dados de (B) e (D) foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (andlise de varidncia) de uma via seguido
pelo teste de comparagBes multiplas de Dunnett. Em todos os testes estatisticos, paramétricos e nao
paramétricos, o nivel de significancia adotado para rejeigdo da hipdtese de nulidade foi de 0,05 (5%). Valores de
p <0,05 foram considerados significativos. © = p <0,05, ™ = p <0,001, CL = Controle (salina - solugio
fisiologica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), DZP 1 = Diazepam (1 mg/kg, i.p.).
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Tabela 22 — Analise descritiva e valor de prova (p) do efeito do trans,trans-farnesol sobre 0s
parametros comportamentais dos camundongos no teste do labirinto em cruz elevado.
(Coluna Estatistica p. 242, 244, 246 e 248; Analyze p. 243, 245, 247 e 249).

G(:i%()’s N.EB.A. TEBA. (s) N.E.B.F. TP.BF.(5)

Med (min, max) p X %S, P Med (min, méax) p X xS, p
cL 6,5(3,7) — 5000+1014 - 10 (5, 13) _ 232,50 + 9,59 _
DzP 1 12(10,14) 02865 101,30+9:85 00149  45(2, 8) 0,0208 157,00+ 11,02 <0,0001
FAR 12,5 1(1, 4) 00379 36,67+1064 03052  65(510) 04059 261,50+9,92  0,1746
FAR 25 35 (1, 7) 0,6402 40,50 +848 04646  7,5(514)  >0,9999 249,50 +10,89  0,6035
FAR 50 5(3,7) 50,0099 4400+819 06373  10(8,12)  >0,0999 231,50+10,22 >0,9999

Os valores de (N.E.B.A.) e (N.E.B.F.) sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Os valores de (T.P.B.A.) e
(T.P.B.F.) so expressos em média + E.P.M. (erro padréo da média). Todos os grupos tiveram um n = 8 animais.
Os dados de (N.E.B.A.) e (N.E.B.F.) foram analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo
teste de comparacdes multiplas de Dunn. Os dados de (T.P.B.A.) e (T.P.B.F.) foram analisados pelo teste
paramétrico ANOVA (andlise de variancia) de uma via seguido pelo teste de comparagdes maltiplas de Dunnett.
Em todos os testes estatisticos, paramétricos e ndo paramétricos, o nivel de significancia adotado para rejeicdo da
hipotese de nulidade foi de 0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram considerados significativos. N.E.B.A.
Namero de entradas nos bracos abertos, T.P.B.A. = Tempo de permanéncia nos bracos abertos, N.E.B.F.
NUmero de entradas nos bragos fechados, T.E.B.F. = Tempo de permanéncia nos bragos fechados, Med
mediana, min = minimo, méx = maximo, X = Média aritmética, Sy = Erro padrdo da média, CL = Controle
(salina - solugdo fisioldgica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), DZP 1 = Diazepam 1 mg/kg (i.p.), FAR 12,5 = trans,trans-
farnesol 12,5 mg/kg (v.0.), FAR 25 = trans,trans-farnesol 25 mg/kg (v.0.), FAR 50 = trans,trans-farnesol 50
mg/kg (v.0.).

Shahnouri, Tabari & Araghi (2016), investigaram os efeitos neurofarmacoldgicos
do farnesol (50 e 100 mg/kg, i.p., isdmero ndo especificado - IN) em camundongos e
observaram que no teste do labirinto em cruz elevado a dose de 50 mg/kg desta substancia
ndo apresenta propriedade ansiolitica-simile; no entanto, os animais tratados com a dose de
100 mg/kg exibiram uma maior preferéncia pelos bracos abertos, o que caracteriza um efeito
do tipo ansiolitico. Os autores associaram este efeito a reducdo nos niveis de cortisol
plasméatico promovida pela administracdo do farnesol nos animais. Os resultados do estudo de
Shahnouri, Tabari & Araghi (2016) corroboram com 0s nossos achados, pois observamos
também que na dose de 50 mg/kg (v.0.) o farnesol (IN) nédo exibiu propriedades ansiolitica-
simile.

Por outro lado, na literatura estudos tém confirmado que substancias pertencentes
a esta classe gquimica mostram-se eficazes como possiveis agentes a serem utilizados no
tratamento de transtornos de ansiedade. Sdo exemplos de sesquiterpenos com acgéo ansiolitica-
simile no teste do LCE: (—)-a-bisabolol (0,5, 1 e 2 mg/kg, i.p.) promove um efeito ansiolitico
possivelmente por atuar no sistema de neurotransmissdo GABAérgica (TABARI; TEHRANI,

2017); nerolidol (12,5, 25 e 50 mg/kg, i.p.), que promove uma acao ansiolitica-simile sem
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comprometer a atividade locomotora (GOEL; KAUR; PAHWA, 2016); bilobalide, que
apresenta atividade ansiolitica devido o seu efeito up-regulation na expressdo de receptores de
glicocorticéides no hipocampo (MA et al., 2012); p-cariofileno (50 mg/kg, i.p.), que mostrou-
se atuar possivelmente pela via dos receptores canabinoides subtipo 2 (BAHI et al., 2014).
Galdino e colaboradores (2012) também investigaram a acdo do g-cariofileno (50, 100 e 200
mg/kg, v.0.) e observaram que esta substancia apresenta efeito ansiolitico e que este efeito ndo
é mediado pela via dos receptores serotoninérgicos 5-HT1a e nem pela via dos receptores
benzodiazepinicos.

Apesar dos relatos na literatura de que os sesquiterpenos apresentam propriedade
ansiolitica-simile e de o farnesol ja ter sido reportado por possuir essa acdo, 0 que
possivelmente jusfica a auséncia deste efeito no nosso estudo sdo as doses na qual o
trans,trans-farnesol foi testado (12,5, 25 e 50 mg/kg) e a via de administracdo utilizada (v.0.);
visto que no estudo de Shahnouri; Tabari & Araghi (2016) a presenca de uma resposta
ansiolitica foi observada somente nos animais tratados pela via intraperitoneal com a dose de
100 mg/kg do farnesol (IN). A soma destes dois fatores, dose e via de administracdo, pode ter
afetado diretamente a sua biodisponibilidade e eficAcia. Montanha & Azevedo (2004)
afirmam que o método de administracdo é um dos fatores que mais influenciam na obtencao
do efeito de uma droga, pois a via utilizada implica tanto no seu tempo de absorcéo quanto na

biodisponibilidade sistémica.

5.3.2.2. Teste do campo aberto

O teste do campo aberto é um dos mais utilizados para investigar a atividade de
substancias sobre a atividade locomotora e/ou exploratéria de roedores (ARCHER, 1973). O
campo aberto foi desenvolvido por Hall (1934) para fins de estudo da “emocionalidade” em
ratos. O termo emocionalidade foi empregado por Hall para caracterizar o fato de o animal
ficar, por exemplo, inerte quando exposto a um novo ambiente (LISTER, 1990). Este teste
objetiva submeter o animal a um ambiente desconhecido que o torne impossibilitado de
escapar (WALSH; CUMMINS, 1976).

De acordo com Costa-Lotufo e colaboradores (2004) os parametros numero de
cruzamentos (NC) e o numero de rearing (NR) permiterm avaliar o indice de atividade
locomotora e atividade exploratéria, respectivamente. J4 a avaliacdo da capacidade de
autolimpeza (grooming) do animal em um ambiente novo permite investigar duas atividades:
a capacidade estimulante ou depressora de uma dada substancia e atividades mais especificas,

como efeito tipo ansiolitico e sedativo (OLSEN, 2000).
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A tabela 23 mostra a influéncia dos diferentes tratamentos com trans,trans-
farnesol nas atividades locomotora e exploratoria dos animais. Os resultados mostram que as
trés doses (12,5, 25 e 50 mg/kg) do trans,trans-farnesol afetaram a atividade locomotora dos
animais causando uma redu¢do no numero de cruzamentos em 55,18%, 45,65% e 40,69%,
respectivamente, quando comparado ao controle salina (p <0,0001, p = 0,001 e p = 0,023,
respectivamente). No nimero de rearing, observou-se que somente nas trés doses (12,5, 25 e
50 mg/kg) do trans,trans-farnesol ndo houve alteracdo nesse parametro comportamental
quando comparado ao grupo controle (p = 0,0885, p = 0,2345 e p>0,9999, respectivamente).
No nimero de grooming em nenhuma das doses de trans,trans-farnesol (12,5, 25 e 50 mg/kg)
utilizadas neste trabalho promoveram diferencas significativas quando comparado ao grupo
controle (p = 0,0970, p = 0,8022 e p = 0,6589, respectivamente). Os animais tratados com
diazepam (2 mg/kg) apresentaram uma redugdo em todos os parametros avaliados (nimero de
cruzamentos, nimero de rearing e numero de grooming) em 41,06%, 96,66% e 77,77%,
respectivamente, quando comparado ao controle salina (p = 0,019, p < 0,0001 e p = 0,0008,

respectivamente).

Tabela 23 — Efeito do trans,trans-farnesol sobre os pardmetros comportamentais dos
camundongos no teste do campo aberto.
(Coluna Estatistica p. 250, 252 e 254; Analyze p. 251, 253 e 255).

Grupos NC NR NG
(n=8)

Med (min, max) P Med (min, méx) p Med (min, max) p
CL 101 (85, 123) - 10 (3, 22) - 4 (1, 10) -
DZP 2 60,50 (46, 78) 0,0190 0(0,0) <0,0001 1(0,2) 0,0008
FAR 12,5 46 (27, 64) <0,0001 3,5 (0, 13) 0,0885 2(0,3) 0,0970
FAR 25 51 (40, 90) 0,0010 5(1, 10) 0,2345 2,5(,5) 0,8022
FAR 50 58 (27, 89) 0,0230 7,5 (2,17) >0,9999 2,5(1,5) 0,6589

Os valores sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Todos 0s grupos tiveram um n = 8 animais. Os dados
foram analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparacGes multiplas 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. NC = Numero de
cruzamentos; NR = NUmero de rearing, NG = Numero de grooming. Med = mediana, min = minimo, max =
méximo, X = Média aritmética, Sx= Erro padrdo da média, CL = Controle (salina - solucdo fisiolégica 0,9%; 0,1
mL/10 g, v.0.), DZP 2 = Diazepam 2 mg/kg (i.p.), FAR 12,5 = trans,trans-farnesol 12,5 mg/kg (v.0.), FAR 25 =
trans,trans-farnesol 25 mg/kg (v.0.), FAR 50 = trans,trans-farnesol 50 mg/kg (v.o.).

Os resultados obtidos pela avaliagdo do NR configuram uma possivel atividade

depressora do trans,trans-farnesol, sendo que este efeito € do tipo dose-dependente, ou seja, a
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resposta depende da dose administrada (a medida que se diminui a dose administrada o efeito
depressor se intensifica).

Os animais tratados com a menor dose do trans,trans-farnesol (12,5 mg/kg, v.0.)
exibiram um reducdo para todos os parametros avaliados no campo aberto (NC, NR e NG),
corroborando com os dados encontrados por Shahnouri; Tabari & Araghi (2016), os quais
observaram que o farnesol (50 e 100 mg/kg, i.p., IN) promove uma diminuicdo significativa
na atividade locomotora e no nimero de grooming, o que sugere um possivel efeito sedativo
e/ou depressor do SNC.

No estudo de Tabari & Tehrani (2017), os autores encontraram resultados
semelhantes para o (—)-a-bisabolol (alcool sesquiterpeno monociclico), foi observado que no
campo aberto o (—)-a-bisabolol (5 e 10 mg/kg, i.p.) apresentou um efeito depressor reduzindo
0 nimero de cruzamentos dos animais quando comparados com o controle grupo. Por outro
lado, outros compostos sesquiterpénicos que ja foram avaliados no teste do campo aberto
exibiram efeitos tipicos de farmacos ansioliticos sem afetar a atividade locomota dos animais,
sdo exemplos: o nerolidol (GOEL; KAUR; PAHWA, 2016), s-cariofileno (BAHI et al., 2014;
GALDINO et al., 2012) e bilobalide (MA et al., 2012).

5.3.2.3. Teste do Rota-rod

Para convalidar os resultados obtidos no campo aberto foi realizado o teste do
rota-rod. Este € um dos protocolos mais utilizado para medir o efeito miorrelaxante ou de
uma alteracdo na coordenacdo motora de drogas que possivelmente possam deprimir a
neurotransmissao na juncao neuromuscular esquelética (CARLINI; BURGOS, 1979). A perda
da coordenacdo motora reflete na forca do equilibrio, na marcha e na competéncia sensorial,
0s quais prejudicam os ensaios comportamentais podendo afetar a memdria, motivacdo e
exploracdao (BOEHM et al., 2000).

Os resultados mostram que as trés doses do trans,trans-farnesol (12,5, 25 e 50
mg/kg) investigadas no teste do rota-rod ndo afetaram a coordenagdo motora dos animais,
uma vez que nao foi observada diferenca estatisticamente significativa ao comparar 0s
parametros (tempo de permanéncia e numero de quedas) dos diferentes grupos tratados com
farnesol com o grupo controle (tabela 24). O tratamento com o diazepam (5 mg/kg)
apresentou o efeito miorrelaxante esperado, modificando o nimero de quedas (0,62 + 0,26 vs.
0 + 0) e o tempo de permanéncia (57,50 s = 1,25 vs. 60 s + 0) quando comparado aos animais

tratados com salina (p = 0,0041 e p = 0,0117, respectivamente, tabela 24).
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Tabela 24 — Efeito do trans,trans-farnesol sobre a coordenacgdo dos camundongos no teste do
Rota-rod.
(Coluna Estatistica p. 256 e 258; Analyze p. 257 e 259).

Grupos NQ TP
(n=8)
Med (min, max) p X + Sy P
CL 0 (0, 0) - 60,00 + 0,00 —
DZP 5 0,5(0, 2 0,0041 57,50 + 1,25 0,0117
FAR 12,5 0 (0, 0) >0,9999 60,00 + 0,00 >0,9999
FAR 25 0(0,0) >0,9999 60,00 £ 0,00 >0,9999
FAR 50 0 (0, 0) >0,9999 60,00 £ 0,00 >0,9999

Os valores de (NQ) sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Os valores de (TP) sdo expressos em média +
E.P.M. (erro padrdo da média). Todos 0s grupos tiveram um n = 8 animais. Os dados de (NQ) foram analisados
pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo teste de compara¢des maltiplas de Dunn. Os dados de
(TP) foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (analise de variancia) de uma via pelo teste de
comparag6es 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 quando comparados ao grupo controle salina.
NC = Numero de cruzamentos; NR = Numero de rearing, NG = NUmero de grooming, Med = Mediana, min =
minimo, méx = maximo, X = Média aritmética, Sx = Erro padrdo da média, CL = Controle (salina - solugio
fisiolégica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), DZP 2 = Diazepam 5 mg/kg (i.p.), FAR 12,5 = trans,trans-farnesol 12,5
mg/kg (v.0.), FAR 25 = trans,trans-farnesol 25 mg/kg (v.0.), FAR 50 = trans,trans-farnesol 50 mg/kg (v.o.).

Os dados encontrados no nosso estudo para o trans,trans-farnesol no teste do
roda-rod corroboram com os achados de Silva e colaboradores (2017), os quais investigaram
o efeito antinociceptivo do composto (50 e 100 mg/kg, v.0.). Neste trabalho os autores
realizaram o teste do roda-rod para verificar se 0 eventual prejuizo na coordenacdo motora
dos camundongos tratados com trans,trans-farnesol poderia influenciar nos efeitos
analgésicos, os resultados obtidos revelaram que ambas as doses testadas ndo promoveram
nenhuma alterag&o significativa no desempenho motor dos animais.

Os resultados obtidos no teste do rota-rod nos revelam que a alteragdo na
atividade locomotora observada no teste do campo aberto ndo € resultante do efeito
miorrelaxante nos animais, visto que 0s animais tratados com trans,trans-farnesol néo
apresentaram comprometimento na sua coordenagdo motora. Esses dados nos levam a
concluir que o comprometimento locomotor, evidenciando pela reducdo na atividade
exploratéria no campo aberto, é advindo do possivel efeito sedativo e/ou depressor do

farnesol.
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5.3.2.4. Teste do nado forgado

O teste do nado forcado é considerado o modelo farmacologico in vivo mais
utilizado na investigacdo de drogas com atividade antidepressiva (PORSOLT; LE PICHON;
JALFRE, 1977). Apesar deste teste ndo reproduzir adequadamente a sintomatologia da
depressdao em humanos, ele apresenta um alto valor preditivo na busca de drogas com possivel
atividade antidepressiva (WILLNER, 2005), uma vez que antidepressivos classicos séo
eficazes em reduzir o tempo em que 0s animais permanecem imdveis quando submetidos a
este teste (CRYAN; PAGE; LUCKI, 2002; PORSOLT; LE PICHON; JALFRE, 1977).

A figura 31 mostra o efeito das diferentes doses de trans,trans-farnesol no teste do
nado forcado. A analise estatistica revelou que na dose de 12,5 mg/kg o trans,trans-farnesol
apresentou um efeito depressor, aumentando em 51,72% o tempo de imobilidade dos animais
quando comparado ao grupo controle (94,83 + 8,592 vs. 62,5 £ 4,295, p = 0,0058). Os
animais tradados com trans,trans-farnesol 25 mg/kg ndo apresentaram diferencas
significativas quando comparados ao controle salina (74 + 9,754 vs. 62,5 + 4,295, p =
0,5386). Por outro lado, os animais submetidos ao tratamento com trans,trans-farnesol na
dose de 50 mg/kg apresentaram uma reducdo de 62,12% no tempo de imobilidade quando
comparado com 0s animais trados com salina (23,67 £ 4,326 vs. 62,5 + 4,295, p = 0,001), o
que demonstra possivelmente um efeito do tipo antidepressivo-simile. O tratamento com a
imipramina (30 mg/kg) foi eficaz em reduzir o tempo de imobilidade dos animais em 97,33%
guando comparado com os animais tratados com salina (1,667 = 1,667 vs. 62,5 £ 4,295, p <
0,0001).
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Figura 31 — Efeito do trans,trans-farnesol em camundongos submetidos ao teste do nado
forcado.

Os valores sdo expressos em média £ E.P.M. (erro padrdo da média). Todos os grupos tiveram um n = 6 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (andlise de variancia) de uma via pelo teste de
comparacOes multiplas de Dunnett. 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< 0,01, ™ = p <0,0001, CL = Controle
(salina - solucgdo fisioldgica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), IMIP 30 = Imipramina 30 mg/kg (i.p.).

Tabela 25 — Analise descritiva e valor de prova (p) do efeito do trans,trans-farnesol em
camundongos submetidos ao teste do nado forgado.
(Coluna Estatistica p. 260; Analyze p. 261).

Grupos Tempo de Imobilidade (s)
(n=6)
X £ S, P
CL 62,50 + 4,30 -
IMIP 30 1,66 + 1,66 <0,0001
FAR 12,5 94,83 + 8,59 0,0058
FAR 25 74,00 £ 9,75 0,5356
FAR 50 26,67 + 4,37 0,0010

Os valores sdo expressos em média + E.P.M. (erro padrao da média). Todos os grupos tiveram um n = 6 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (anélise de variancia) de uma via pelo teste de
comparacdes 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 quando comparados ao grupo controle salina.
NC = NUmero de cruzamentos; NR = NUmero de rearing, NG = Nimero de grooming, X = Média aritmética, Sx
= Erro padrdo da média, CL = Controle (salina - solucdo fisioldgica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), IMIP 30 =
Imipramina 30 mg/kg (i.p.), FAR 12,5 = trans,trans-farnesol 12,5 mg/kg (v.0.), FAR 25 = trans,trans-farnesol
25 mg/kg (v.0.), FAR 50 = trans,trans-farnesol 50 mg/kg (v.0.).
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Os resultados obtidos no teste do nado for¢cado indicam que quando testado na
menor dose (12,5 mg/kg) o trans,trans-farnesol promoveu um efeito caracteristico de
substancias depressoras, enquanto que animais tratados com a maior dose (50 mg/kg) tiveram
uma reducdo no tempo de imobilidade, sendo este efeito tipico de drogas antidepressivas. Os
nossos dados divergem dos achados de Shahnouri, Tabari & Araghi (2016), os quais
observaram que nas doses de 50 e 100 mg/kg (i.p.) o farnesol (IN) ndo apresenta atividade
antidepressiva. Os autores observaram que ambas as doses do farnesol (IN) aumentaram o
tempo de imobilidade no nado forgado, sendo este efeito mais intenso nos animais tratados
com a dose de 100 mg/kg. A possivel justificativa para esta divergéncia pode ser explicada
pela via de administracdo utilizada, visto que no nosso estudo fizemos uso da via oral e
Shahnouri et al. (2016) fizeram uso da via intraperitoneal. A cavidade peritoneal é bem
vascularizada, e os farmacos ou substancias infundidas por essa via atingem niveis
plasméaticos em cerca de 10 segundos, bem como ndo sofrem metabolismo hepético de
primeira passagem (LUKAS; BRINDLE; GREENGARD, 1971), o que favorece com que a
substancia tenha uma maior biodisponibilidade sisttmica (MONTANHA; AZEVEDO, 2004),
0 que pode ter favorecido com que o a substancia, quando administrada pela via
intraperitoneal, tenha chegado no seu local de acdo numa concentracdo capaz de promover
efeito depressor. Rustay; Wahlsten & Crabbe (2003) afirmam que é frequente a presenca de
efeito bifasico em substancias que atuam no sistema nervoso central, podendo estas atuarem
como estimulantes em baixas doses e sedativas ou depressoras em doses mais elevadas, e

vice-versa.

5.3.2.5. Convulsdes induzidas por pilocarpina
O modelo de convulsBes induzidas por pilocarpina foi escolhido por permitir
investigar a participacdo de diferentes sistemas de neurotransmissdo que podem atuar como
moduladores durante o processo de ictogénese (FRIEDMAN; BEHRENS; HEINEMANN,
2007; JOPE; MORRISETT; SNEAD, 1986; KHAN et al., 2000; OLNEY; COLLINS;
SLOVITER, 1986; PERSINGER; LEUNG; STEWART, 2001; SAVOLAINEN;
HIRVONEN, 1992; TURSKI et al., 1983). Além disso, a hiperexcitabilidade colinérgica
central pela superdosagem de pilocarpina promove importantes alteracdes cognitivas e
comportamentais, as quais sdo resultantes, em parte, do processo neurodegenerativo e
neuroinflamatorio consequentes das crises convulsivas e/ou epilépticas.
A superdosagem de pilocarpina produz lesdes neuronais em diferente areas cerebrais,

sendo as principais areas afetadas as: estruturas limbicas, as quais sofrem perda neuronal
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hippcampal; amigdala, cortex entorrinal e piriforme, o que promove o envolvimento de
diferentes areas no processo de epileptogénese (CAVALHEIRO, 1991; FERNANDES, 2013;
TURSKI et al., 1983). Por agir focalmente no lobo temporal, 0 modelo da pilocarpina induz a
epilepsia do lobo temporal (tipo de epilepsia mais frequente em adultos); e é indicado pelo
National Institutes of Health — NIH como um modelo Util na triagem de drogas antiepilépticas
e na investigacdo dos efeitos de farmacos sobre as comorbidades e farmacorresisténcia
associadas a epilepsia (GALANOPOULOU et al., 2012).

A figura 32 mostra o efeito das diferentes doses de trans,trans-farnesol sobre as
convulsdes induzidas por pilocarpina. A analise estatistica revelou que somente na dose de 50
mg/kg o farnesol foi eficaz em aumentar a laténcia da primeira convulsdo tdnica ou tdnico-
clénica quando comparado ao grupo controle (aumento de 73,24%, p = 0,0059, figura 32A).
No parametro de laténcia de morte dos animais a dose de 12,5 mg/kg foi a mais eficaz em
aumentar a laténcia de morte dos animais (aumento de 134,58% vs. grupo controle, p <
0,0001, figura 32B), sendo esse efeito semelhante ao observado nos animais tratados com
diazepam 2 mg/kg (aumento de 150% vs. grupo controle, p < 0,0001, figura 32B). Na
avaliacdo da intensidade da crise convulsiva, observa-se que o tratamento com trans,trans-
farnesol (12,5, 25 e 50 mg/kg) néo foi eficaz em amenizar a intensidade das crises convulsivas
guando comparado ao grupo controle (p > 0,9999, p > 0,9999 e p = 0,9968, respectivamente,
figura 32C). Por outro lado, ao avaliar o percentual de sobrevivéncia apds 24 h, observou-se
que todos 0s grupos que receberam o tratamento com as diferentes doses do trans,trans-
farnesol tiveram animais sobreviventes aos danos causados pela pilocarpina; entretanto, a
dose de 12,5 mg/kg foi a que promoveu um maior percentual de sobrevivéncia (87,5%, figura
32D). Quanto aos animais tratados com diazepam, o tratamento foi eficaz em aumentar a
laténcia da primeira convulsdo ténica ou ténico-clénica (aumento de 301,97% vs. grupo
controle, p < 0,0001, figura 32A) e promoveu a protecdo dos animais contra 0s danos
ocasionados pela pilocarpina, promovendo um percentual de 100% de sobrevivéncia apos
24h. Na avaliacdo da intensidade da crise convulsiva, os animais tratados com diazepam
apresentaram crises convulsivas menos intensas do que os animais tratados com salina (1,875
+ 0,4407 vs. 4,875 + 0,1250, p = 0,0002, figura 32C).
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Figura 32. Efeito do trans,trans-farnesol em camundongos submetidos a convulsao induzida
por pilocarpina. (A) Laténcia da primeira convulsdo clonica ou tonico-clonica; (B) Laténcia
de morte dos animais; (C) Estagios e intensidade das crises convulsivas com base na escala de
Racine (1972) adaptada por Littjohann; Fabene & Luijtelaar (2009); e (D) Percentual de

sobrevivéncia dos animais ap0s 24h da administracao do pentilenotetrazol.

Os valores de (A) e (B) sdo expressos em média + E.P.M. (erro padrdo da média). Os valores de (C) sdo
expressos em mediana, minimo e maximo. Os valores de (D) sdo expressos em porcentagem. Todos 0s grupos
tiveram um n = 8 animais. Os dados de (A) e (B) foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (anélise de
variancia) de uma via seguido pelo teste de comparagcdes multiplas de Dunnett. Os dados de (C) foram
analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparagdes maltiplas de Dunn. Em
todos os testes estatisticos, paramétricos e ndo paramétricos, o nivel de significancia adotado para rejei¢do da
hipotese de nulidade foi de 0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram considerados significativos. * = p <0,05, ™ = p
<0,01, ™ = p <0,001, "™ = 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.).

trans,trans-FARNESOL (mg/kg)
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Tabela 26 — Analise descritiva e valor de prova (p) do efeito do trans,trans-farnesol em
camundongos submetidos a convulséo induzida por pilocarpina.
(Coluna Estatistica p. 262, 264 e 266; Analyze p. 263, 265 e 267).

Grupos L.P.C.(s) L.M. (s) Intensidade da crise Sobrevivéncia
(n=8) apos 24h
X + Sy P X # S p Mediana p (%)
CL 841,6 £ 115,50 - 1440 + 272,80 - 5 - 0
DZP 2 3383 +£217,50 <0,0001 3600+ 0,00 <0,0001 1 0,0002 100
FAR 1013 +£108,60 0,8750 3378 + 225,50 <0,0001 5 >0,9999 87,5
12,5
FAR 25 1009 + 77,87 0,8843 2956 + 330,80 0,0014 5 >0,9999 25
FARS50 1458 +£119,50 0,0059 3202 + 229,90 0,0002 4 0,9968 75

Os valores de L.P.C. e L.M. sdo expressos em média + E.P.M. (erro padrdo da média). Os valores da Intensidade
da crise sdo expressos em mediana. Os valores da Sobrevivéncia ap6s 24h séo expressos em porcentagem. Todos
0s grupos tiveram um n = 8 animais. Os dados de L.P.C. e L.M. foram analisados pelo teste paramétrico
ANOVA (andlise de variancia) de uma via seguido pelo teste de comparagdes mdltiplas de Dunnett. Os dados da
Intensidade da crise foram analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
comparacfes maltiplas de Dunn. Em todos os testes estatisticos, paramétricos e ndo paramétricos, o nivel de
significancia adotado para rejeicdo da hipotese de nulidade foi de 0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram
considerados significativos quando comparados ao grupo controle salina. L.P.C. = Laténcia da primeira
convulsdo clbnica ou tonico-clénica, L.M. = Laténcia de morte, X = Média aritmética, Sy = Erro padrfo da
média, % = Porcentagem. CL = Controle (salina - solucéo fisioldgica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), DZP 2 =
Diazepam (2 mg/kg, i.p.), FAR 12,5 = trans,trans-farnesol 12,5 mg/kg (v.0.), FAR 25 = trans,trans-farnesol 25
mg/kg (v.0.), FAR 50 = trans,trans-farnesol 50 mg/kg (v.o.).

Os resultados encontrados demonstram que o trans,trans-farnesol ndo mostrou-se
promissor como agente anticonvulsivante. Foi observada a presenca de crises
convulsivas/epilépticas nos diferentes grupos que receberam o tratamento com esta
substancia. Por outro lado, nas trés doses investigadas (12,5, 25 e 50 mg/kg, v.0. — 0,25%,
0,5% e 1% da DLsg), 0 trans,trans-farnesol exibiu um significativo efeito neuroprotetor,
sendo este efeito evidenciado pelos parametros de laténcia de morte e percentual de
sobrevivéncia dos animais 24 h ap0s o estresse induzido pela pilocarpina. Dentre as doses em
que o trans,trans-farnesol foi testado, a de 12,5 mg/kg (menor dose testada — 0,25% da DLsg)
foi a mais eficaz em promover um aumento no limiar de morte e no percentual de animais
sobreviventes apos 24h.

Estudos tém demonstrado o potencial dos compostos terpénicos em proteger 0s
animais dos danos cerebrais promovidos por diferentes agentes pré-convulsivos e/ou
epileptogénicos (ALMEIDA et al., 2011). Dentre os compostos terpénicos com agao
anticonvulsivante, podemos citar como exemplo: terpinen-4-ol (ATANASOVA-SHOPOVA,
RUSINOV; BOICHEVA, 1973; DE SOUSA et al., 2009), citral, f-mirceno, limoneno
(ARORA, SHARMA, KAPILA, 1958; QUITANS-JUNIOR et al., 2010), linalol (DE SOUSA
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et al., 2010; NWAIWU; AKAH, 1986), o-terpineol (DE SOUSA; QUITANS; DE
ALMEIDA, 2007), citronelol (DE SOUSA et al., 2006), eugenol, metileugenol, isoeugenol,
estragol, safrol (DALLMEIER; CARLINE, 1981), carvacrol (QUITANS-JUNIOR et al.,
2010).

Quanto as substancias classificadas quimicamente na mesma classe que o
trans,trans-farnesol (sesquiterpendides), algumas sdo reportadas na literatura por possuirem
acao aticonvulsivante e neuroprotetora, sdo elas: (+)-deidrofuguinona (GARLET et al., 2017),
nerolidol (KAUR; PAHWA; GOEL, 2016), p-cariofileno (DE-OLIVEIRA et al., 2016), acido
valerénico (HINTERSTEINER et al. 2014; KHOM et al., 2016; TORRES-HERNANDEZ;
DEL VALLE-MOJICA; ORTIiZz, 2015), trans-cariofileno (GALINDO; PULTRINI; COSTA,
2010; LIU et al.,, 2014), curcumol (DING et al., 2014), ar-turmerona (ORELLANA-
PAUCAR et al., 2013) e g-eudesmol (CHIOU; LING; CHANG, 1997). Isto corrobora com oS
resultados encontrados no nosso estudo, o qual demonstrou que o trans,trans-farnesol (alcool
sesquiterpénico) apresenta potencial como agente neuroprotetor em camundongos submetidos
as convulsdes induzidas por pilocarpina. O efeito desta substancia pode estar associado a sua
classe quimica, tendo em vista que, conforme acima citado, compostos sesquiterpénicos
possuem acdo neuroprotetora e anticonvulsivante em modelos animais.

A elucidacdo dos possiveis mecanismos envolvidos na agdo neuroprotecio
promovida pelo trans,trans-farnesol deu-se pela investigacdo da participacdo dos principais
sistemas e vias de neurotransmissdo afetadas pela pilocarpina durante o processo de
ictogénese e  epileptogénese  (neurotransmissdo  colinérgica,  neurotransmissdo
monoaminérgica e sistema antioxidante) (MARINHO et al., 1998; PERSINGER et al., 1993).

5.3.3. Possiveis mecanismos de acdo responsaveis pelo efeito anticonvulsivante e
neuroprotetor do trans,trans-farnesol
5.3.3.1. Participacdo do sistema colinérgico - Tremores induzidos por oxotremorina

Para verificar o possivel envolvimento do sistema colinérgico no efeito
neuroprotetor do trans,trans-farnesol foi realizado o teste dos tremores induzidos por
oxotremorina.

A oxotremorina (agonista colinérgico) € um ligante que atua seletivamente em
receptores colinérgicos muscarinicos no sistema nervoso central e periférico. Esta droga é
capaz de induzir atividade tremorigénica, a qual parece ser mediada principalmente através da
estimulacdo central do sistema colinérgico, mediante ativacdo dos receptores muscarinicos do
tipo M1 (BEBBINGTON; BRIMBELCOMBE; SHAKESHAFT, 1966).
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A figura 33 mostra o efeito do trans,trans-farnesol sobre 0 modelo dos tremores
induzidos por oxotremorina. A analise estatistica revelou que nos trés tempos avaliados (10,
20 e 30 min) tanto o trans,trans-farnesol (12,5 mg/kg) quanto a atropina (10 mg/kg)
reverteram significativamente a intensidade dos tremores induzidos por oxotremorina quando
comparado ao grupo controle (p <0,0001 para ambos 0s grupos nos trés tempos de analise). O
tratamento com trans,trans-farnesol exibiu uma maior eficacia em amenizar a intensidade dos
tremores nos tempos de 10 e 20 min, apresentando um comportamento semelhante ao grupo
tratado com a atropina. Por outro lado, no tempo de 30 min o trans,trans-farnesol amenizou a

intensidade dos tremores, porém com uma eficécia inferior a atropina.
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Figura 33. Efeito do trans,trans-farnesol no modelo de tremores induzidos por oxotremorina.

Os valores sdo expressos em média + E.P.M. (erro padrao da média). Todos os grupos tiveram um n = 8 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (andlise de variancia) de duas vias seguido pelo teste
de comparacdes multiplas de Bonferroni. 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 <0,0001, CL = Controle (salina
- solucdo fisiologica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), ATROP 10 = Atropina 10 mg/kg (i.p.), FAR 12,5 = trans,trans-
farnesol 12,5 mg/kg (v.0.).
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Tabela 27 — Analise descritiva e valor de prova (p) do efeito do trans,trans-farnesol no
modelo de tremores induzidos por oxotremorina.
(Coluna Estatistica p. 268; Analyze p. 269).

G(:ig(;s Tempo (min)/Intensidade dos tremores
10 20 30
X + Sy P X + Sy p X + S, P
CL 2,875+0,13 - 3,0 £ 70,00 - 3,000 + 0,00 -
ATROP 10 0,125+0,13  <0,0001 0,0 £ 0,00 <0,0001 0,250 + 0,16 <0,0001

FAR 12,5 0,125+0,13  <0,0001 0,250 £ 0,16 <0,0001 1,000 + 0,19 <0,0001

Os valores sdo expressos em média £ E.P.M. (erro padrdo da média). Todos 0s grupos tiveram um n = 8 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (andlise de variancia) de duas vias seguido pelo teste
de comparacdes multiplas de Bonferroni. O nivel de significancia adotado para rejei¢do da hipotese de nulidade
foi de 0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram considerados significativos quando comparados ao grupo controle
salina. X = Média aritmética, Sy = Erro padrdo da média, CL = Controle (salina - solugéo fisioldgica 0,9%; 0,1
mL/10 g, v.0.), ATROP 10 = Atropina 10 mg/kg (i.p.), FAR 12,5 = trans,trans-farnesol 12,5 mg/kg (v.0.).

Os tremores induzidos pela administracdo de oxotremorina sdo bloqueados pela
atropina (COWARD; DOGGETT,; SAYERS, 1977) e mediados, principalmente, pela
estimulacdo central do sistema colinérgico (BEBBINGTON; BRIMBELCOMBE;
SHAKESHAF, 1996). Esta droga é muito utilizada na investigacdo funcGes envolvidas na
neurotransmissao muscarinica (OLIVEIRA, 2010). Os efeitos protetores contra as convulsdes
induzidas pela pilocarpina, somados a uma reducdo na intensidade dos tremores induzidos
pela oxotremorina nos animais tratados com trans,trans-farnesol, sugerem uma modulacéo do
sistema colinérgico muscarinico por esta substancia, possivelmente por atuar promovendo a

ativacao de receptores muscarinicos do tipo M1.

5.3.3.2. Participacéo do sistema monoaminérgico — Dosagem dos niveis de monoaminas

As monoaminas — serotonina, dopamina, noradrenalina, histamina e melatonina —
s80 0s principais neurotransmissores e neuromoduladores do sistema nervoso central (STRAC
et al., 2016). Estudos tém evidenciado que o sistema de neurotransmissdo monoaminérgica
desempenha um importante papel na fisiopatologia da epilesia (KOBAYASHI; MORI, 1977,
KURIAN et al., 2011) e no controle das crises epilépticas (BAGDY et al., 2007; BHOWMIK
et al., 2012; BOZZI; BORRELLI, 2013; BRIGO; IGWE, 2016; GIORGI et al., 2004;
GUIARD; DI GIOVANNI, 2015; TCHEKALAROVA et al., 2015).

A participacdo do sistema monoaminérgico como possivel mecanismo

responsavel pela neuroprotecdo promovida pelo trans,trans-farnesol foi investigada através de



183

ensaios neuroquimicos com o uso do método de CLAE, o qual permitiu com que fossem
realizada a dosagem dos niveis de monoaminas no corpo estridado dos camundongos. A
regido estriada tem sido descrita como sendo a principal area cerebral envolvida na
propagacdo da atividade convulsiva induzida por pilocarpina (CIFELLI; GRACE, 2012;
LENT, 2010; KINGSLEY, 2001).

A figura 34 mostra os resultados referentes ao efeito do trans,trans-farnesol (12,5
mg/kg) sob os niveis de monoaminas (norepinefrina — NE, dopamina — DA e serotonina — 5-
HT) em camundongos submetidos ao estresse induzido por pilocarpina (350 mg/kg). Ao
comparar 0 grupo controle com o grupo tratado com salina e estressado com pilocarpina (SL
+ PILO 350) observa-se que o estresse pela pilocarpina aumentou em 86,96% o0s niveis de NE
(p = 0,0079) e reduziu em 65,96% os niveis de 5-HT (p <0,0001). Quanto aos niveis de DA
ndo houve diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo SL + PILO 350 (p = 0,68).

O tratamento com trans,trans-farnesol foi eficaz em reverter as alteracGes
promovidas pela pilocarpina nos niveis de NE e 5-HT (reducdo de 43,90%, p = 0,0118 e
aumento de 65,65%, p = 0,0233, respectivamente, figura 34). Referente aos niveis de DA
observou-se uma diferenca significativa ao comparar os animais tratados com trans,trans-
farnesol tanto com o grupo controle como com o grupo SL + PILO 350 (aumento de 175,99%
vs. CL, p <0,0001 e aumento de 309,03% vs. SL + PILO 350, p <0,0001, figura 34).
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Figura 34. Efeito do trans,trans-farnesol sobre os niveis de monoaminas em camundongos

submetidos a convulsdo induzida por pilocarpina.

Os valores sdo expressos em média + E.P.M. (erro padrdo da média). Todos os grupos tiveram um n = 6 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (analise de variancia) de uma via seguido pelo teste
de comparagdes multiplas de Tukey. O nivel de significancia adotado para rejei¢do da hipotese de nulidade foi de
0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram considerados significativos. © = p <0,05, ™™ = p <0,0001, ns = N&o
significativo, CL = Controle (salina - solucéo fisiologica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), SL + PILO 350 = Salina +
Pilocarpina 350 mg/kg (i.p.), FAR 12,5 + PILO 350 = trans,trans-farnesol 12,5 mg/kg (v.0.) + Pilocarpina 350
mg/kg (i.p.), NA = Noradrenalina, DA = Dopamina, 5-HT = Serotonina.

Tabela 28 - Analise descritiva e valor de prova (p) do efeito do trans,trans-farnesol sobre os
niveis de monoaminas em camundongos submetidos a convulsdo induzida por pilocarpina.
(Coluna Estatistica p. 270, 272 e 274; Analyze p. 271, 273 e 275).

Grupos Niveis de monoaminas
(n=6) (ng/g de tecido)
NE DA 5-HT
X £ 5, p X £ S, P X £, P
CL 723,7+30,17  0,0079 1608 + 165,00 0,4359 5612 + 368,30 <0,0001
SL + PILO 350 1353 + 195,70 - 1085 + 386,40 - 1910 £ 242,20 -

FAR 12,5 + PILO 759,6 +90,28  0,0118 4438 + 283,20 <0,0001 3164 * 262,90 0,0233
350

Os valores sdo expressos em média + E.P.M. (erro padrdo da média). Todos 0s grupos tiveram um n = 6 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (analise de variancia) de uma via seguido pelo teste
de comparagdes multiplas de Tukey. O nivel de significancia adotado para rejeicdo da hipotese de nulidade foi de
0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram considerados significativos quando comparados ao grupo SL + PILO 350.
NE = Norepinefrina/Noradrenalina, DA = Dopamina, 5-HT = Serotonina, X = Média aritmética, S = Erro
padrdo da média, CL = Controle (salina - solugdo fisioldgica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), FAR 12,5 + PILO 350 =
trans,trans-farnesol 12,5 mg/kg (v.0.) + Pilocarpina 350 mg/kg (i.p.).
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Estudos experimentais e clinicos tém demonstrado que mudancas significativas no
niveis de monoaminas em areas cerebrais podem estar evolvidas na epilepsia do lobo
temporal (CAVALHEIRO et at., 1994; FREITAS et al., 2003; FREITAS et al., 2006;
NAFFAH-MAZZACORATTI et al., 1996; SZYNDLER et al., 2010).

Ja foi demonstrado que o modelo agudo de epilepsia induzida por pilocarpina
promove, no corpo estriado de roedores, uma reducdo nos niveis extracelulares de
monoaminas (FREITAS; VIANA; FONTELES, 2003; NASCIMENTO et al., 2005; TARIQ
et al., 2008), dentre elas a serotonina (FREITAS; VIANA; FONTELES, 2003). O que
corrobora com 0s nossos resultados, visto que os animais que receberam o tratamento com
salina e que foram submetidos ao estresse por pilocarpina apresentaram uma reducdo nos
niveis de serotonina no corpo estriado, sendo esta reducdo revertida pelo tratamento com
trans,trans-farnesol (12,5 mg/kg, v.0.).

Desde o final da década de 50 que tem sido discutida a participacdo do sistema
serotoninérgico nos processos convulsivos e epilépticos (GUIARD; GIOVANNI, 2015).
Modelos genéticos e quimicos de epilepsia também demonstraram que a serotonina é um
importante mediador do processo convulsivo, visto que em animais que apresentavam um
inibicdo da sintese ou liberacdo de 5-HT tinham uma potencializacdo das crises epilépticas
(STRAC et al., 2016). Clinckers e colaboradores (2004) demonstraram que 5-HT apresenta
efeito anticonvulsivante nas crises induzidas por pilocarpina, sendo que esse efeito é mediado
pela estimulacdo hipocampal de receptores serotoninérgico do tipo 5-HTia (autoreceptor
inibitério da serotonina). Ja tem sido relatado que farmacos que inibem seletivamente a
recaptacdo da 5-HT sdo anticonvulsivantes eficazes em modelos de convulsbes genéticas
induzidas em camundongos e em alguns tipos de epilepsia em humanos, 0 que sustenta a
hipdtese de que niveis aumentados de 5-HT podem impeder os estimulos responsaveis pela
atividade epiléptica (STRAC et al., 2016).

Além de reduzir os niveis de 5-HT, observou-se que o tratamento com
trans,trans-farnesol foi eficaz em reduzir os niveis aumentados de NA quando comparamos
com 0s animais estressados com pilocarpina. Esta reducdo nos niveis de NA pode ser
decorrente do reducao nos niveis plasmaticos de cortisol promovidos pelo trans,trans-farnesol
(SHAHNOURI; TABARI; ARAGHI, 2016), o qual consequentemente levaria a uma menor
estimulagdo do sistema adrenérgico reduzindo, assim, a inducéo na sintese e liberacdo de NA.
Quanto aos efeitos da NA nos processos de ictogénese e epileptogénese, observa-se que na
literatura tém-se estudos com evidéncias conflitantes; enquanto estudos defendem que a NA
apresentam efeito anticonvulsivante (AHERN et al., 2006; JOBE; BROWNING, 2005;
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KAMINSKI et al., 2005; SZOT et al., 1999, 2004; WEINSHENKER et al., 2001) outros
afirmam que esta substancia atua como agente pré-convulsivo (FITZGERALD et al., 2010).
Numa reviséo realizada por Strac e colaboradores (2016), os autores chegaram a concluséo de
que as hipoteses anticonvulsivantes e pro-convulsivantes para NA estdo diretamente
relacionadas com a sua concentragdo, ou seja, a depender da concentracdo de NA o efeito
observado pode ser anticonvulsivante ou pro-convulsivante. Dailey & Naritoku (1996), ao
avaliar o efeito anticonvulsivante e pro-convulsivante de antidepressivos triciclicos
estimulantes (inibidores da recaptacdo de NA), observaram que os farmacos que apresentam
este mecanismo de acdo podem atuar como anticonvulsivantes em doses baixas e como pro-
convulsivantes em doses elevadas.

No que se refere aos niveis de DA, os nossos dados demonstram ndo haver
diferengas significativas ao comparar 0s animais que receberam somente salina com 0s
animais estressados por pilocarpina (SL + PILO 350). No entanto outros estudos tém
demonstrado que convuls@es induzidas por pilocarpina promovem reducao nos niveis estriais
de DA (CRUZ et al., 2013; FREITAS et al., 2003; GERBER et al., 2001; MIYAKAWA et al.,
2001; NASCIMENTO et al., 2005; TARIQ et al., 2008).

No presente trabalho, os resultados obtidos revelaram niveis de DA estriais
aumentados em camundongos tratados com trans,trans-farnesol que foram submetidos ao
estresse por pilocarpina, apresentando diferencas estatiticamente significativas quando
comparado tanto aos animais tratados somente com salina quanto com 0s animais que
receberam salina e pilocarpina 350 (SL + PILO 350). Ja foi demonstrado que DA apresenta
eficacia em proteger ratos das convulsdes induzidas por pilocarpina, e que este efeito é
decorrente da interacdo da DA com receptores dopaminérgicos hipocampais do tipo D2. Por
outro lado, foi observado que, tanto em ratos quanto em camundogos, a ativacédo de receptores
do tipo D; pela DA promove efeitos pré-convulsivantes (AL-TAJIR et al., 1990;
CLINCKERS et al., 2004; STRAC et al., 2016; TURSKI et al., 1990).

A determinacgdo dos niveis cerebrais de monoaminas sdo considerados excelentes
marcadores da eficiéncia de drogas anticonvulsivantes (CLINCKERS et al., 2005). No nosso
estudo investigou-se pela primeira vez o efeito do trans,trans-farnesol sobre os niveis
extracelulares de monoaminas no corpo estriado de camundongos. Os resultados encontrados
sugerem a participacdo deste sistema de neurotransmissdo como um dos possiveis
mecanismos responsaveis pela neuroprotecdo promovida pelo trans,trans-farnesol frente ao

modelo de convulsédo induzida por pilocarpina.
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5.3.3.3. Participacdo do sistema antioxidante — Concentracdo de nitrito e substancias
reativas de acido tiobarbitdrico (TBARS)

Sabe-se que 0 estresse oxidativo esta envolvido no processo fisiopatolégico da
neurodegeneracdo presente na epilepsia (MEHVARI et al., 2016). Estudos experimentais tém
relacionado a epilepsia ao estresse oxidativo, porém ndo estd bem definido ainda se o estresse
oxidativo é uma causa ou consequéncia desta doenga. O que tem sido amplamente reportado é que
0 aumento da producdo de radicais livres pode desencadear processos convulsivos mais
prolongados, resultando em disfun¢do mitocondrial na regido hipocampal com consequente morte
neuronal; a soma destes eventos € responsavel, em parte, pelo subsequente processo de
epileptogénese (ARMENTA et al., 2014). Além disso, o0 estresse oxidativo contribui com
excitoxicidade glutamatérgica, a qual promove alteragdes na expressao de genes pro-inflamatorios
e neurodegeneracdo, devido a apoptose de células neuronais, 0 que compromete a plasticidade
neuronal e pode causar depressao e agravar o quadro epiléptico (KANDRATAVICIUS et al.,
2012; NUNES et al., 2013; REUS et al., 2015; SANTELLO, VOLTERRA, 2012).

A figura 35 mostra os resultados referentes ao efeito do trans,trans-farnesol (12,5
mg/kg) sobre a producdo de nitrito e TBARs no hipocampo de camundongos submetidos ao
estresse induzido por pilocarpina (350 mg/kg). Ao comparar 0 grupo controle com o grupo
tratado com salina e estressado com pilocarpina (SL + PILO 350) observa-se que houve
diferenca significativa tanto na concentragdo do contetdo de nitritito quanto para os niveis de
TBARS, sendo observado que os animais tratados com SL + PILO 350 exibiram um aumento
de 29,59% na producgéo de nitrito e 25,13% na producdo de TBARS quando comparados ao
grupo tratado apenas com salina (p = 0,041 e p = 0,0185, respectivamente, figura 35).

O tratamento com trans,trans-farnesol foi eficaz em reduzir a producao de nitrito
e TBARS nos animais estressados com pilocarpina. Quando comparado com o grupo SL +
PILO 350 observou-se que os animais tratados com trans,trans-farnesol exibiram uma
reducdo de 22,46% nos niveis de nitrito e 17,31% nos niveis de TBARs (p = 0,0449 e p =
0,0447, respectivamente, figura 35).
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Figura 35. Efeito do trans,trans-farnesol sobre os marcadores de estresse oxidativo
decorrente das convulsées induzidas por pilocarpina. (A) Determinacdo dos niveis de nitrito;
(B) Determinacéo dos niveis de acido tiobarbitdrico (TBARS).

Os valores sdo expressos em média + S.E.M (standard error of the mean). Todos os grupos tiveram um n = 8
animais. Os dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA de uma via seguido pelo teste de
comparacOes maltiplas de Tukey. O nivel de significancia adotado para rejei¢do da hipotese de nulidade foi de
0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram considerados significativos. " = p <0,05, ™ = p <0,01, CL = Controle (salina
- solucdo fisiologica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), SL = Salina (solucéo fisiolégica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), FAR
12,5 = trans,trans-farnesol 12,5 mg/kg (v.0.).

Tabela 29 — Analise descritiva e valor de prova (p) do efeito do trans,trans-farnesol sobre os
marcadores de estresse oxidativo decorrente das convulsdes induzidas por pilocarpina.
(Coluna Estatistica p. 276 e 278; Analyze p. 277 e 279).

G(:i%())s Marcadores do estresse oxidativo (umol/g de tecido)
TBARs Nitrito
X + Sy p X + S, p
CL 498,6 + 23,47 0,0185 18,59 + 0,76 0,0410
SL + PILO 350 623,9 + 39,65 - 24,09 £ 1,25 -
FAR 12,5 + PILO 350 515,9 + 22,68 0,0447 18,68 + 2,12 0,0449

Os valores sdo expressos em média + E.P.M. (erro padrdo da média). Todos 0s grupos tiveram um n = 8 animais.
Os dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA (analise de variancia) de uma via seguido pelo teste
de comparag¢des multiplas de Tukey. O nivel de significancia adotado para rejei¢do da hipétese de nulidade foi de
0,05 (5%). Valores de p <0,05 foram considerados significativos quando comparados ao grupo SL + PILO 350.
TBARs = Substancias reativas ao 4cido tiobarbitirico, X = Média aritmética, Sx = Erro padréo da média, CL =
Controle (salina - solucéo fisiologica 0,9%; 0,1 mL/10 g, v.0.), FAR 12,5 + PILO 350 = trans,trans-farnesol 12,5
mg/kg (v.0.) + Pilocarpina 350 mg/kg (i.p.).

A produgdo de radicais livres é um efeito comum em modelos de convulséo

induzida por pilocarpina (NEJM et al., 2015). Durante as crises induzidas por pilocarpina o
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metabolismo de 6xido nitrico sofrem alteracdes que levam a um aumento na producéo de seus
metabdlitos (GOMES et al.,, 2011c). No nosso estudo, foi observado que a inducdo da
ictogénese promoveu um estresse oxidativo (TBARs e nitrito/nitrato) no hipocampo. O
tratamento com trans,trans-farnesol foi eficaz em reverter a elevacdo nos niveis dos
marcadores oxidativos promovidos pela pilocarpina, corroborando com outros estudos que
investigaram o efeito antioxidante desta substancia, o que sugere o envolvimento do sistema
antioxidante como um dos possiveis mecanismos responsaveis pelo efeito neuroprotetor do
trans,trans-farnesol no modelo de convulsdo induzida por pilocarpina.

Na literatura ha estudos que demonstram o potencial antioxidante para os
isbmeros do farnesol (JAHANGIR et al.,, 2005; JAHANGIR et al., 2006; JAHANGIR;
SULTANA, 2008; KHAN; SULTANA, 2011; LATEEF et al., 2013; QAMAR et al., 2012;
QAMAR; SULTANA, 2008; SANTHANASABAPATHY; SUDHANDIRAN, 2015;
VINHOLES et al., 2014). Santhanasabapathy & Sudhandiran (2015) ao investigarem o efeito
do trans-farnesol na neurodegeneracdo induzida por lipopolissacarideos (LPS), através da
modulacdo da cascata apoptotica intrinseca no cortex e hipocampo, observaram que o trans-
farnesol (nas doses de 25, 50, 100, 150 e 200 mg/kg, v.0.) apresenta efeito neuroprotetor
mostrando-se eficaz em atenuar as alteracdes degenerativas no cortex e hipocampo dos
cérebros de camundongos. Os autores referem que este efeito é resultante da regulacdo da
cascata apoptotica intrinseca, o qual protege os neurbnios de danos oxidativos. Lateef e
colaboradores (2013) afirmam que o efeito antioxidante do farnesol (IN) é resultante da
reducdo nas atividades enzimdticas da xantina oxidase e peroxidacdo lipidica (enzimas
responsaveis pela producdo de radicais livres) apos o tratamento com esta substancia. Khan &
Sultana (2011), ao investigar o efeito protetor do farnesol (IU) contra o estresse oxidativo
induzidos por 1,2-dimetil-hidrazina (DMH), observou que o tratamento com o farnesol nas
doses de 50 e 100 mg/kg (v.0.) promove uma melhora significativamente nos danos
oxidativos induzidos por DMH devido ao aumento das atividades enziméticas do superéxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase, glutationa-S-transferase e
quinona redutase; sugerindo gque o efeito antioxidante do farnesol é resultante da inducdo da

atividade enzimatica das enzimas que fazem parte do sistema antioxidante.
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6. CONCLUSAO

Com a realizacdo da RS conclui-se que os isdmeros do farnesol possuem
diferentes propriedades farmacoldgicas e toxicologicas, permitindo seu uso como droga ativa
ou coadjuvante. Observa-se que hd uma predominéncia de estudos que investigaram os efeitos
antimicrobianos e mecanismos de agdo do farnesol frente a diferentes microrganismos
(bactérias, fungos e protozoarios). Dos artigos incluidos neste RS, uma minoria informou o
tipo de isdbmero farnesol que foi utilizado o que se torna uma limitacdo importante para o
desenvolvimento de futuros ensaios experimentais. Além disso, sabe-se que o tipo de isbmero
geométrico, fonte de isolamento e método de preparo do composto influenciam diretamente a
atividade farmacoldgica e/ou toxicoldgica. Ressalta-se que foi observada presenca de viés nos
estudos pré-clinicos com animais ndo-humanos e clinicos, principalmente no que se refere a
alocacdo dos grupos e cegamento. N&o realizada a classificacdo dos riscos de viés nos estudos
pré-clinicos in vitro porque ndo existe escala validade com esta finalidade.

A sintese critico-analitica permitiu concluir que existe uma predominancia de
patentes com produtos que utilizam o farnesol na sua composi¢do devido as propriedades
antimicrobianas deste composto, o qual mostrou ser mais eficaz frente as cepas de bactérias
Gram-positivas.

Com a realizacdo do estudo de bioprospeccéo foi possivel observar que os dados
encontrados corroboram com o0s achados bibliograficos, demonstrando o potencial
farmacologico do trans,trans-farnesol como agente neuroprotetor.

Os resultados obtidos no teste de toxicidade oral aguda reveleram que o
trans,trans-farnesol, possivelmente, € isento de efeitos toxico, uma vez que ndo foi observada
nenhuma alteracdo nos parametros comportamentais investigas e que a analise macroscopica
dos 6géos (cérebro, coracdo, pulmdes, figado, baco e rins) ndo foram identificadas lesGes.
Além disso a DLs foi estimada numa dose >5.000 mg/kg.

No estudo dos pardmetros comportamentais, 0 tratamento com trans,trans-
farnesol ndo promoveu efeito ansiolitico no teste do labirinto em cruz elevado. Nos testes do
campo aberto e do nado forcado observou-se que na menor dose investigada esta substancia
promove efeito tipico de substancias sedativas e/ou depressores e na maior dose investigada
apresenta um efeito tipico de substancias antidepressivas, sendo que este Ultimo efeito foi
mais evidente no teste do nado forcado. Apesar de apresentar efeito do tipo depressor na
menor dose, 0 tratamento com trans,trans-farnesol ndo compromete o sistema motor dos
animais, visto que no teste do Rota-rod as doses investigadas ndo provomeram alteraces no

comportamento dos animais.
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Na investigacdo do efeito neuroprotetor em animais submetidos & convulsdo
induzida por pilocarpina observou-se que o trans,trans-farnesol ndo se mostrou promissor
como agente anticonvulsivante; entretanto, apresenta um significativo efeito neuroprotetor,
possivelmente por atuar nos sistemas de neurotransmissdo colinérgica e monoaminérgica e
devido o seu efeito antioxidante.

Levando-se em conta os resultados obtidos neste estudo fica evidente a
importancia de maiores aprofundamentos na compreensao dos mecanismos de acéo pelo qual
0 trans,trans-farnesol promove seus efeitos neuroprotetores, visto que esta substancia
demonstrou ser capaz de inibir os efeitos deletérios do desbalanceamento dos fatores
envolvidos no desenvolvimento da neurotoxicidade promovida pela ictogénese, conferindo-
Ihe uma destacada relevancia dentre as potenciais substancias a serem desenvolvidas para

possivelmente atuar como neuroprotetores na terapéutica de crises convulsivas.
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ANEXO 1 - Check-list proposto pelo PRISMA para verificacdo itens para incluir ao realizar

uma revisao sistematica ou metanalise.

Se¢do/Topico No. Descricao do item Repo/r t:_:\do
na pagina

TITULO

Titulo 1 Identificar o relato como RS, metanalise ou ambos.

RESUMO

Resumo estruturado 2 Elaborar resumo estruturado, incluindo: background, objetivos, fonte de
dados, critérios de elegibilidade, participantes, intervencdo, sintese dos
métodos, resultados, limitagBes, conclusdes, implicagBes dos resultados e
namero de registro da RS.

INTRODUCAO

Fundamentacdo 3 Descrever o racional da revisao no contexto atual das evidéncias.

Objetivos 4 Questdo estruturada no formato PICO.

METODOS

Protocolo e registro 5 Indicar se existe um protocolo da reviséo, se pode ser acessado via Web, e
se disponivel, informagdes sobe o registro de nimero do protocolo.

Critérios de Elegibilidade 6  Especificar as caracteristicas dos estudos, (ex.. PICO, tempo de
seguimento), caracteristicas dos estudos (ex.: periodo considerado, lingua,
status da publicacdo) utilizados para definir os critérios, fornecendo o
racional.

Fonte de Informacéo 7  Descrever todas as fontes de informagdes pesquisadas, com periodo da
busca, contato com autores.

Busca 8  Apresentar pelo menos uma estratégia de busca na integra e garantir sua
reprodutibilidade.

Selec¢do dos estudos 9  Processo da selegdo dos estudos: triagem, elegibilidade, estudos incluidos,
excluidos...

Processo de coleta de dados 10 Meétodo de extracdo (dois revisores, independentes, ficha clinica, resolucao
de divergéncias...).

Dados coletados 11  Lista e define todas as varidveis para cada dado pesquisado (ex.: PICO,
fonte de recursos...) e qualquer pressuposicdes e simplificaces feitas.

Risco de viés nos estudos 12  Descrever os métodos usados para avaliar o risco de viés dos estudos

individuais individuais, insere o conceito de “viés em nivel de desfecho” e define como
esta informacao seré usada nas andlises.

Medidas de efeito 13 Definicdo das medidas utilizadas (ex.: risco relativo, raz8o de chance,
diferencas em médias...).

Sintese dos resultados 14  Descrever métodos de manipulagcdo dos dados e combinacdo dos resultados
dos estudos, se realizado, incluindo medidas de consisténcia para cada
metandlise (ex.: 12).

Risco de viés entre os estudos 15 Especificar qualquer acesso ao risco de vieses que possa afetar a revisao
(ex.: viés de publicacdo, de relato de desfecho...).

Analises adicionais 16  Descrever analises de sensibilidade, de subgrupos, metaregressao, indicando
quais foram pré-especificadas em protocolo.

RESULTADOS

Selecéo dos estudos 17 N° de estudos triados, n° de submetidos & avaliacdo da elegibilidade, n° de
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incluidos na revisdo, razdes das exclusdes, em cada estagio, idealmente com
o diagrama de fluxo.

Caracteristicas dos estudos 18 Para cada estudo apresentar tamanho de amostra, PICO, periodo de
seguimento, sempre com citacoes.

Risco de viés entre os estudos 19  Apresentar dados sobre o risco de viés de cada estudo e se disponivel,
qualquer acesso em nivel de desfecho (ver item 12).

Resultados dos estudos 20  Paratodos os desfechos considerados (beneficios e danos), apresentar as

individuais estimativas de efeito, intervalo de confianca, idealmente com grafico de
floresta (Forest plot).

Sintese dos resultados 21 Apresentar resultados para cada metanalise feita, incluindo intervalos de
confianga e medidas de consisténcia.

Risco de viés nos estudos 22 Apresentar resultados de qualquer risco de viés (ver item 15).

Anadlises adicionais 23 Fornecer resultados de analises adicionais, se feitas. Ex.: sensibilidade,
subgrupos, meta-regresdo.(ver item 16).

DISCUSSAO

Sumario da evidéncia 24 Sumarizar os principais achados, incluindo a forca da evidéncia para cada
desfecho principal; considerar sua relevancia para grupos-chaves (ex.:
profissionais de sadde, usuarios, gestores...).

LimitacGes 25  Discutir as limitagdes nos estudos, em nivel de desfechos (risco de viés) e
em nivel de reviséo (vies de sele¢do, publicacéo...).

Conclusdes 26  Fornecer uma interpretacdo geral dos resultados no contexto das demais
evidéncias e implicacBes para pesquisas futuras.

FONTES FINANCIADORAS

27  Descrever as fontes financiadoras para a revisdo e outros suportes, funcéo

dos financiadores da revisao.

RS — Reviséo Sistemética; PICO — P = populagdo, | = Intervencdo, C = controle, O = desfecho.

FONTE: Moher et al., 2009.
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ANEXO 2 - Declaragdo de aprovacédo do projeto pela Comissdo de Experimentacdo e Uso de
Animais — CEUA da Universidade Regional do Cariri — URCA.

UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI - URCA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
COMISSAO DE EXPERIMENTAGAO E USO DE ANIMAIS

A Rua Cel. Antonio Luis 1161, Pimenta
Fones: (088) 3102.1291 / Fax: (088) 3102.1291
/7 4 CEP 63105-000 — Crato - CE - Brasil

propg@urca.br - www.urca.br/ceua

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que o projeto intitulado “AVALIACAO DO EFEITO
NEUROPROTETOR DO FARNESOL EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A
CONVULSAO INDUZIDA POR PENTILENOTETRAZOL E PILOCARPINA’,
Processo N° M[gﬂfﬂfoi APROVADO pela Comisséo de experimentagéo e Uso

de Animais — CEUA/URCA.

Roskeli Ba(éosa
Presidente do CEUA/URCA

CRATO-CE
2017




ANEXO 3 - Tabela de Malone (1977) adaptada para teste hipocratico.
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MANIFESTACOES CLINICAS

TEMPO DE OBSERVACAO

Dia 1l

min

15
min

30
min

60
min

min

120
min

150
min

180
min

210
min

240
min

Dia2 | Dia3 | Dia4

Dia5

Dia 6

Dia7

Dia 8

Dia 9

Dia
10

Dia
11

Dia
12

Dia
13

Dia
14

Cocar focinho

Frequéncia respiratéria

Hiperlocomocéo

Lamber patas

Morder cauda

Piloerecédo

Tremores finos

Tremores grosseiros

Analgesia

Ataxia

Dispneia

Frequéncia respiratéria

Hipnose

Hipolocomocéo

Perda de apreenséo da pata

Sedacao

Contorcédo abdominal

Convulsbes

Cromodacriorréia

Defecacao

Diarreia

Hipotermia

Letargia

Miccao

Midriase

Miose

Paralisia do trem posterior

Piloerecédo

Ptose palpebral

Salivacao

Secrecdo brénquica

Sudorese

Morte

MASSA CORPORAL

Legenda: A — Ausente /N - Normal / P - Presente / + - Baixa intensidade / ++ - Média intensidade / +++ - Alta intensidade / 1 - Aumento / | - Diminui¢c&o
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ANEXO 4 — Comprovante de publicagéo do artigo intitulado “TOXICOLOGICAL AND
PHARMACOLOGIC EFFECTS OF FARNESOL (C1sH260): A DESCRIPTIVE
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Food and Chemical Toxicology 129 (2019) 169-200

z 2 2 . - o
Contents lists available at ScienceDirect B

Toxicology

Food and Chemical Toxicology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/foodchemtox i

Toxicological and pharmacologic effects of farnesol (C;5H260): A descriptive | )
systematic review e

Gyllyandeson de Araiijo Delmondes®, Daniel Souza Bezerra®, Diégenes de Queiroz Dias”,

Alex de Souza Borges®, Isaac Moura Aratjo”, Glacithane Lins da Cunha®,

Paulo Felipe Ribeiro Bandeira®, Roseli Barbosa®, Henrique Douglas Melo Coutinho™**,

Cicero Francisco Bezerra Feli peb, José Maria Barbosa-Filho®, Irwin Rose Alencar de Menezes™ ",
Marta Regina Kerntopf®”

* Regional University of Gariri (URCA), Crato, CE, Brazil
" Federal University of Paratba (UFPB), Jodo Pessoa, PB, Brazil




239

ANEXO 5 — Comprovante de submissdo do manuscrito intitulado “FARNESOL (C15H260)
USE IN PHARMACEUTICAL PRODUCT FORMULATIONS: A PATENT REVIEW”
na resvita Pharmacological Reports (IF: 2,787).

= X

M Comprovantes de submissdo de X Homepage X A3 ScholarOne Manuscripts X +

% B9 @ :

& Cc 8 https;//www.evise.com/evise/faces/pages/homepage/homepagejspx?_adf.ctrl-state=fepip706f_4

Henrique Douglas Coutinhow | My Journalsw | Log Out | Help
Reports ' EVISE
VIR

‘Home‘l\wods

My Author Tasks

Start New Submission Click here to view your submissions with a final decision

My Submissions with Journal (1)

PHAREP_2018_547

FARNESOL (C15H260) USE IN PHARMACEUTICAL PRODUCT FORMULATIONS: A PATENT
Field Editor: Danuta Jantas

REVIEW

Current status: Under Review ) (13/Nov/2018)

Article Type: Review Article
Initial submission : 26/Sep/2018

View Editor/Reviewer comments

11:49

ﬂ O Digite aqui para pesquisar i £ AB) g0



APENDICES




241

APENDICE 1 — Coluna Estatistica da Massa Inicial (dia 0) e Massa Final (14° dia) dos

Animais Submetidos ao Teste de Toxicidade Aguda pela Administracdo Oral do Farnesol.

- A B
2g] Row stats
CL FAR 5.000
d [x]| Mean SEM Mean SEM
1 |Initial mass (0-day 31.280 0.595 3 28.070 0.860
2 |Final mass (14-da 30.937 0.567 3 26620 1.264
Z]




APENDICE 2 — Analyze da Massa Inicial (dia 0) e Massa Final (14° dia) dos Animais

Submetidos ao Teste de Toxicidade Aguda pela Administracdo Oral do Farnesol.

242

?ﬁ 2way ANOVA A B C 1] E F G H
Multiple comparizans Data Set-A Data Set-B Data Set-C Data Set-D Data Set-E Data Set-F | Data Set-G | Data Set-H
J Y Y Y Y Y Y Y Y

1 |Compare each cell mean with the other cell mean in that column.

2

3 |Number of familes 1

4 (Number of comparisons per famity 2

5 |Alpha 0.05

[

7 |Bonferronis multiple comparisons test Mean Diff. 55% Cl of diff. Significant? Summary Adjusted P Value

8

9 Initial mass (0-day) - Final mass (14-day)

10 CcL 0.3433 -3.102t0 3.788  |No ng »0.9959

11 FAR 5.000 1.450 -1.995 to 4.895 No ns 0.5605
i 12
IEE

14 |Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. N1 N2 t DF

15

16 | Initial mass (0-day) - Final mass (14-day)

17 CL 31.28 3094 0.3433 1.252 3 3 0.2742 8

18 FAR 5.000 28.07 2682 1.450 1.252 3 3 1.158 8

s
2
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APENDICE 3 — Coluna Estatistica do Nimero de Entradas nos Bragos Abertos no Teste do

Labirinto em Cruz Elevado.

k|
ﬁ CL DZP1 12.5 25 50
|
1 |Number of values |5 [ [ [ [
2
3 [Minimum 3.000 10,00 1.000 1.000 3.000
4 |25% Percentils 5.250 10,00 1.000 1.750 3.000
5 |Median 6.500 12.00 1.000 3.500 5.000
6 [75% Percentile 7.000 14.00 2.500 4750 §.250
T |Maximum 7.000 14.00 4,000 7.000 7.000
a8
9 [Mean §.000 12.00 1.667 3.500 4833
10 |std. Deviation 1.548 1.897 1.211 2074 1.722
11 |Std. Error of Mean| 0.6325 0.7748 0.4544 0.8455 0.7032
12
13 |Lower 95% CI 4374 10.01 0.3957 1.324 3.025
14 [Upperos%cl  |7.626 13.99 2933 5576 6.641
4K




244

APENDICE 4 — Analyze do Nimero de Entradas nos Bracos Abertos no Teste do Labirinto

em Cruz Elevado.

E 1wajl AND‘{A
tultiple comparizonz
A
1 Mumber of families 1
2 Mumber of comparisons per family 4
3 Alpha 0.05
4
5 Dunn's multiple comparisons test |Mean rank diff. Significant? Summary Adjusted P Value
[
7 CLvs. DZP1 -9.083 Mo ns 0.2865
8 Clvs. 125 13.08 Yes * 0.0379
a Clvs. 25 7.083 Mo ns 0.6402
10 CLvs. 50 3.500 No ns = (0.9999
11
12
13 Test details Mean rank 1 Meanrank2 |Mean rank diff. ni n2
14
13 CLvs. DZPA1 18.42 27.50 -9.083 G ]
16 CLws. 125 18.42 5.333 13.08 G g
17 ClLvs. 25 18.42 11.33 7.083 G g
18 CLvs. 50 18.42 14.92 3.500 B ]
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APENDICE 5 — Coluna Estatistica do Tempo de Permanéncia nos Bragos Abertos no Teste

do Labirinto em Cruz Elevado.

|

B CL DZP 1 12.5 25 50
F

1 |Number of values |5 8 [ 8 g

2

3 [Minimum 30.00 55.00 12.00 15.00 19.00
4 [25% Percentie | 41.25 75.50 12.00 17.25 22.00
5 [Median 54.00 108.5 32.50 42.50 45.50
6 [75% Percentie |77.25 1218 53.25 60.75 63.25
7 [Maximum 102.0 1240 20.00 55.00 70.00
8

9 [Mean 59.00 1.3 3567 40.50 4400
10 |std. Deviation 2484 2414 25.06 2077 20.38
11 [Std. Error of Mean|10.14 9.854 10.64 8.430 2319
12

13 |Lower85% Cl  |32.83 76.00 9.318 18.70 2282
14 |Upper 95% CI 35.07 1287 54.01 £2.30 65.38

=
Fal




APENDICE 6 — Analyze do Tempo de Permanéncia nos Bracos Abertos no Teste do

Labirinto em Cruz Elevado.

246

gﬁ 1|.ua_v AND\!’A
tultiple comparisons
|
1 |Mumber of families 1
2 |Number of comparisons per famiy |4
3 |Alpha 0.05
4
5 |Dunnett's muttiple comparisons test] Mean Diff. 95% Clof diff. Significant? Summary Adjusted P Value
1]
7 CLwvs. DZP1 -42.33 -T7.48 10 -7.150 ez * 0.014%
8 CLwvs. 12,5 2233 -12.81 10 57.48 MNo ns 0.3052
9 CLwvs. 25 18.50 -15.54 to 53.564 No ns 0.4548
10 | CLvs. 50 15.00 -20.14 o 50.14 No ns 06373
1
12
13 |Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. ni n2 q DF
14
15 | CLvs. DZP1 59.00 101.3 -42.33 13.48 [ [ 3.140 25
16 | CLvs. 125 59.00 3667 22.33 13.48 6 6 1.657 25
17 | CLvs. 25 59.00 40.50 1250 13.48 [ [ 1.372 25
18 | CLvs. 50 59.00 44.00 15.00 13.48 [ [ 1.113 25
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APENDICE 7 — Coluna Estatistica do Nimero de Entrada nos Bragos Fechados no Teste do

Labirinto em Cruz Elevado.

w

B cL DZP 1 12,5 25 50

A

1 |Mumber of values |5 [ [ [ 5

2

3 |Minimum 5.000 2.000 5.000 5.000 2.000
4 (259 Percentie  |7.250 2750 5.000 5750 8.750
5 |Median 10.00 4,500 5.500 7.500 10.00
& |75% Percentie  |11.50 6.500 2.500 11.00 11.25
T |Maximum 13.00 8.000 10.00 14.00 12.00
8

9 (Mean 9.500 4 867 6.833 8333 10.00
10 |std. Deviation 2739 2150 1.941 3265 1.414
11 |Std. Error of Mean|1.118 0.8319 07923 1.333 0.5774
12

13 |Lowerss% Cl |6525 2.400 4757 4905 3515
14 |Upper 95% CI 12.37 5934 8370 1178 11.48

&
m
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APENDICE 8 — Analyze do Ndimero de Entrada nos Bragos Fechados no Teste do Labirinto

em Cruz Elevado.

E 1!ua_|,l AHI]‘.!’A
Multiple comparizonz
F

1 |Mumber of families 1

2 |Mumber of comparisons per family 4

3 |Alpha 0.05

4

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

i}

7 | CLvs. DZPA 14.08 Yes * 0.0208

8 | cCLvs. 125 8.250 Mo ns 0.4059

9 | CLvs. 25 4250 Mo ns =0.9999

10 | CLvs. 50 -2.000 Mo ns =0.9999

1

12

13 |Test details Mean rank 1 Meanrank2 |Mean rank diff ni n2
14

15 | CLvs. DZP1 2042 §.333 14.08 G &
16 | CLvs. 125 2042 1217 8.250 G G
17 | CLvs. 25 2042 16.17 4,250 i] 6
18 | CLvs. 50 2042 2242 -2.000 ] G
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APENDICE 9 — Coluna Estatistica do Tempo de Permanéncia nos Bracos Fechados no Teste

do Labirinto em Cruz Elevado.

u

B CL DZP 1 12.5 25 50
|

1 |(Number of values |8 [ g g g

2

3 |Minimum 196.0 115.0 221.0 212.0 188.0

4 |25% Percentie |211.8 139.8 2413 2725 212.0

5 |Median 2385 185.0 ZB5.5 2521 239.5

6 |75% Percentie |248.3 179.8 2543 2773 250.5

T |Maximum 265.0 194.0 285.0 278.0 252.0

B

9 |Mean 2325 157.0 2615 2435 2315

10 | 5td. Deviation 23.48 27.00 24.30 2567 25.04

11 |Std. Error of Mean|9.587 11.02 94922 10.89 1022

12

13 |Loweros®Cl  |2079 1287 238.0 215 205.2

14 |Upper 95% CI 2571 185.3 287.0 2775 257.8

=
n




250

APENDICE 10 — Analyze do Tempo de Permanéncia nos Bragos Fechados no Teste do

Labirinto em Cruz Elevado.

ﬁ Iwa}l AND\._"A
Multiple comparizons
A
1 |Number of families 1
2 |Number of comparizons per family |4
3 |Alpha 0.05
4
5 |Dunnett's multiple comparisons test Mean Diff. 95% Cl of diff. Significant? Summary Adjusted P Value
[
T | CLvs.DZP1 75.50 373610 11386 Yes b = 0.0001
8 | CLvs. 125 -25.00 5714109135 No ns 0.1745
9 | CLvs. 25 -17.00 -55.14t0 21,14 No ns 0.6035
10 | cLvs. 50 1.000 3714103914  |No ns > (1.9959
11
12
13 [Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. ni nz q OF
14
15 | CLvs. DZP1 2325 157.0 75.50 14.63 6 6 5.161 25
16 | CLvs. 125 2325 261.5 -28.00 14.63 6 6 1.983 25
17 | CLvs. 25 2325 2485 -17.00 14.63 3] 3] 1.182 25
18 | CLvs. 50 2325 2315 1.000 14.63 -] -] 0.06838 25

-
w




251

APENDICE 11 — Coluna Estatistica do Nimero de Cruzamentos no Teste do Campo Aberto.

|

&S CcL DZP 2 12,5 25 50
4

1 |Number of values |2 3 8 a3 3

2

3 [Minimum 85.00 4500 27.00 40.00 27.00
4 |75% Percentie  |93.50 51.75 35.00 4200 58.00
5 |Median 101.0 60.50 46.00 51.00 58.00
& |75% Percentie  |114.0 §9.50 59.50 67.00 7425
7T |Maximum 123.0 78.00 64.00 90.00 89.00
8

9 |Mean 1035 §1.00 4638 5525 6138
10 |std. Deviation 1274 10.92 13.35 1718 17 95
11 |Std. Error of Mean|4.504 3.358 472 6.073 6.347
12

13 |Lowerss% Cl  |92.85 51.87 35.21 41.39 46.37
14 |Upper 95% CI 1142 70.13 5754 7061 76.38




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

252

‘E 1|fiay AND\:".A
Multiple comparizonz
|

1 |Mumber of families 1

2 |Mumber of comparisons per family] 4

3 |alpha 0.05

4

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

6

T | CLvs.DZP2 16.50 Yes * 0.0190

8 | CLvs 125 2575 Yes rEE = 0.0001

9 | CLvs. 25 20.44 Yes = 0.0019

10 | CLvs. 50 16.06 Yes * 0.0239

"

12

13 |Test details Mean rank 1 Meanrank2 |Mean rank diff. n1 n2
14

15 | CLvs.DZP 2 36.25 19.75 16.50 8 g
16 | CLvs 12,5 36.25 10.50 2575 8 ]
17 | CLvs. 25 36.25 15.81 20.44 8 g
18 | CLvs. 50 36.25 2019 16.06 8 ]



253

APENDICE 13 — Coluna Estatistica do Nimero de Rearing no Teste do Campo Aberto.

=
CL DZP 2 12,5 25 50
|

1 |Number of values |8 a 3 3 3

2

3 |Minimum 3.000 0.0 0.0 1.000 2.000
4 [25% Percentile 8.250 0.0 1.250 2.000 3.250
5 [Median 10.50 0.0 3.500 5.000 7.500
6 [75% Percentile 14.50 0.7500 5.500 5. 750 12.25
T |Maximum 22.00 2.000 13.00 10.00 17.00
8

9 [Mean 11.38 0.3750 4125 4.500 &.000
10 |Std. Deviation 5.630 0.7440 4.051 2873 5.345
11 |5td. Error of Mean| 1.9%0 0.2631 1.432 1.018 1.250
12

13 |Lower 55% CI 5.665 -0.2470 0.7382 2.093 3.531
14 [Upper9se% cl  |16.08 0.9970 7512 6.907 12.47




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

254

?@ 1\_'!3_',! AND\_!'A
Multiple comparizons
1 Mumber of families 1
2 Mumber of comparisons per family| 4
3 Alpha 0.05
4
5 Dunn's multiple comparisons test |Mean rank diff. Significant? Summary Adjusted P Value
[
7 CLvs. DZP 2 2575 Yes e =0.0001
8 CLvs. 12,5 1331 Mo ns 0.0885
9 Clvs. 25 11.00 Mo ns 0.2345
10 CLvs. 50 4938 Mo ns =10.9999
11
12
13 Test details Mean rank 1 Meanrank2 |Mean rank diff. ni n2
14
15 CLvs. DZP 2 31.50 5.750 2575 8 8
16 CLvs. 12,5 3150 18.19 1331 a8 a
17 Clvs. 25 31.50 2050 11.00 8 8
18 CLvs. 50 31.50 26.56 4938 8 8
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APENDICE 15 — Coluna Estatistica do Nimero de Grooming no Teste do Campo Aberto.

i

cL DZP 2 12,5 25 50
V|
1 [Mumber of values |8 2 2 2} 2
2
3 |Minimum 1.000 0.0 0.0 1.000 1.000
4 |25% Percentile  |2.500 0.2500 1.250 2.000 1.250
5 |Median 4.000 1.000 2.000 2500 2500
6 |75% Percentle |5.750 1.750 2750 3.000 3.750
7 |Maximum 10.00 2.000 3.000 5.000 5.000
8
9 |Mean 4500 1.000 1.875 2625 2625
10 | 5td. Deviation 2728 0.7559 0.9910 1.188 1.408
11 |5td. Error of Mean| 0.9636 0.2673 0.3504 04199 0.4578
12
13 |Lowerg5% Cl  |2221 0.3880 1.045 1.632 1.448
14 |Upper 95% CI 6779 1532 2704 3518 3.802




APENDICE 16 — Analyze do Numero de Grooming no Teste do Campo Aberto.

256

‘ﬁ Tway ANDVA
tultiple comparisons
Y|

1 |Mumber of families 1

2 |Number of comparisons per family4

3 |Alpha 0.05

4

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

1]

T CLvs. DZP 2 21.25 Yes . 0.0008

8 | CLvs.125 12.88 Mo ns 0.0970

9 CLvs. 25 7313 Mo ns 0.8022

10 | CLvs. 50 7.938 Mo ns 0.6589

1"

12

13 |Test details Mean rank 1 Meanrank? |Mean rank diff. n1 n2
14

15 | CLvs.DZP 2 30.38 9.125 21.25 8 8
16 | CLvs. 125 3038 17.50 1288 a a
17 | CLvs. 25 30.38 23.06 7313 g g
18 | CLvs. 50 30.38 2244 7.938 8 8




257

APENDICE 17 — Coluna Estatistica do Nimero de Quedas no Teste do Rota-rod.

B
CL DZP & 12,5 25 50
y |
1 |Number of values |8 -] 3 3 3
2
3 [Minimum 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
4 |25% Percentile 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
5 |Median 0.0 0.5000 0.0 0.0 0.0
6 |75% Percentile 0.0 1.000 0.0 0.0 0.0
T [Maximum 0.0 2.000 0.0 0.0 0.0
8
Il 9 [mean 0.0 0.6250 0.0 0.0 0.0
11 10 [std Deviation  |0.0 0.7440 0.0 0.0 0.0
11 |5td. Error of Mean| 0.0 0.2631 0.0 0.0 0.0
12
"l 13 |Lowerss%Cl (0.0 0.002973 |00 0.0 0.0
1] 14 [uppersssect  Joo 1.247 0.0 0.0 0.0




APENDICE 18 — Analyze do Numero de Quedas no Teste do Rota-rod.

258

L] 1way ANOYA
Fultiple comparisonz

|
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 diff. Significant? Summary Adjusted P Value
6
T CLvs. DZP 5 -10.00 Yes = 0.0041
8 | CLvs. 125 0.0 Mo ns =0.9999
9 | CLvs 25 0.0 Mo ns > (1.9999
10 | CLvs. 50 0.0 Mo ns =(.9999
1
12
13 |Test details Mean rank 1 Meanrank2 |Mean rank diff ni nz
14
15 | CLvs.DZP5S 18.50 28.50 -10.00 8 g8
16 | cLvs. 12,5 18.50 18.50 0.0 3 g
17 | CLvs. 25 18.50 18.50 0.0 8 g8
18 | CLvs. 50 18.50 18.50 0.0 3 8

-
-]




APENDICE 19 — Coluna Estatistica do Tempo de Permanéncia no Teste do Rota-rod.

=
CL DZP & 12,5 25 5O
V|
1 |Number of values |3 g g g 3
2
3 | Minimum &0.00 50.00 &0.00 &0.00 &0.00
4 |250 Percentile &0.00 5650 &0.00 &0.00 &0.00
5 |Median g0.00 55 00 &0.00 G0.00 G0.00
6 |75% Percentile &0.00 &0.00 &0.00 &0.00 50.00
7 |Maximum 60.00 £0.00 60.00 60.00 60.00
8
9 [Mean &0.00 5750 &0.00 80.00 &0.00
10 |=td. Deviation 0.0 3546 0.0 0.0 0.0
11 |Std. Error of Mean| 0.0 1.254 0.0 0.0 0.0
12
13 [Lowerosw i [s0.00 5454 £0.00 £0.00 £0.00
14 |Uppeross Cl  |60.00 60.45 60.00 60.00 60.00

259



APENDICE 20 — Analyze do Tempo de Permanéncia no Teste do Rota-rod.

260

gﬁ 1ﬂa_l,| ANI]\!"A
Multiple camparizons
A

1 |Number of families 1

2 |Number of comparisons per family |4

3 |Alpha 0.05

4

5 |Dunnett's multiple comparisons tes Mean Diff. §5% Cl of diff. Significant? Summary Adjusted P Value

[

7 | CLvs. DZP5S 2.500 0471910 4528 |Yes * 0.0117

B | CLvs. 125 0.0 -2.0281t0 2.028  |No ns = 0.9999

9 | CLvs. 25 0.0 202810 2.023  |Ne ns »0.9933

10 | CLvs. 50 0.0 -2.028102.028 |No ns = 0.9999

11

12

13 |Test details Mean 1 IMean 2 Mean Diff. SE of diff. ni nz q DF
14

15 | CLvs. DZP5 60.00 57.50 2.500 0.7928 2 a 3.153 35
16 | CLvs. 12,5 60.00 60.00 0.0 0.7928 8 8 0.0 35
17 | CLvs. 25 60.00 60.00 0.0 0.7928 2 a 0.0 35
18 | CLvs. 50 60.00 60.00 0.0 0.7928 8 8 0.0 35
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APENDICE 21 — Coluna Estatistica do Tempo de Imobilidade no Teste do Nado Forcado.

it
cL IMIP 30 12.5 25 50

F

1 |Number of values |8 L5 L5 L5 L5

2

3 |Minimum 48.00 0.0 72.00 42.00 4.000
4 |25 Percentile  |54.00 0.0 7875 57.00 16.75
5 |Median £2.00 0.0 2550 89.00 26.50
6 |75% Percentile  |71.25 2,500 1123 g7.00 31.00
T |[Maximum 73.00 10.00 131.0 108.0 34.00
8

9 |Mean 62,50 1,687 9483 74.00 2387
10 |Std. Deviation 10.52 4.082 21.05 23.89 10,50
11 |Std. Error of Mean| 4.295 1887 8.552 §9.754 4375
12

| 13 |Lower85% Cl  |51.45 2618 7275 4393 1255
14 |Upper 95% CI 7354 5951 116.9 99.07 3479




APENDICE 22 — Analyze do Tempo de Imobilidade no Teste do Nado Forcado.

262

ﬁ 1 way AN I]\_P'A
Multiple compansons
|4l

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% Clof diff. Significant? Summary Adjusted P Value

[

T CL vz. IMIP 30 50.83 37.00 to 84.67 Yes il < 0.0001

a8 CLvs. 125 -32.33 -55.17 to -8.502 Yes = 0.0058

9 | CLvs. 25 -11.50 -35.33 10 12.33 Mo ng 0.5386

10 | CLvs. B0 38.83 15.00 to 82.67 Yes e 0.0010

11

12

13 |Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. ni n2 q DF
14

15 | CL vs. IMIP 30 52.50 1.8687 50.83 9141 [+ ] 5.6855 25
16 | CLvs. 125 52.50 54383 -32.33 9141 [+ 5 3.537 25
17 | cLvs. 25 62.50 74.00 -11.50 9.141 3 3 1.258 25
18 | CLvs. 50 62.50 2387 32.83 G141 [ [ 4248 28




APENDICE 23 — Coluna Estatistica do Laténcia da Primeira Convulsdo no Modelo das

Convulsdes Induzidas por Pilocarpina.

k|

B cL DZP 2 12.5 25 50
4

1 |Number of values |8 3 a 3 3

2

3 |Minimum 538.0 1860 674.0 760.0 957.0
4 |25% Percentile  |573.3 3600 7413 8185 1172
5 |Median 709.0 3500 9435 9855 1437
6 |75% Percentie |1198 3500 1303 1175 1784
T |Maximum 1372 3500 1520 1371 1897
8

9 |Mean 8418 3383 1013 1009 1453
10 [std. Deviation 3266 §15.2 7.2 2203 338.0
11 [Std. Error of Mean| 115.5 2175 1085 T7.87 118.5
12

13 |Lower95% Cl |558.6 2888 755.6 825.1 1178
14 |Upper 5% CI 1115 3997 1269 1193 1741

=
(14}

=
-+
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APENDICE 24 — Analyze do Laténcia da Primeira Convulsdo no Modelo das Convulses

Induzidas por Pilocarpina.

E Tway ANOYA
tultiple comparizons

|
4
5 | Dunnett's multiple comparisons test| Mean Diff. | 95% Cl of diff. Significant? | Summary Adjusted P Value
[
T | CLvs.DZP2 -2541 2303410 -2048  |Yes i = 0.0001
8 | CLvs. 125 -170.8 6837103219  |No ns 0.7873
9 | CLvs. 25 1676 6504103252  |No ns 0.7578
10 | CLvs. 50 6168 111010 -1240  |Yes x 0.0104
1
12
13 |Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. n1 nz q DF
14
15 | CLvs.DZP2 3416 3383 2541 1925 3 3 1319 35
16 | CLvs. 125 3416 1013 1708 1925 3 3 0.8870 35
17 | CLvs. 25 3416 1008 -1676 1925 3 3 0.8701 35
18 | CLvs. 50 3418 1458 6168 1925 3 3 3.202 35
19




APENDICE 25 — Coluna Estatistica do Laténcia de Morte no Modelo das Convulsées

Induzidas por Pilocarpina.

=

CL DZFP 2 12.5 25 50
J
1 [Mumber of values |8 g 3 3 3
2
3 |Minimum g32.0 3600 1820 1349 2145
4 |25% Percentle  |851.5 3600 3500 2004 2458
5 |Median 1187 3600 3500 3500 3500
6 |75%% Percentie  |1907 3500 3500 3500 3500
T |Maximum 2995 3600 3600 3500 3500
8
9 |Mean 1440 3600 3378 2958 3202
10 |std. Deviation 7718 0.0 £29.3 935§ §50.2
11 |5td. Error of Mean|272.8 0.0 2225 330.8 2259
12
13 |Lower$5% Cl  |795.1 3600 2851 2174 2658
14 (Upper 95% CI 2085 3600 3904 3738 3745
1R

265
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APENDICE 26 — Analyze do Laténcia Morte no Modelo das Convulsées Induzidas por

Pilocarpina.
ﬁ 1 way AND\!’A
Multiple comparizons
A
1 |Number of families 1
2 |Wumber of comparisons per family |4
| 3 |alpha 0.05
a4
5 |Dunnett's muttiple comparizons test Mean Diff. 95% Cl of diff. Significant? Summary Adjusted P Value
3
T | cLvs. DZP2 -2160 -3025t0 1294 |Yes i < 0.0001
: 8 | CLvs. 125 -1937 -28031t0-1072  |¥es i < 0.0001
9 | CcLvs 25 -1518 -23811t0 5502  |¥es e 0.0003
10 | CLvs. 50 -1762 2627 to 8962 |Yes e < 0.0001
11
12
J” 13 |Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. ni n2 q DF
14
15 | CLvs. DZP2 1440 3600 -2180 338.3 8 8 5,384 35
16 | CLvs. 125 1440 3378 1937 338.3 8 8 5726 35
17 | CcLvs. 25 1440 2955 -1516 3383 8 8 4.480 35
€| 18 | CLvs 50 1440 3z02 -1762 3383 8 8 5207 35




267

APENDICE 27 — Coluna Estatistica da Intensidade das Crises no Modelo das Convulsées

Induzidas por Pilocarpina.

b |

e cL DZP 2 12.5 25 50
|

1 |Number of values |8 8 2 3 8

2

3 |Minimum 4.000 1.000 4.000 4.000 4.000
4 |25% Percentie  |5.000 1.000 4.000 4.000 4.000
5 |Median 5.000 1.000 5.000 5.000 4.000
& |75% Percentile  |5.000 3.000 5750 5.000 5.000
T |Maximum 5.000 4.000 5.000 5.000 5.000
3

9 |Mean 4,875 1.875 43875 5.000 4375

10 [std. Deviation 0.3536 1.245 0.3345 0.9258 0.5175

11 [Std. Error of Mean|0.1250 0.4407 0.2%50 0.3273 0.1830

12

13 |Lower95% Cl |4.57% 0.8330 4177 4226 3.942

14 |Upper 95% CI 5.171 2917 5573 5774 4.808

15

16 [Mean ranks 2625 5.250 2825 2650 19.25
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APENDICE 28 — Analyze da Intensidade das Crises no Modelo das Convulsées Induzidas

por Pilocarpina.

E Tway ANOVA
Multiple comparisans
V|
1 [Mumber of families 1
2 |Number of comparisons per famih] 4
3 |alpha 0.05
4
5 |Dunn's muttiple comparisons test |Mean rank diff. Significant? Sumrmary Adjusted P Value
&
T | cLvs.DZP2 21.00 fes = 0.0o07
8 [ cLvs 125 1.000 No ns = (.99599
9 [ cLwvs 25 -0.2500 No ns = (.8899
10 | CLws. 50 7.000 No ns 0.8371
1
12
13 |Test details Mean rank 1 Meanrank2 |Mean rank diff.  |n1 n2
14
15 [ CLwvs DZP 2 2825 5.250 21.00 8 8
16 [ cLws 125 2525 2525 1.000 8 2
17 | CLvs. 25 2625 26.50 -0.2500 ] ]
18 | CLvs. 50 2625 19.25 7.000 8 8




APENDICE 29 — Coluna Estatistica da Intensidade dos Tremores no Modelo da

Oxotremorina.

269

A B C
=
CL ATROP 10 FAR12.5
d Mean SEM Mean SEM Mean SEM
10 2.875 0.125 o 0.125 0.125 o 0.125 0.125
20 3.000] 0.000] 8 0.000] 0.000] & 0.250] 0.164
30 3.000] 0.000/ o 0.250/ 0.164 o 1.000] 0.185

| e G| M| =
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APENDICE 30 — Analyze da da Intensidade dos Tremores no Modelo da Oxotremorina.

. Zway ANOVA A B 3 D G F H
Mubple comparons OstaSet-4 | Duta Set-8 Cata See-C | Cwta Set0 Datn Sat-E Cata Set-F || Dsea Se0G | Cuta Setd

W ¥ ¥ T ¥ T T ¥

1 |Withie mach row, eompane eolisns (simpls ffacts wihin rews)

?

3 | Humber of famies 3

4 |Humber of comparisons par Tamiy z

& |apha 005

&

T |Banterronrs mulipie comgarsons best Uean Dif.  [#S% Clofaft  [Sgnifcant?  |Summary | Adusted P Vae

[

LT

10| CLvs ATROP 90 2740 FECTVERTT I VT e « (L6001

| CLvs FAR12S 2750 203048 |Yes s < 0o

12

T

4 | CLvs ATROP #0 3,000 2E0I0 3390 |Yes e < DM

15 | CLvs FAR1ZS 2750 235103048 |ves e < 000

[

17 | =

18 | CLvs ATROP 10 T8 L2188 |Ye e < 00001

19 | CLvs FAR1LE 2000 1601102359 |Yes s <

Ful

1]

22 | Test detais Wean 1 Mean 2 MeanDift  |SEofdifi Wi M2 t e

2]

E MR

# | CLvs ATROP 90 28TE 01250 o758 LEEE:] |* |# 1581 Ll

¥ | CLvs FAR{LE 2875 0.1250 2750 wiram 8 |z 1581 B3

2

E -]

¥ | CLvs ATROP #0 3,000 00 3,000 EEEE | 1725 B3

W | CLys FARIES 3,000 0.2500 2780 NG | 1551 53

n

R | =

1| CLvs ATROP 90 3000 02500 T8 LEEE] ¢ ¢ 158 =]

M| CLus FAR12E 1008 1.0 2000 T C 0 1.5 83

® | |
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APENDICE 31 — Coluna Estatistica da Dosagem dos Niveis de Norepinefrina nos Animais

Submetidos a Convulsdo Induzida por Pilocarpina.

=
cL SL + PILO 350 |FAR 12.5 + PILD 35(

A

1 [Mumber of values |& [ [
2
3 |Minimum
4 |25% Percentile
5 |Median
6 | 75% Percentile
T |Maximum
B
9 |Mean 7237 1353 755.6
10 |5td. Deviation 73.90 4793 2211
11 |Std. Error of Mean|30.17 1957 5028
12
13 |Lower85% Cl |846.2 2455 5275
14 |Upper 95% CI 201.3 1856 991.7
15
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APENDICE 32 — Analyze da Dosagem dos Niveis de Norepinefrina nos Animais Submetidos

a Convulsdo Induzida por Pilocarpina.

?@ Tway ANDVA
Fultiple comparizons
4
1 |Number of families 1
2 |Number of comparisons per family 3
3 |Alpha 0.05
4
5 |Tukey's muttiple comparisons test Mean Diff. 95% Cl of diff. Significant? Summary Adjusted P Value
-]
7 CL v=. 5L + PILO 350 5289 -1080 te -167.4 es = 0.0079
] CL vz. FAR 12.5 + PILO 350 -35.84 -4597 3to 4257 No ns 0.9773
9 SL + PILO 350 v=. FAR 12,5 + PILO 35553.0 131.5t0 1055 es * 0.01138
10
1
| 12 | Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. ni nz q DF
13
14 | CLvs. SL +PILO 350 7237 1353 5289 177.7 [ [ 5.008 15
15 | CLvs. FAR 12,5+ PILO 350 7237 7595 -35.84 177.7 [ [ 0.2853 15
16 | SL+PILO 350 vs. FAR 12.5 = PILO 351353 7595 593.0 177.7 [ [ 4720 15

-
=i
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APENDICE 33 — Coluna Estatistica da Dosagem dos Niveis de Dopamina nos Animais

Submetidos a Convulsdo Induzida por Pilocarpina.

u
e CL SL+PILO 350 |FAR12.5 + PILO 350
J
1 |Mumber of values |& g g
2
3 |Minimum
4 | 25% Percentile
5 |Median
6 |759% Percentie
; T |Maximum
8
9 |Mean 1603 1085 4433
10 |std. Deviation 4042 945 4 6537
o 11 |Std. Error of Mean| 165.0 336.4 2332
12
“ 13 |Lower 95% CI 1184 91.80 3710
14 |\pper 85% CI 2032 2073 5166

L]
9
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APENDICE 34 — Analyze da Dosagem dos Niveis de Dopamina nos Animais Submetidos a

Convulséo Induzida por Pilocarpina.

ﬁ Twayp ANOVA
Multiple comparisons
4
1 |Number of familes 1
2 |Number of comparisons per famity 3
3 |Alpha 0.05
4
5 |Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. §5% Cl of diff. Significant? Summary Adjusted P Value
13
T | CLws. SL+PILO 350 523.0 -551.6 10 1598 No ns 0.4359
8 | CLwvs. FAR125 + PILOD 350 -2830 -3805to -1756 es i < 0.0001
9 SL + PILO 350 vs. FAR 12.5 + PILO 35 -3353 -4428 to -2279 es i < 0.0001
10
11
12 | Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. ni n2 q DF
13
14 | CLvs. SL + PILO 350 1808 1085 523.0 4137 6 8 1.788 15
15 | CL vs. FAR 12.5 + PILO 350 1608 4438 -2830 4137 6 [ 9.675 15
16 | SL + PILO 350 vs. FAR 12.5 = PILO 381085 4438 -3353 4137 6 i} 11.48 13
17
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APENDICE 35 — Coluna Estatistica da Dosagem dos Niveis de Serotonina nos Animais

Submetidos a Convulsdo Induzida por Pilocarpina.

|
B cL SL + PILO 350 |FAR 12.5 + PILO 35(
V|

1 |Number of values |5 g g
2
3 |Minimum
4 |25% Percentile
5 |Median
6 |75% Percentile
T |Maximum
g
9 |Mean 5512 1910 3164
10 | std. Deviation 9021 £o3 4 54390
11 |5td. Error of Mean|353.3 2422 2629
12

”l 13 |Lower95% CI  |488S 1287 2488
14 |Upper 95% CI B5E5O 2533 3840
4K
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APENDICE 36 — Analyze da Dosagem dos Niveis de Serotonina nos Animais Submetidos a

Convulséo Induzida por Pilocarpina.

?@ Tway ANOVA
ulbiple comparizong
Multipl
A
1 [Number of families 1
2 |Number of comparisons per famity 3
3 |Alpha 0.05
4
5 | Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. §5% Cl of diff. Significant? Summary Adjusted P Value
6
T | CLvs. 5L+ PILO 350 Iroz 2613 to 4780 Yes i < 0.0001
8 | CLvs. FAR12.5+PILO 350 2443 1359 to 3536 Yes i < 0.0001
9 5L =+ PILO 350 vs. FAR 12.5 + PILO 35 -1254 -2343t0-1638 |Yes * 0.0233
10
1
12 |Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. ni n2 q DF
13
14 | CLvs. SL+PILO 350 5512 1510 3Toz 41841 L3 8 12.45 15
15 | CLvs. FAR 12.5 + PILO 350 5812 3184 2448 41841 L3 8 &.260 15
16 | 5L+ PILO 350 vs. FAR 125 + PILO 351810 3184 -1254 41841 L3 8 4.232 15
17 |




APENDICE 37 — Coluna Estatistica da Dosagem do Contetido de Nitrito nos Animais

Submetidos a Convulsdo Induzida por Pilocarpina.

==
cL 5L+ PILO 350 FAR 12,5

V|

1 |Mumber of values |3 a a

2

3 [Minimum 1574 18.02 12.85
4 |25 Percentile  |18.58 22.02 13.95
5 |Median 18.72 2322 17.44
& [75of Percentile  [19.32 27.20 21.50
T |[Maximum 2252 .13 31.18
8

9 [Mean 18.59 2409 1858
10 |std. Deviation 2.155 3.535 5.983
11 |std. Error of Mean|0.7621 1.250 2117
12

13 |Lower 95% Cl 1679 2113 1367
14 |Upper 95% CI 20.39 27.04 2360

Y
Eil
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APENDICE 38 — Analyze da Dosagem do Contetido de Nitrito nos Animais Submetidos &

Convulséo Induzida por Pilocarpina.

E@ 1|_ua_l,l AND\!"A
Multiple comparizons
|4
1 |Number of families 1
2 |Number of comparisens per fami] 3
3 |Alpha 0.05
4
5 |Uncorrected Fisher's LSD Mean Diff. Significant? Summary Individual P Value
6
T | €L s SL+ PILO 350 -5.493 Yes * 0.0181
8 | CLvs FAR125 -0.09125 Ho ns 0.9653
9 | SL+PILO 350 vs. FAR 12,5 5.408 fes * 0.0178
10
11
i 12 |Test details WMean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. ni n2 t DF
Il 13
14 | CLvs. SL + PILO 350 18.59 2408 -5.483 2.102 i 2616 21
18 | CLvs. FAR125 18.59 18.68 -0.08125 2102 8 0.04342 21
16 | SL+ PILO 350 vs. FAR 12,5 2408 18.63 5.408 2102 8 2572 21

=
=
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APENDICE 39 — Coluna Estatistica da Dosagem do Contetido de TBARS nos Animais

Submetidos a Convulsdo Induzida por Pilocarpina.

H
CL SL+PILO 3500 FAR125

A
1 |Mumber of values |2 2 2
2
3 |Minimum 4335 4757 4288
4 [25%% Percentile 4401 503.8 4672
5 [Median 4772 6179 303.3
6 |75% Percentile 5692 7432 5821
T [Maximum 5839 763y 617.8
8
9 [Mean 4936 620.1 519.7
10 |std Deviation  |86.29 114.4 67.13
11 |Std. Error of Mean|23.47 40.45 2373
12

||| 13 [Lower9s% Cl  |443.1 5245 4636
14 |Upperos% I |554.1 715.3 575.8
iR
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APENDICE 40 — Analyze da Dosagem do Contetido de TBARS nos Animais Submetidos a

Convulséo Induzida por Pilocarpina.

E 1\_\‘3}' ANI]\!"A
Multiple comparisons
|

1 [Number of families 1

2 |Number of comparisons per famin] 3

3 |Alpha 0.05

4

5 |Uncorrected Fisher's LSD Mean Diff. Significant? | Summary Individual P Value

3

7 | CLvs. 5L+PILO 350 -1215 Yes b 0.0099%

8 | CLvs FAR125 -21.07 No ns 062728

9 | SL+PILO 350 vs. FAR 12,5 100.4 Yes ® 0.022%

10

1

12 |Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. ni n2 t DF
13

14 | CLvs. 5L+ PILO 350 4986 620.1 -121.5 4282 & & 2838 21
15 | CLvs. FAR125 4926 519.7 -21.07 42282 a2 a2 0.4520 21
16 | SL+PILO 350 vs. FAR 12,5 620.1 5197 100.4 4282 2 2 2,348 21

-
-




