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RESUMO

Piper tuberculatum Jacq. € uma espécie da familia Piperaceae conhecida popularmente
no nordeste como “pimenta de macaco”, onde ¢ utilizada na culinaria e na medicina
popular para tratar problemas estomacais, como sedativo e antidoto contra picada de
cobras. Este trabalho teve os objetivos de identificar a composicdo quimica do 6leo
essencial dos frutos da Piper tuberculatum (OEPT), a toxicidade e os possiveis efeitos
centrais da administragdo aguda do OEPT em camundongos, utilizando modelos
experimentais que avaliem os seguintes efeitos: ansiolitico, sedativo, miorrelaxante,
anticonvulsivante e hipnético. Na analise quimica foi encontrada presenca de
sesquiterpenos e monoterpenos, sendo o a-pineno (26,54%) e o B-pineno (27,74%), os
constituintes majoritarios. Quanto ao estudo toxicolégico, o OEPT apresentou
toxicidade moderada, caracterizada por piloerecdo, ambulacao reduzida e sedacdo, com
DLso de 5000 mg/kg, via intraperitoneal. No teste do campo aberto foi detectado um
efeito sedativo, caracterizado pela reducdo do ndmero de cruzamentos em 22,3%,
groomimg em 40,9% e rearing em 45,4%, em relacdo ao controle, sendo a dose efetiva
de 50 mg/kg. No labirinto em cruz elevado, os resultados também indicaram efeito
ansiolitico, uma vez que o OEPT aumentou o nimero de entradas em 76,9% e o tempo
de permanéncia em 114,7%, dos animais tratados nos bracos abertos do aparelho, de
maneira semelhante ao diazepam, sendo também a dose efetiva de 50 mg/kg. Apesar
desses resultados, ndo houve qualquer alteracdo na coordenacdo motora dos animais
tratados com o OEPT e submetidos ao teste do rota rod. Os efeitos sedativo e
ansiolitico foram parcialmente revertidos pela administracdo do flumazenil, um
antagonista GABAérgico. O OEPT também apresentou efeitos anticonvulsivante
(neuroprotetor) no teste das convulsdes induzidas por pentilenotetrazol, aumentando a
laténcia para 1= convulsdo em 94% e laténcia para morte em 193,7%, sendo a dose
efetiva, neste teste, de 200 mg/kg. Este efeito, também foi parcialmente revertido na
presenca do flumazenil. A atividade hipnética do OEPT também foi observada no teste
de potencializacdo no tempo de sono induzido por pentobarbital; onde a dose efetiva foi
de 400 mg/kg, havendo reducdo da laténcia para o sono em 54,1% e aumento na
duracdo do sono em 47,3%. De forma semelhante, a associacdo do flumazenil neste
teste também reverteu os efeitos anteriormente citados. Tomados em conjunto, 0s
resultados obtidos mostraram que o OEPT apresenta importante efeito depressor central
0 qual parece ser decorrente da possivel interacdo de seus componentes majoritarios
com o sistema GABAGérgico, o que pode justificar em parte, a utilizacdo de seus frutos
para o tratamento de algumas desordens do sistema nervoso central por parte da
populagéo.

Palavras-chaves: Piper tuberculatum Jacq, a-pineno, B-pineno, ansiedade, convulsdo
sedacdo e sistema GABAérgico.



ABSTRACT

Piper tuberculatum Jacq. (Piperaceae) is a species popularly known in the northeast as
"pimento de macaco", where it is used in cooking and in folk medicine to treat stomach
problems such as sedative and bite antidote snakes. This study had the objective of
identifying the chemical composition of the essential oil of the fruits of Piper
tuberculatum (OEPT), the toxicity and the central effects of the acute administration of
OEPT in mice, using experimental models that evaluate the following effects:
anxiolytic, sedative, muscle relaxant, anticonvulsant and hypnotic. The chemical
analysis showed the presence of monoterpenes and sesquiterpenes, and a-pinene
(26.54%) and B-pinene (27.74%), were the major constituent. As regard the toxicology
study, the essential oil showed moderate toxicity, characterized by piloerection, sedation
and decreased ambulation and the DLsy was 5000 mg/kg when administered
intraperitoneally. In the open field test it was observed a sedative effect, characterized
by reducing the number of crossings (22.3%), groomimg (40.9%) and rearing (45.4%)
compared to control, with an effective dose of 50 mg/kg. In the elevated plus-maze, the
results also indicated an anxiolytic-like effect, since the OEPT increased the number of
entries (76.9%) and the time spent (114.7%) in open arms of the apparatus, in a similar
way to diazepam, also with an effective dose of 50 mg/kg. Despite of these results, there
was no change in the coordination of the animals treated with the OEPT and submitted
to the test of route rod. The sedative and anxiolytic effects were partially reversed by
administration of flumazenila GABAergic antagonist. The OEPT also showed
anticonvulsant effects (neuroprotective) testing of the seizures induced by
pentylenetetrazol, increasing the latency to 12 convulsion (94%) and latency to death
(193.7%), with an effective dose of 200 mg/kg. This effect, however, was also partially
reversed in the presence of flumazenil. The OEPT hypnotic activity was also observed
in the potentiation test in the sleeping time induced by pentobarbitalin, where the
effective dose was 400 mg / kg, with a reduction of sleep latency (54.1%) and increased
sleep duration (47.3%). A similar way the association of flumazenil in this test also
reversed the effect previously mentioned. As a whole, the results showed that the OEPT
has important central depressant effect which seems to be due to the possible interaction
of its major components with the GABAergic system, which may explain in part their
use for the treatment of certain disorders of the central nervous system by the
population.

Keywords: Piper tuberculatum Jacg., o pinene, B pinene, anxiety, seizures, sedation
and GABAergic system.
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1. Introducéo

A emocdo é um sentimento que faz parte da condicdo humana que deve ser regulada
frente aos eventos aversivos, a fim de assegurar bem estar mental e fisico (Ochsner et al.,
2002). Apesar do pouco entendimento sobre as bases neurais das emocdes, alguns estudos
com foco neste assunto possibilitaram a compreensdo de alguns transtornos mentais
(Mocaiber et al., 2008). Este é o caso da ansiedade, definida como uma sensacdo complexa e
desagradavel, caracterizada por emocdes fortes promovidas por situacdes que representam
perigo, embasado na reacdo de luta e fuga, e dependendo do grau de manifestacédo, deixa de
ser uma condicao adaptativa tornando-se uma desordem psiquiétrica (Stahl, 2010).

Este termo foi descrito na antiguidade, em relatos sobre os estados ansiosos na obra
classica escrita no seculo VIII a. C., lliada, do renomado poeta Homero, na qual o medo e a
ansiedade decorrem de fatores externos relacionados a fendmenos sobrenaturais, como a
visitacdo de deuses ou até mesmo possessdo dos corpos por espiritos malignos (Nardi, 2006).

Estima-se que 13,6 a 28,8% da populacdo mundial sofrem com este distlrbio, um
valor preocupante, que reflete o impacto negativo para a satude (Pasquini & Berardelli, 2009).
Tal situagdo exige que os profissionais que lidam com a doenca estejam qualificados e atentos
para a eficacia do tratamento, acarretando altos custos aos cofres publicos (Balestrieri et al.,
2008).

O Manual de Diagndstico e Estatistica das Doencas Mentais classifica esse transtorno
em 8 tipos: transtorno da ansiedade da separacdo, transtorno do panico, agorafobia, fobia
especifica, transtorno de ansiedade social (fobia social), transtorno de ansiedade generalizada,
transtorno de ansiedade induzida por substancia e o transtorno de ansiedade associada a
condicdo médica (APA, 2013).

As alteracdes emocionais que os pacientes apresentam refletem diretamente no seu
comportamento, trazendo modificacdes caracterizadas pelos sintomas fisicos, decorrentes da
ativacdo do sistema nervoso simpatico: tremor, midriase, sudorese, sintomas gastrintestinais,
disturbios urinarios e hiperventilagdo (Kandel, Schwartz, Jessell, 2000).

De acordo com a neurobiologia, varias estruturas cerebrais estdo relacionadas com o
estresse, medo e ansiedade. E o caso do sistema septo-hipocampal e da amigdala,
responsaveis por receber as informacOes exteriores e interpreta-las (Margis et al., 2003). As
estruturas envolvidas no controle emocional, cognitivo e da memoria, estabelecem uma

interligacdo com o0s seus neurotransmissores, desencadeando respostas fisiologicas que
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conectam o organismo ao meio (sistema nervoso somatico) e a inervacdo de estruturas
viscerais (sistema nervoso autbnomo) (Lanotte et al., 2005).

A amigdala e o hipocampo representados na figura 1 sdo as principais areas dos
circuitos neurais que explicam a ansiedade (Rosen & Schulkin, 1998). O papel da amigdala
consiste em detectar, promover e fazer a manutencdo das emogdes relacionadas ao medo,
sendo ainda responsdvel pela coordenacdo das respostas a ameaca e situagGes que
caracterizem perigo (Phan, 2002; De Gelder, 2004; Hoistad & Barbas, 2008). Foi verificado
que lesbes nas amigdalas bloqueiam as reacBes para os estimulos condicionados e
incondicionados (Brandao et al., 2003), ocorrendo reducdo das emocdes e da capacidade em
reconhecer o medo. Todavia, observa-se um estado de vigilancia quando a mesma é
estimulada, levando ao medo e ansiedade (Graham et al., 2006), em decorréncia de alteracdes
nos circuitos a ela ligados (Branddo, 2008). Essas modificagdes tém origem neuroquimica e
estdo relacionadas a um estado de excessiva estimulacdo do SNC e/ou inibigdo do sistema
GABAérgico (Carlini & Mendes, 2011).
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Figura 1: sistema limbico

Fonte: http://www.inec-usp.org/cursos/cursoiii/circuitaria_neuronal_ansiedade.html



20

No tocante ao manejo das desordens de ansiedade, foram desenvolvidos métodos
eficazes que podem ser implementados conjuntamente ou isolados em seu tratamento, como a
farmacoterapia e a psicoterapia (Martin et al., 2007). Os primeiros farmacos utilizados no
tratamento dessas desordens foram os barbitdricos, que apesar da eficacia, possuem
toxicidade elevada, o que ocasionou no seu desuso com o passar do tempo. A descoberta dos
benzodiazepinicos marcou o curso da histdria do tratamento da ansiedade e na compreenséo
do envolvimento e funcionamento do mecanismo GABAérgico (Dinan, 2006), firmando-se
como a principal classe de farmacos utilizada, dotada de rapido efeito e boa afinidade para o
receptor GABA,, potencializando a acdo do sistema GABAGérgico, principal sistema de
inibicdo do sistema nervoso central (Flight, 2010).

Mesmo assim, durante o tratamento com os benzodiazepinicos, podem surgir efeitos
colaterais, caracterizados por: risco de dependéncia, depressdo das funcdes do SNC, efeitos
amnésicos e depressdo aditiva do SNC em associa¢do com outras substancias (Katzung et al.,
2014). Além disso, em casos de suspensdo abrupta da medicacdo hd o risco do
desenvolvimento da sindrome de privacdo, que consiste na perda de apetite, irritabilidade,
confusdo e cefaleias (Nicolini et al., 2009).

Outro grupo de farmacos empregados na terapia da ansiedade sdo os antidepressivos,
como a buspirona, que tem vantagens em relacdo aos benzodiazepinicos, por ndo provocar
sindrome de privagdo e efeito sedativo (Tyrer & Baldwin, 2006). A imipramina, da classe dos
inibidores da recaptacdo de serotonina e noradrenalina, também apresenta eficacia (Stewart et
al., 2010). Além disso, alguns inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina tiveram sua
eficacia comprovada, como, citalopram, escitalopram, fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina e
sertralina (Baldwin et al., 2011).

A escolha do medicamento estd atrelada a algumas condicdes do paciente.
Primeiramente, deve ser investigado o histérico clinico, com énfase nos tratamentos anteriores
e se ha presenca de outros disturbios. Outro aspecto a ser considerado é em relacdo as
preferéncias do paciente e 0 seu acesso aos servicos de satde. A partir dessas informacoes, a
préxima etapa € orientar quanto ao que se espera do uso do farmaco, especialmente sobre o
tempo de tratamento e os cuidados durante este periodo (Tyrer & Baldwin, 2006).

Outra opc¢éo de tratamento é a psicoterapia, técnica utilizada para direcionar o paciente
para a realidade, reduzindo as alteragdes comportamentais (Stewart & Chambless, 2009). A
psico-educacdo, a monitorizagdo dos sintomas, a reestruturagdo cognitiva e a exposi¢do ao

estimulo causador da ansiedade, sdo alguns exemplos, este ultimo tem a finalidade de fazer o
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contato do paciente com a situacdo que seja ameagadora, de forma que 0 mesmo possa
desenvolver uma adaptacdo e evitar possiveis recaidas (Arch & Craske, 2009).

Apesar destas intervencdes, 0 numero de pacientes que apresentam algum grau de
resisténcia a medicacdo ainda é elevado (Menezes et al., 2007). Com isto, é necessario que
novas condutas sejam planejadas e implementadas, proporcionando maior adesédo e melhora
da resposta diante do tratamento ao qual esteja submetido (Bystritsky, 2006).

Diante desta problematica, ha interesse quanto a obtencdo de novas drogas para o
tratamento dos transtornos de ansiedade, com uma melhor seguranca e maior eficécia, e boas
perspectivas quanto a medidas alternativas de tratamento, com énfase no desenvolvimento de
estudos neurofarmacoldgicos, visando identificar compostos com acdo tipo ansiolitica,
esclarecendo o seu mecanismo de acdo (Costa et al., 2014).

Com base nisso, o0 potencial terapéutico de muitas plantas foi descoberto, tornando-as
assim um produto fitoterapico, utilizado no tratamento da ansiedade. Entre as plantas
estudadas, a Piper methysticum (kava), tem sido destaque, seguida da Ginkgo biloba,
Matriarca recutita (camomila), Passiflora incarnata e a Galphimia glauca e a Valeriana
officinalis (Faustino et al., 2010).

Portanto, é essencial o desenvolvimento de estudos que avaliem plantas ou seus
derivados, quanto ao seu possivel efeito tipo ansiolitico. Para isso, os modelos animais tém
sido Uteis, visto que os testes que induzem ansiedade ou emocBGes em humanos sdo mais
caros, menos praticos e sao limitados por questdes eticas (Graeff & Hetem, 2004). Embora
sofram as restricGes inerentes ao fato de ndo se poderem reproduzir fidedignamente neles as
caracteristicas dos transtornos humanos, estes modelos sdo responsaveis, em grande parte,
pelo que se sabe atualmente sobre as acbes dos psicofarmacos em diversas etapas dos

processos de transmissdo sinaptica. (Gorenstein & Scavone, 1999).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Familia Piperaceae

A familia Piperaceae pertence a superordem Nymphaeiflorae e a ordem Piperales,
constituida por 14 géneros (Santos et al., 2001). Esta familia abrange uma variedade de
espécies com importancia econdmica, utilizadas em ornamentacdes, na culinaria e medicina.
No ultimo caso, essa familia é utilizada de diversas formas, como banhos arométicos, chas e
infusdes. As partes vegetais mais empregadas sao caules, frutos, folhas e raizes (Guimarées &
Giordiano, 2004).

Em se tratando das suas caracteristicas boténicas, as plantas dessa familia podem ter
porte arbustivo, herbaceo ou arboreo, chegando ateé a altura de 3 metros. O caule assume um
formato articulado e nodoso, suas folhas sdo: inteiras, dorsiventrais, alternas, raramente
opostas ou verticiladas, peciolas com estipulas (Hutchinson, 1973).

A dispersdo desta familia se da pela polinizacdo das sementes por espécies de
morcegos, que ao se alimentarem dos frutos liberam suas excretas, disseminando-as por
diversas regides (Bizerril et al., 1998), ou com acdo dos ventos e de pequenos insetos,
denominada, respectivamente, anemofilia e entomofilia, ocorrendo especialmente no sudeste
brasileiro (Figueiredo & Sazima, 2000).

No nordeste do pais, quatro géneros estdo presentes: ottonia, peperomia, piper e
pothomorphe. Regionalmente, varias espécies sdo distribuidas no estado do Ceara, com
predominancia na regido sul, principalmente nas encostas da Chapada do Araripe, no topo do
planalto e da Serra Grande, tendo preferéncia pelas serras Umidas (superficies de relevo
residuais cristalinos e proeminentes), de elevado indice pluviométrico e solos profundos. Uma
caracteristica marcante, é o endemismo da espécie Piper rufipilum Yunck no estado do Ceara,
encontrada apenas nas florestas imidas da Chapada do Araripe, e a presenca da Peperomia
lanceolato-peltata C.DC., espécie presente em outros paises da Americana Latina, mas que no
Brasil sua ocorréncia é apenas nesse estado (Guimardes & Giordano, 2004).
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2.2 Género Piper: aspectos botanicos, quimicos e farmacologicos

O género Piper é um dos principais da familia Piperaceae e suas espécies sao
empregadas como condimentos e na medicina alternativa. Esta distribuido geograficamente
em ambos os hemisférios de forma especial nas regides tropical e subtropical. Estima-se que
exista cerca de 700 espécies (Reigada et al., 2007), representando 2/3 das espécies descritas
nos paises neotropicais e, desse total, cerca de 300 espécies sdo endémicas do sudeste da Asia,
incluindo o leste das ilhas da india e o norte da Australia. No continente Americano, ha a
ocorréncia de aproximadamente 90 tipos na América Central (Dyer et al., 2004). A Colémbia
€ 0 pais em que h& uma maior predominancia de Piper na América do Sul, com maior
frequéncia na regido Andina, principalmente nos bosques imidos e tropicais (Quijano-Abril et
al., 2006). Os locais do desenvolvimento das espécies alternam-se, desde clareiras como em
areas perturbadas a florestas imidas de terras baixas (Tebbs, 1989).

Logo abaixo, o mapa representado na figura 2 mostra a distribuicdo geografica do

género Piper no mundo.
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Figura 2: Distribuicao geografica do género Piper no mundo.

Fonte: Jaramillo et al., 2001.

Do ponto de vista botanico, este género apresenta-se como subarbustos, arbustos ou
arvoretas, medindo de 1 a 5 metros, podendo chegar até 10 metros. Os caules sdo geralmente
lignificados, nodosos e ramosos. As folhas contém peciolo longo, e sdo alternas ao caule. O

limbo e simples, tendo sua margem inteira, com diferentes formas e de variavel tamanho. As
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flores sdo sésseis, aperiantadas, dispostas em espigas opostas as folhas, variando de
comprimento e espessura, eretas, subcurvas ou curvas, acompanhadas de peddunculos delgados
ou espessos, de 2 a 5 estames e 3 a 4 estigmas, filiformes, curvas, estilosos ou sesseis. Ovario
ovoide ou subovdide. Os frutos sdo druptos globosos com pericarpo pouco espessado
(Guimarées & Giordano, 2004).

A investigacdo fitoquimica das espécies de Piper revelou a presencga de uma variedade
de substancias importantes, como, alcaléides/amidas, lignanas, neolignanas e terpenos
(Parmar et al., 1997). A primeira amida isolada das espécies do género Piper foi a piperina
(Lee et al., 1984), que logo apresentou vérias propriedades farmacoldgicas. As lignanas séo
compostas por duas unidades, C6 e C3, ligadas ao carbono B da cadeia lateral, caracterizadas
pelas vérias atividades bioldgicas (MacRae & Towers, 1984). A primeira lignana isolada de
uma piperaceae foi a sesamina, extraida da Piper peepuloides. Com relacdo as neolignanas
identificadas, existem varias moléculas ja isoladas, como a Isodihidrofutoquinol A e B,
Isofutoquinol A e Futoquinol/Hancinona D, isoladas da Piper futokadsura (Matsui &
Munakata, 1976) e da Isofutoquinol B, Kadsurin A e B e Lancifohn C, isoladas da Piper
argyrophylum (Singh et al., 1996). Referente a analise dos 6leos essenciais, varios terpenos
foram identificados, havendo predominancia de monoterpenos ou sesquiterpenos (Parmar et
al., 1997). Nas espécies Piper decurrens (Chauret et al., 1996), Piper auritum (Ampofo et al.,
1987) e Piper aduncum (Orjala et al., 1993), foi identificado o transfitol, um diterpeno.

Alguns extratos e substancias isoladas de espécies de Piper apresentam atividades
farmacoldgicas, dentre elas a antiinflamatoria. VVaghasiya et al (2007) demonstrou que extrato
metanolico das folhas da Piper sarmentosum, Piper argyrophyllum e Piper longum, inibiram
0 edema de pata induzido por dois agentes, a carragenina e a dextrana. Na investigacdo com o
extrato etandlico das hastes da Piper interruptum Opiz. e dos frutos da Piper chaba Linn.,
houve acdo antiiflamatoria nos testes do edema de orelha induzido por etil-fenilpropiolato, e
na inducdo de granulomatoma, sugerindo que o mecanismo seja semelhante aos farmacos
antiinflamatérios ndo esteroidais (Sireeratawong et al., 2012). Em relacdo as amidas
piperovatina e a piperlonguiminina, isoladas das folhas da Piper ovatum, foi observada
reducdo do edema de orelha induzido por 6leo de crdton, sugerindo ser eficaz no tratamento
da inflamagé&o topica (Silva et al., 2008).

Estudos demonstraram a capacidade de inibicdo das enzimas ciclooxigenase | e 5-
lipoxigenase de alguns compostos isolados de espécies de Piper, com énfase para as amidas

alifaticas insaturadas. A Piper kadsura destacou-se na inibicdo da formacéo de leucotrienos,
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enquanto que a Piper boehmeriifolium impediu com maior eficacia a atividade da enzima
ciclooxigenase (Stohr et al., 2001).

Além do efeito antiinflamatdrio, o extrato aquoso das folhas da Piper sarmentosum,
mostrou ter efeito antinociceptivo, dose dependente, nos modelos de contor¢cdes abdominais
induzidas por &cido acético e no teste da placa quente, efeito este mediado por receptores
opidides periféricos e centrais (Zakaria et al., 2010). Com a Piper longum, o extrato da raiz
promoveu reducdo das contor¢des abdominais induzidas pelo mesmo agente, demonstrando
potente efeito antinociceptivo (Vedhanayaki et al., 2003).

Na busca por novas substancias antibacterianas com menos efeitos colaterais, algumas
piperaceaes mostraram-se promissoras. O extrato das sementes da Piper nigrum L. inibiu de
maneira significativa o crescimento da Salmonella typhi (Deshwal, 2013). Substancias
isoladas da Piper longum mostraram-se ativas contra bactérias gram-negativas e em menor
grau contra bactérias gram-positivas (Reddy et al., 2001). O extrato etandlico das folhas de
Piper betel exibiu amplo espectro de acdo quando testado contra quatro espécies bacterianas:
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiellapneumonia, Proteus vulgaris e Staphylococcus aureus, ,
semelhante a ceftriaxona (Datta et al., 2011).

No tocante a atividade antioxidante, o extrato etandlico da Piper cubeba promoveu
eliminacdo dos radicais livres. Este efeito foi atribuido aos compostos presentes,
principalmente os polifendis (Nahak & Sahu, 2011). A Piper guineense, Piper umbellatum e
Piper nigrum também apresentaram efeito antioxidante, atuando contra a formacao da placa
de ateroma, reduzindo os niveis lipidicos plasmaticos e espécies reativas de oxigénio (Agbor
etal., 2012).

Em testes laboratoriais utilizando ratos diabéticos, o extrato das folhas da Piper
auritum foi capaz de diminuir o estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica mitocondrial, e
desencadeou melhora no metabolismo lipidico, bem como a reducdo das espécies reativas de
oxigénio (Gutierrez et al., 2012).

Outra atividade farmacoldgica observada na literatura foi a capacidade de combater a
leishmaniose, considerada uma doenca negligenciada. Um estudo com o 6leo essencial das
folhas de Piper claussenianum inibiu o crescimento das formas promastigotas da Leishmania
brasilensis (Marques et al., 2010). Da Piper malacophyllum foi isolado um alkenylphenol,
caracterizado por 4-[(30E)-decenyl] phenol (gibbilimbol B), responsavel pela a¢do contra a
Leishmania spp. Promastigotas e amastigotas e contra as formas tripomastigotas de
Trypanossoma cruzi (Oliveira et al., 2012). Quando investigado o extrato e fragOes das folhas

da Piper regnellii var pallescenses, houve inibi¢cdo do crescimento das formas promastigotas
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de Leishmania amazonensis cultivada em meio de Warren a 28 °C durante 72 horas
(Nakamura et al., 2006), efeito também apresentado pela ciclopentandiona isolada das raizes
da Piper carniconnectivum (Paes-Gongalves et al., 2012).

Algumas espécies deste género apresentaram efeitos benéficos sobre o sistema
cardiovascular. O extrato das folhas da Piper aduncum, quando administrado por via oral
reduziu os niveis pressoricos de ratos hipertensos induzidos por L-NAME. Este extrato é rico
em alcaloides, compostos fendlicos, flavonoides e taninos, e provavelmente esses compostos
estejam estimulando a atuacdo de substancias vasodilatadoras e a sintese de oxido nitrico
(Arroyo et al., 2012).

Em aorta de coelhos, o extrato aquoso da Piper sarmentosum reduziu as lesdes
ateroscleroticas induzidas por uma alimentacdo rica em colesterol (para cada 200 g de racdo
foram adicionadas 2 g de colesterol). O efeito anti-aterogénico foi atribuido a acédo
antioxidante, como também pela atividade da naringinina, composto com propriedades anti-
aterogénicas (Amran et al., 2010).

Além disso, o extrato da espécie supracitada exerceu efeito protetor contra a cirrose
hepética em ratos, observando-se diminuicao dos valores de TGP, bilirrubina total, bilirrubina
direta e albumina (Arroyo et al., 2012).0 efeito hepatoprotetor também foi verificado com a
utilizacdo de amidas isoladas dos frutos da Piper chaba, dentre essas a piperina demonstrou
melhores resultados em dose dependente, com 5 e 10 mg/kg (Matsuda et al., 2009).

Um estudo clinico envolvendo pacientes recentemente diagnosticados com diabetes
tipo 2, mostrou que capsulas compostas de p6 pulverizado dos frutos de Piper betel,
proporcionou reducdo do nivel de glicose sanguinea, considerado candidato nutracéutico para
o0 tratamento do diabetes tipo 2 (Hewageegana et al., 2011). Além dessa espécie, 0 extrato
aquoso da Piper rostratum promoveu reducdo dos niveis séricos de glicose em coelhos
diabéticos, assim como em pacientes portadores do diabetes melitus tipo 2 (Ridtitid et al.,
1998). Qutro trabalho evidenciou que o extrato aquoso da Piper sarmentosum administrado
durante sete dias por via oral, reduziu o nivel de glicose no plasma em ratos normais,
enguanto que 0 mesmo extrato e nas mesmas doses ndo reduziu a glicose plasmatica em ratos
diabéticos (Peungvicha et al., 1998).

Para melhor compreensao dos efeitos no sistema nervoso central das espécies de Piper,
foi elaborada uma revisdo sistematica baseada em métodos estritamente criteriosos para
garantir que os estudos encontrados fossem observados quanto a sua validade e qualidade
(De-La-Torre-Ugarte-Guanilo et al., 2011). Para isso, realizou-se uma busca rigorosa em

algumas bases de dados, seguida de uma analise critica das informacdes coletadas. Todo o
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estudo foi conduzido de acordo com a seguinte pergunta: Quais as plantas do género Piper
que apresentam atividade farmacoldgica no sistema nervoso central?

Foram utilizados os descritores Piper, Piper tuberculatum, Piper methysticum, Piper
nigrum, e Piper angustifolium, nas seguintes bases de dados: Bioline internacional, Bridge
Base Online (BBO), Directory of Open Access Journals (DOAJ), Highwire, indice
Bibliogréafico Espanhol de Ciéncias da Saude (IBECS), Literatura Latino-Americana e do
Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), Medline (PUBMED), Scientific Electronic Library
Online (Scielo).

Ao final da busca foram selecionados os estudos que abordaram efeitos no sistema
nervoso central promovido por alguma espécie do género. Logo em seguida, aplicaram-se
critérios de inclusdo e exclusdo, com a finalidade de escolher as publicacdes que atenderam o
objetivo deste estudo.

Para exclusdo dos estudos que ndo se adequaram a esta revisdo, foram utilizados os
seguintes critérios: ser repetido nas bases de dados; teses; dissertacdes; artigos de revisao; ndo
especificar qual o material utilizado (extrato, 6leo ou substancia isolada) para a execucao dos
experimentos; pesquisas que trataram da associacdo de espécies para obtencdo do efeito
central, onde uma das espécies seja de outro género; e trabalhos que relataram alguma
atividade central associada a uma patologia que néo era foco deste estudo.

Em relacdo aos critérios de inclusdo, adotaram-se 0s seguintes: estudos clinicos
randomizados, estudos pré-clinicos (in vivo e in vitro), idiomas (espanhol, inglés, portugués e
francés), estudos entre os anos de 1938 a 2014 e trabalhos que especificaram o material
vegetal utilizado nos experimentos). A partir da aplicacdo de todos esses critérios, os estudos
incluidos foram submetidos a uma leitura rigorosa para a coleta de informacGes, seguido de
uma andlise critica, obtendo-se um panorama geral das espécies do género Piper que
apresentam atividades no sistema nervoso central.

Ao final da busca foram encontrados 2.496 artigos, destes 89 foram selecionados.
Quando aplicado os critérios de exclusdo e inclusédo, apenas 26 estiveram de acordo com o
objetivo desta revisdo. Dos estudos inclusos, foi verificado dois perfis distintos: clinicos (6),
pré-clinicos, in vivo (15) e in vitro (7).

De acordo com o levantamento realizado, verificou-se 12 espécies de Piper que
promoveram algum tipo de efeito farmacoldgico no sistema nervoso central: Piper aduncum
L., Piper amalago L., Piper capense L. f., Piper guineense, Piper longum Linn., Piper

laestispicum C. DC., Piper methysticum, Piper mikaniamum, Piper nigrum L., Piper
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tuberculatum Jacq., Piper retrofractum e Piper solmsiamun C. DC. Estando organizadas na
tabela abaixo.



Quadro 1: Espécies do género Piper com atividades farmacoldgicas no sistema nervoso central
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Extrato/Oleo essencial/Substancia

Espécie Pais isolada Tipo de estudo Resultados Referéncia
Estudo pré-clinico (in  Efeito neuroprotetor no modelo de
Piper aduncum Linn. Peru Extrato hidroacoolico das folhas vitro) neurodegeneracao Zaaetal., 2012
Efeito ansiogénico nos testes do
Piper amalago var. medium Estudo pré-clinico (in  campo aberto e labirinto em cruz
Linnaeus Brasil Extrato metandlico das folhas Vivo) elevado Lopes et al., 2012
Moderada afinidade para o receptor
) Piperina e 4,5-dihydropiperine (amidas Estudo pré-clinico (in  GABAs 0 que pode favorecer a
Piper capense L. f. Africa do Sul isoladas das raizes) vitro) atuacdo em diferentes alvos. Pedersen et al., 2009
) Estudo pré-clinico (in A inalagdo do Oleo essencial
Piper guineense Japéo Oleo essencial dos frutos Vivo) provocou efeito tranquilizante Tankam & Ito, 2013
Piperina, piper longuminina e
Dihydropiperlonguminina (alcal6ides Estudo pré-clinico (in ~ Melhorou a disfungdo motora e a
Piper longum Linn. China isolados das sementes) Vitro) deplecdo de dopamina Liuetal., 2013
Estudo pré-clinico (in
Piper longum Linn. Bangladesh Extrato metanolico das folhas vivo) Efeito depressor Manum et al., 2011
) Aumentou a biodisponibilidade da
Piper longum Linn. India Piperina (Synthit Pharma) Estudo clinico carbamazepina Pattanaik et al., 2009
Estudo pré-clinico (in
Piper longum Linn. Japéo Piperina (Sigma-Aldrich) vivo) Foi sugerido efeito antidepressivo Mao et al., 2011
i Aumentou a biodisponibilidade da
Piper longum Linn. India Piperina (Embiotic Laboratories) Estudo clinico fenitoina Pattanaik et al., 2006
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Piper longum Linn.

Coréia do Sul

Piperina (isolada dos frutos)

Estudo pré-clinico (in
Vivo e in vitro)

O composto  promoveu efeito
antidepressivo, possivelmente pela
inibicdo da monoamina oxidase

Lee et al., 2005

Estudo pré-clinico (in

O alcaldide apresentou atividade

Piper lastispicum C. DC. China Laetispicine (amida isolada das hastes) Vivo) antidepressiva Yao et al., 2009
Estudo pré-clinico (in
Piper laetispicum C. DC. China Extrato acetato de etila das hastes vivo) Promoveu atividade antidepressiva Xieetal., 2011
Estudo pré-clinico (in  Efeito tipo ansiolitico, semelhante ao
Piper methysticum G. Forster Alemanha Extrato etandlico das raizes Vivo) diazepam Rex et al., 2002
Estudo pré-clinico (in
Piper methysticum G. Forster USA Extrato etandlico das raizes Vivo) Efeito ansiolitico e sedativo Garret et al., 2003
Estudo pré-clinico (in
Piper methysticum G. Forster USA Extrato e fracdes vivo) Efeito ansiolitico Feltenstein et al., 2003
Cépsulas fornecidas pelo Lichtwer-
Piper methysticum G. Forster Inglaterra Pharma UK Ltd Estudo clinico Efeito hipnotico Wheatley, 2001
Piper methysticum G. Forster Alemanha Extrato WS® 1490 Estudo clinico Efeito ansiolitico Geier et al., 2004
Cépsulas fornecidas pela MediHerb Doses agudas de kavalactones ndo
Piper methysticum G. Forster Australia Pty Ltd. (Warwick, Australia) Estudo clinico promoveu efeito ansiolitico Sarris et al., 2012
Piper methysticum G. Forster Alemanha Extrato WS® 1490 Estudo clinico Efeito ansiolitico e boa tolerancia Malsch & Kieser, 2001
Reducdo dos sintomas associados a
Piper methysticum G. Forster Alemanha Extrato WS® 1490 Estudo clinico ansiedade neurotica Gastpar et al., 2003
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Estudo pré-clinico (in

Provocou efeito ansiogénico nos
testes do campo aberto e labirinto em

Piper mikanianum Kunth Brasil Extrato metanolico das folhas Vivo) cruz elavado Lopes et al., 2012
Inibe de forma seletiva a monoamina
oxidase B, considerada assim uma
Estudo pré-clinico (in  possivel forma de tratamento para a
Piper nigrum Linn. USA Piperina (Sigma Aldrich) Vitro) doenca de Parkinson Al-Baghdadi et al., 2012
) Estudo pré-clinico (in
Piper nigrum Linn. Austria Piperina (Sigma) Vivo) Propriedades ansioliticas Khom et al., 2013
Efeito neuroprotetor por meio da
Piperina (China National Institute for the supressdo das descargas neuronais,
Control of Pharmaceutical and Estudo pré-clinico (in  liberag8o pré-sinptica do glutamato e
Piper nigrum Linn. China Biological Products (Beijing, China) Vitro) da sobrecarga de Ca. Fu et al., 2010
Estudo pré-clinico (in O composto isolado apresentou efeito
Piper tuberculatum Jacq. Brasil Piplartina (amida solada das raizes) Vivo) ansiolitico e antidepressivo Felipe et al., 2007
Os compostos apresentaram atividade
Piperodiona, (2E,12E)- neurotréfica, (a¢do indicada para o
Pipertridecadienamida e N-Isobutyl- tratamento de doencas
(2E,4E,10Z)-hexadeca-2,4,10-trienamida  Estudo pré-clinico (in  neurodegenerativas, como 0
Piper retrofractum Vahl. Japéo (isoladas dos frutos) vitro) Alzheimer) Kubo et al., 2013
Oleo essencial das folhas e seu Estudo pré-clinico (in ~ Foram verificados efeitos excitantes e
Piper solmsianum C. DC. Brasil constituinte majoritario (sarisan) Vivo) depressores Moreira et al., 2001




32

Considerando a necessidade por novas alternativas para o tratamento dos disturbios do
sistema nervoso central, foi possivel identificar nesta revisao as espécies do género Piper que
promovem atividade farmacolodgica central, onde algumas sdo utilizadas na medicina popular
de acordo com a literatura (Lopes et al., 2012).

O primeiro estudo com este género foi realizado com a Piper methysticum G. Forster.
De acordo com Veen (1938) apud Klohs et al (1959), o uso das raizes dessa espécie foram
capazes de aliviar a fadiga e combater a ansiedade. Os polinésios e outros povos antigos
utilizaram o extrato da Piper methysticum G. Forster com estas finalidades. Nesse sentido,
acreditou-se que a referida espécie continha substancias capazes de promover alguma
alteracdo no sistema nervoso central e que outras com 0 mesmo grau de parentesco
apresentariam alguns desses efeitos.

Do género Piper, a Piper methysticum G. Forster, também conhecida como kava,
representa a espécie mais estudada do ponto de vista farmacoldgicos e com énfase no sistema
nervoso central, deixando evidente a sua relevancia para a fitoterapia, principalmente no
tratamento da ansiedade e insénia. Apesar disso, segundo Ernst (2004) o seu é restrito em
alguns paises, por promover hepatotoxicidade.

Nos experimentos pre-clinicos (in vivo) com a Piper methysticum G. Forster, o extrato
demonstrou atividade semelhante aos farmacos utilizados na terapia da ansiedade, como o
diazepam e o clordiazepdxido, relacionando sua agdo a via GABAérgica. No estudo de Garret
et al (2003), o flumazenil, antagonista do receptor GABA A, mostrou que o efeito do extrato da
Piper methysticum G. Forster ndo foi revertido. Desta forma, provavelmente outro mecanismo
seja responsavel pelo efeito observado. De acordo com Yuan et al (2002), o mecanismo de
acdo da kavalactona, um dos compostos presente na Piper methysticum G. Forster
responsaveis pelas acGes psicoativas ainda é obscuro, na literatura encontra-se informacgoes
contraditdrias quanto a sua interacdo com o sistema GABA.

Com relacdo as pesquisas clinicas, o extrato padronizado (WS® 1490) da Piper
methysticum G. Forster teve destaque, indicando efeito ansiolitico (Gastpar et al., 2003; Geier
et al., 2004; Malsch et al., 2001). Todos os estudos citados mostraram a eficacia desse produto
natural. Outro aspecto abordado diz respeito sobre a sua tolerancia, garantindo o minimo de
efeitos colaterais e contribuindo para o seu uso de forma segura. No trabalho de Malsch et al
(2001), o extrato WS® 1490 mostrou-se eficaz quando substituiram os benzodiazepinicos.
Mesmo assim, a utilizacdo da Piper methysticum G. Forster como fitoterapico dever ser
cuidadosa, visto que existe a possibilidade de interagdes medicamentosas e o

desenvolvimento de reacOes adversas (Justo & Silva, 2008).
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No trabalho de Sarris et al (2012), no primeiro ensaio com humanos utilizando
administracdo aguda da kava na dosagem de 180 mg/kg, ndo foi detectado efeito ansiolitico.
Por outro lado, observou-se auséncia de déficits cognitivos e melhora do humor, dados
previamente observados na pesquisa de Laporte et al (2011). A auséncia da atividade
ansiolitica pode ser atribuida a dois fatores: o efeito ndo seja obtido com o tratamento agudo,
bem como na dosagem utilizada (Sarris et al., 2012).

O extrato da Piper methysticum G. Forster apresentou melhora na qualidade do sono
dos pacientes tratados (Wheatley, 2001), tornando-o candidato como hipnotico e ansiolitico
geral. Entretanto, o proprio autor revela que tal estudo serviu para o direcionamento de novas
pesquisas mais detalhadas, para obtencéo de resultados mais consistentes, visto que ndo foi
realizado controle placebo, nem duplo cego, como nos estudos anteriormente descritos.

Em estudos com substancias isoladas, a Piper longum Linn. e Piper nigrum Linn.
foram as espécies de maior ocorréncia, piperina apresentou maior nimero de citagfes. Alguns
autores confirmaram a influéncia desta amida na farmacocinética da carbamazepina
(Pattanaik et al., 2009) e da fenitoina (Pattanaik et al., 2006). Além disso, foi visto efeito
antidepressivo (Mao et al., 2011), neuroprotetor (Fu et al., 2010) e antiparkinsoniano, uma vez
que a molécula promoveu inibicdo da MAO B (Al-Baghdadi et al., 2012). Esta amida também
foi testada em animais, indicando efeito tipo ansiolitico (Khom et al., 2013).

As amidas isoladas da Piper capense L. f.. a piperina e a 4,5-dihydropiperina,
mostraram afinidade moderada para o receptor GABAAa (Pedersen et al., 2009). Além disso, a
Piperodiona, a (2E,12E)-Pipertridecadienamida e a N-Isobutil-(2E,4E,10Z)-hexadeca-2,4,10-
trienamida, apresentaram acdo neurotrofica (Kubo et al., 2013) e efeito neuroprotetor (Zaa et
al., 2012). Os alcaldides Piperina e Dihidropiperlonguminina isolados das sementes de Piper
longum Linn. inibindo a deplecdo de dopamina (Liu et al., 2013). Para Rogero et al (2003), os
testes in vitro sdo mais vantajosos do que in vivo com relacdo a dois aspectos: sdo realizados
em um periodo de tempo menor, garantindo rapida obtencdo dos dados, além de permitir a
limitagc&o das variaveis experimentais.

Baseado nas publicacdes avaliadas foi visto que o efeito ansiolitico € predominante em
algumas espécies do género, como Piper tuberculatum Jacq. (Felipe et al., 2007). No entanto,
a Piper mikanianum Kunth e a Piper amalago var. medium Linnaeus, apresentaram efeito
ansiogénico (inducdo da ansiedade) no teste do labirinto em cruz elevado, evidenciado por
aumento no tempo de permanéncia dos animais nos bragos fechados do equipamento (Lopes

etal., 2012). Ainda de acordo com o autor, o que pode ter provocado tal efeito foi a utilizagéo
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de doses elevadas, que possivelmente desencadeou uma acdo de saturagdo nos receptores
centrais.

Outro aspecto relevante é quanto a facilidade de encontrar espécies do género Piper,
Uteis na medicina, como por exemplo, a Piper guineense, planta que mostrou ter efeito
tranquilizante, sendo alvo para o desenvolvimento de uma terapia alternativa. Em relagéo aos
compostos responsaveis por este efeito, é atribuido em parte ao 3,5-dimethoxitolueno e ao
linalol, seus compostos majoritarios. Quando testados isoladamente, esses constituintes
apresentaram acdo menos acentuada em comparacdo ao Oleo essencial. Dessa forma, é
sugerido que ha sinergismo com os outros componentes do Oleo essencial (Tankan & Ito,
2013).

Da mesma forma que a Piper guineense, o 6leo essencial da Piper solmsianum C. DC.,
foi caracterizado por sua capacidade de gerar efeito depressor no SNC. Esta atividade foi
verificada por meio do teste da potencializacdo do sono com o pentobarbital (Moreira et al.,
2001). Mesmo assim, ndo se pode afirmar com certeza sobre tal propriedade farmacoldgica,
pois, drogas que interferem na biotransformacéo do pentobarbital pelo complexo enzimatico
do citocromo P-450 podem apresentar os mesmo efeitos de drogas depressoras do SNC
(Blumenthal, 2000).

As atividades que foram verificadas por meio dos experimentos clinicos e pré-clinicos
(in vivo e in vitro), permitiram tracar um perfil geral das propriedades farmacoldgicas
centrais, assegurando o uso popular, bem como, servindo para o desenvolvimento de novos
farmacos. Essa caracterizacdo é marcada pela identificacdo dos principios ativos, o que torna
ainda maior a validade dos estudos apresentados.

Independente do tipo de estudo, local realizado, ano de publicacdo, e espécies
investigadas, algumas considera¢fes podem ser feitas: a piperina é o principal alcaldide que
pode ser encontrado na Piper longum Linn. e Piper nigrum Linn. (Pattanaik et al., 2009;
Pattanaik et al., 2006; Mao et al., 2011; Lee et al., 2005; Pedersen et al., 2009); a piplartina
identificada e isolada das raizes da Piper tuberculatum, foi apresentada em um dnico trabalho
(Felipe et al., 2007), assim como a laetispicine, isolada da Piper laestispicine C. DC. (Yao et
al., 2009). Algumas espécies, como a Piper aduncum L., Piper amalago, Piper capense L. f.,
Piper guineense, Piper mikanianum Kunth, Piper solmsianum C. DC e a Piper tuberculatum
Jacq., tiveram apenas um estudo, o que leva a acreditar que existe uma lacuna quanto a acéo
investigada, no que diz respeito a identificagdo dos compostos responsaveis pelas atividades e

0s mecanismos pelos quais agem, possibilitando a apresentacdo de um trabalho mais refinado.
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Apesar de a revisdo sistematica conter falhas, como as limitagdes por encontrar
ensaios clinicos randomizados de relevancia e os que foram detectados possam apresentar
tendéncia na exposicao dos resultados positivos, este fato impede que conclusbes consistentes
sejam tomadas (Ernst et al., 2006). Este trabalho proporcionou caracterizar um panorama
geral das espécies e suas atividades farmacologicas no SNC. De acordo com Cook et al
(1997), este tipo de estudo permite ter uma visdo ampla e esclarecida dos estudos primarios,
fazendo um levantamento dos aspectos positivos e negativos, bem como direcionar o
planejamento de outras pesquisas.

Dessa forma, mesmo encontrando poucas pesquisas com espécies do género Piper
com efeitos no sistema nervoso central, as publicacdes encontradas e selecionadas séo
relevantes, possibilitando a busca por novas substancias eficazes no tratamento dos disturbios
do SNC.
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2.3 Espécie Piper tuberculatum Jacq. : aspectos botanicos, quimicos e farmacolégicos

Piper tuberculatum popularmente conhecida como “pimenta de macaco”, ¢ uma
piperaceae que apresenta importancia econdmica e medicinal. No Brasil, € encontrada em
varios estados, como; Amazonas, Rondb6nia, Para, Maranhdo, Piaui, Ceara, Paraiba,
Pernambuco, Rio de Janeiro e Mato Grosso (Guimardes & Giordiano, 2004). E utilizada
empiricamente com sedativo, antidoto para veneno de cobras (Aradjo-Junior et al., 1999), e
ainda no tratamento de problemas estomacais (Chaves et al., 2006).

Quando avaliado seus aspectos boténicos, a espécie pode apresentar-se como arbustos
com 2 a 2,5 m de altura e ramos pubérulos. Suas folhas possuem bainha alada, lamina
oblongo-eliptica ou ovado eliptica, base assimétrica e apice agudo, de textura papiraceo-
membranacea, brilhante, nervuras ascendentes em numero de 8-10 pares, perinérveas,
dispostas até o apice da lamina. As espigas dessa espécie sao eretas, com comprimento de 4-7
cm, bractéolas triangular-subpeltadas, marginalmente franjadas e a drupa é tetragonal, ovada
ou subovada, lateralmente comprimida (Guimardes & Giordiano, 2004). Uma curiosidade é
que essa espécie é semelhante morfologicamente a Piper arboreum, a diferenca entre as duas
se da pela pilosidade, suas laminas sd&o em menor comprimento, 0s pedinculos maiores e

presenca de tubérculos especialmente nos nos caulinares (Junior et al., 2014).

A classificacdo botanica da Piper tuberculatum segue na tabela 2, logo abaixo (Cronquist,
1981).
Tabela 1: Classificacdo botanica da Piper tuberculatum Jacqg.

Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Magnoliidae
Ordem Piperales
Familia Piperaceae
Género Piper

Espécie Piper tuberculatum
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Figura 3: Foto do arbusto da Piper tuberculatum Jacq com folhas e frutos.

Dando énfase aos estudos fitoquimicos, a literatura descreve trabalhos desenvolvidos
com a finalidade de detectar e isolar metabdlitos secundarios oriundos da espécie, é o caso da
piplartina, do seu dimero piperdardina (Braz-Filho et al., 1981), piperetina , piperina (Araujo-
Junior et al.,, 1997), acido 3,4-metilenodioxi-cinamico (Simmonds & Stevens, 1956),
piplaroxido, demetoxipiplartina (Capron & Wiemer 1996), cefaranona B (Aradjo-Junior et al.,
1999), Aa;p-dihidropiperina, dihidropiplartina, 8(Z)-N-12,13,14-trimetoxicinamoila)-A 3-
piridin-2-ona, 5,6-dihidropiperlonguminina, pellitorina, (Navickiene et al., 2000), N- [10-
(13,14-metilenodioxidofenil)-7(E)-9(E)-pentadienoila]-pirrolidina, N-[10- (13,14-
metilenodioxifenil)-7(E)-pentadienoila-pirrolidina, fagaramida, trans-6,7,8-trimetoxi-
dihidrocinamato de metila, 6,7,8-trimetoxidihidrocinamato de metila (Silva et al., 2002),
piperina (Chaves et al., 2003).

As amidas isobutilicas, presentes em Piper tuberculatum sdo responsaveis pela acéo
inseticida. Essa atividade foi verificada contra a broca da cana-de-agUcar, Diatraea
saccharalis e Anticarsia gemmatalis (Navickiene, 2003). Além disso, o extrato das folhas
demonstrou o mesmo efeito, servindo até como uma possivel alternativa para o controle de
pragas utilizando métodos naturais (Scott et al., 2004). A atividade antifungica € outra acdo
apresentada pelas amidas, verificada em estudos contra fungos fitopatdgenos: Cladosporium
sphaerospermum e Cladosporium cladosporioides (Navickiene et al., 2000). Em um trabalho
realizado no Brasil, o extrato das inflorescéncias, talos e frutos mostrou esse efeito contra

Trichophyton rubrum, Mycosporum canis € Mycosporum gypseum (Palacios et al., 2009).
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Nessa espécie o0 &cido 3,4,5-trimetdxidihidrocindmico foi identificado pela primeira
vez e mostrou ser eficaz contra a agdo do TNF a sobre a liberagdo de ICAM-1 pelas células
(Kumar et al., 2005). Este mesmo &cido e mais dois alcaloides isolados dos frutos, a piplartina
e a dihidro-piplartina, assim como o0 extrato bruto, sdo capazes de produzir efeito
antinociceptivo em contorg¢Ges abdominais induzidos por acido acético (Rodrigues et al 2009).

O efeito inibidor da agregagdo plaquetéria induzida por colageno, acido araquidénico e
pelo fator ativador de plaquetas foi observado com a piplartina (Fontenele et al., 2009). Este
composto apresentou também efeito espasmolitico na aorta de ratos, resultando na reducao
dos espasmos induzido por KCL, indicando uma possivel relagdo com os canais de potassio
dependentes de voltagem (Oliveira, 2000).

Quanto a atividade antitumoral, foram obtidos resultados promissores, com énfase na
inibicdo da proliferacdo de algumas linhagens de células tumorais (HL-60 — leucemia
promielocitica humana, B16 — melanoma murino, HCT-8 — carcinoma de co6lon humano,
CEM - leucemia linfocitica humana, K-562 — leucemia mielocitica crénica humana e
JUKART - leucemia de células T humanas), apontando para um provavel efeito anti-
proliferativo, ligado a inibicdo da sintese do DNA e com a morte por apoptose, e necrose
(Bezerra et al., 2006; Bezerra et al., 2007; Bezerra et al., 2008).

No efeito larvicida, foi apontado que o extrato metandlico das folhas resultou em
100% de mortalidade das larvas do Aedes aegypti (Pohlit et al., 2004), assim como na
utilizacdo do 6leo essencial das folhas (Lavor et al., 2012).

Considerando o fato do desenvolvimento da pesquisa experimental, muitas
propriedades farmacoldgicas de uma variedade espécies vegetais tém sido identificadas em
modelo animais, proporcionando fonte para o desenvolvimento de terapias alternativas. Além
dessa triagem, sdo empregados métodos neuroquimicos permitindo o evidenciamento dos
mecanismos de acdo responsaveis por tais efeitos (Sousa et al., 2008). Em se tratando da
Piper tuberculatum alguns compostos quimicos com atividades biologicas foram
identificados, indicando a relevancia dessa espécie para a medicina e favorecendo ao
planejamento e execucdo de futuros estudos.

Apesar disso, hd uma escassez de trabalhos cientificos com abordagem dos efeitos
farmacologicos no sistema nervoso central com a Piper tuberculatum Jacg. Assim o
desenvolvimento desta pesquisa € justificado por acreditar na obtencdo de dados relevantes
gue poderdo contribuir para a busca de alternativas terapéuticas utilizadas para os transtornos

psiquiatricos, visto que esta espécie ja foi citada na literatura por promover alteracdes no
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sistema nervoso e possuir parentesco com espécies de Piper que j& tiveram seus efeitos

centrais comprovados.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Auvaliar os efeitos centrais da administracdo aguda do 6leo essencial de Piper
tuberculatum Jacq. (OEPT) em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

e Preparar uma exsicata a partir do material botanico coletado;
e Extrair o 6leo essencial dos frutos de Piper tuberculatum Jacq.;
¢ Identificar os principais constituintes quimicos presentes no 6leo essencial,

e Avaliar, por meio do teste hipocratico, o perfil de efeitos obtidos com a administracéo
intraperitoneal de doses crescentes do OEPT, bem como sinais de toxicidade e
letalidade (DLsp);

e Caracterizar os efeitos centrais decorrentes da administracdo aguda do OEPT em
camundongos submetidos aos seguintes testes comportamentais: campo aberto (CA),
labirinto em cruz elevado (LCE), rota rod, convuls@es induzidas por pentilenotetrazol,
potencializacdo do tempo de sono induzido por pentobarbital e éter etilico;

e Sugerir um possivel mecanismo de acdo que explique os efeitos centrais do OEPT.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Material vegetal e Identificagdo Boténica

O material vegetal (frutos da Piper tuberculatum Jacq.) foi coletado no sitio Arajara,
no municipio de Barbalha, Estado do Ceard, & orientacdo sul 07° 19°568 ", e a oeste 039°
23'580 ", estando de acordo com a autorizacdo com base na Instrucdo Normativa n°154/2007;
licenca n°41398-1 (ANEXO 1), do Ministério do Meio Ambiente — MMA/ Instituto Chico
Mendes de Conservacao da Biodiversidade — ICMBio.

Arajara,?ark 9

Figura 4: Localizacéo do Sitio Arajara, municipio de Barbalha-Ce.
Fonte: Google Earth, 2014 — acessado em 13 de Setembro de 2014.
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A identificacdo boténica foi realizada pela Profa. Dra. Maria Arlene Pessoa da Silva e
uma exsicata foi depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima — HCDAL da
Universidade Regional do Cariri — URCA, catalogada sob o registro de nimero 10.631
(ANEXO 2).

Figura 5: Exsicata da espécie depositada no Herbario Caririense Dardano Andrade Lima.
Fonte: Sales, VS., 2014.
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4.1.2 Drogas e Reagentes

Quadro 2: Drogas e reagentes utilizados

Drogas/Reagentes Origem
Agua deionizada Deionizador, LFQM
Alcool etilico P. A, Sigma-Aldrich, EUA
Diazepam Germed, Brasil
Pentobarbital sodico Cristalia Farma, Brasil
Pentilenotetrazol Sigma-Aldrich, EUA
Flumazenil Cristéalia Farma, Brasil
Tween 80 — Polyoxyethilene Sorbitan Mono — oleate Sigma-Aldrich, EUA
Superquimica Comércio e
Sulfato de sddio anidro Transporte Ltda

4.1.3 Animais e Aspectos Eticos da Pesquisa

Nos ensaios farmacologicos foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus
musculus), adultos, fémeas, com massa corporea entre 25-30 ¢, cedidos pelo Biotério da
Faculdade de Medicina Estacio de Juazeiro do Norte (Estacio/FMJ) e monitorados no Biotério
Experimental da URCA, em conformidade com as normas e procedimentos de Biosseguranca
para biotérios (Cardoso, 1998-2001) e bioéticas (Bazzano, 2006).

Todos os animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno e mantidos em
ambiente com temperatura entre 23 + 2 °C, com ciclo claro/escuro de 12 h, agua e racéo ad
libitum (Lapa et al., 2008).

Os protocolos experimentos foram desenvolvidos de acordo com a aprovagdo do
Comité de Etica, em estrita obediéncia com as normas e diretrizes bioéticas vigentes para
ensaios envolvendo animais ndo-humanos (Guide for the care and use of laboratory animals,
do NIH - National Institute of Health-EUA, 1996; Lei Federal N° 11.794/2008; Principios
Eticos da Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal —
COBEA); e integridade da fauna e flora (Lei Federal N° 9605/1998) (Bazzano, 2006;
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Machado et al., 2006; BRASIL, 2008; BRASIL, 1998). Também estando de acordo com as
normas estabelecidas por 6rgéos superiores de acordo com o decreto n® 24. 645 de 10 de julho
de 1934, assegurando os direitos dos animais, com medidas de protecdo, e ainda o decreto lei
n ° 6.638 de 8 de maio de 1979, que regulamenta as préaticas cientificas de vivissecao
(BRASIL, 1934; BRASIL, 1979), dispondo sobre a composicdo do CONCEA e
funcionamento, que estabelece as normas para o0 seu funcionamento, mediante a
regulamentacdo da Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008 (Lei Arouca), e dispbe sobre
procedimentos para o uso cientifico de animais.

Este estudo foi enviado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Regional do Cariri- URCA (CEUA), credenciado pela Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP), pelos termos da Portaria 196/96 do Conselho Nacional de
Salde; com parecer n° 00211. 2013.1 (ANEXO 3).

4.2. METODOS

4.2.1. Obtencdo do 6leo essencial de Piper tuberculatum Jacq.

Os frutos frescos coletados foram selecionados, excluindo aqueles com sujidade e com
mau aspecto. Ao final obteve-se 3.852 g de frutos, os quais foram submetidos a
hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger. O material foi pesado e em seguida colocado em
baldo de vidro, sendo acrescentada agua destilada e submetidos a ebuli¢do por 02 horas. Ao
término desse periodo, o 6leo essencial extraido foi tratado com sulfato de sédio anidro para
eliminacdo da umidade residual e depositado em frasco ambar sendo mantido em refrigerador.

Veja o0 esquema especificado na figura 5.
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Frutos frescos de Piper tuberculatum Jacqg

(3.852 g)

—] Extracdo em aparelho tipo Clevenger

Hidrolato Agua e dleo

]
Separacdo

Oleo Solucdo aquosa

Sulfato de sddio anidro

Oleo essencial de Piper
tuberculatum — OEPT (15mL)

Figura 6 : Fluxograma do método de extracdo do dleo essencial dos frutos de Piper tuberculatum.

4.2.2. Analise quimica do 6leo essencial

A analise da composi¢do quimica do dleo essencial foi realizada em cromatografo
gasoso acoplado a espectrémetro de massas (CG/EM Shimadzu, modelo QP5050A) e provido
de uma coluna capilar DB-5HT de silica fundida com 30 m de comprimento, 0,25 mm de
didmetro interno e filme 0,25 pum, tendo o hélio como gas de arraste e fluxo de 0,8 mL/min. A
temperatura do injetor foi 250 °C e a temperatura do detector (ou interface) foi 200 °C. A
temperatura da coluna foi programada de 35 °C para 180 °C em 4 °C/min e em seguida 180 °C
para 250 °C em 10 °C/min. Os espectros de massas foram gravados a partir de 30 - 450 m/z.

Os componentes individuais foram identificados por correspondéncia de seus

espectros de massa, com energia de impacto de 70 eV, com os da base de dados usando a
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biblioteca construida através do espectrémetro (Wiley, 229) e outros dois computadores
utilizando indices de retencdo como uma pré-selecdo (Alencar et al., 1984; Alencar et al.,
1990), bem como por comparacdo visual da fragmentacdo padrdo com aqueles relatados na
literatura (Stenhagen et al., 1974; Adams, 2001).

4.2.3. Protocolo experimental

Todos os experimentos foram realizados em horario padronizado (12h00min as
16h00min), no Laboratério de Farmacologia e Quimica Molecular (LFQM) da URCA, em
condicdes controladas de temperatura (23 = 1° C) e em um ambiente desprovido de barulho
externo, com iluminacdo de baixa intensidade (lampada vermelha de 15 W), mimetizando o
ambiente natural do animal, evitando alteracbes comportamentais. Os animais foram
divididos em grupos (24 horas antes da realizacdo dos experimentos) compostos por nove
animais em cada, e levados para o LFQM para serem ambientados. Inicialmente foi realizada
uma triagem farmacologica (teste hipocréatico) para identificacdo dos efeitos farmacoldgicos
gerais, a toxicidade e DLsy do OEPT. A DLsg Serviu como pardmetro na escolha das doses
utilizadas neste trabalho, sendo a maior dose correspondente a 10% da DLs,. Logo ap6s a
triagem, foram executados protocolos especificos para caracterizar as atividades no sistema
nervoso central, tais como, ansiolise, alteracdo na coordenacdo motora, anticonvulsivante e
sedativo/hipnética. Os animais receberam tratamento com veiculo (Tween 80 a 0,5 % em
salina), OEPT (em doses crescentes) e diazepam (para o controle positivo). Com trinta
minutos apds a injecdo das substancias, os camundongos foram submetidos aos testes
comportamentais descritos na figura 6.

Vale ressaltar que a administracdo das substancias utilizou-se a via intraperitoneal,
i.p., com volume de 0,1 ml/10g de peso corporal do camundongo. Um dos fatores que
influenciam na obtencéo do efeito desejado de uma droga € o método de aplicacdo da mesma,
implicando em seu tempo de absor¢do (Montanha & Azevedo, 2004). A cavidade peritoneal é
bem vascularizada, e os farmacos infundidos atingem niveis plasmaticos em cerca de 10
segundos (Lukas et al., 1971).

Nos estudos de Felipe et al (2007); Felterstein et al (2003); Garret et al (2003); Lee et
al (2005); Manum et al (2011); Mao et al (2011); Smith et al (2001); Xie et al (2011) e Yao et
al (2009), com plantas do género Piper, para investigacdo de atividades no SNC, também

empregou-se essa mesma via de administracdo, o que reforgou sua escolha neste trabalho.
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INVESTIGACAQ DOS EFEITOS CENTRAIS DO OEPT

| TESTE HIPOCRATICO |

| |

ATIVIDADE ANSIOLITI CA COORDENACAQ MOTORA ATIVIDADE ANTICONVULSIVANTE ATIVIDADE SEDATIVO-HIPNOTICA
E SEDATIVA
TEMPQO DE SONO TEMPO DE SONO
CAMPO ABERTO LABIRINTO EM CRUZ ROTA ROD CONVULSOES INDUZIDAS INDUZIDO POR INDUZIDO POR
ELAVADO POR PENTILENOTETRAZOL PENTOBARBITAL ETER ETILICO
ANTAGONISMO ANTAGONISMO ANTAGONISMO
FARMACOLGGICD FARMACOLOGICO FARMACOLOGICO
COM O FLUMAZENIL COM O FLUMAZENIL COM O FLUMAZENIL

Figura 7: Fluxograma dos testes comportamentais para avaliagdo do efeito do OEPT

4.2.3.1. Teste hipocratico e Determinacdo da Dose Letal Mediana (DLsp)

Os efeitos gerais da administracdo aguda do OEPT foram avaliados de acordo com 0s
as alteracGes descritas no modelo proposto por Malone (1977), caracterizando possiveis
mudancas comportamentais resultantes de acfes estimulantes ou depressoras do SNC, além
de efeitos toxicos e morte. Inicialmente os animais foram tratados com doses crescentes do
OEPT (10 mg/kg, 50 mg/kg, 100 mg/kg, 200 mg/kg, 500 mg/kg, 1000 mg/kg, 2000 mg/kg e
5000 mg/kg), e observados os comportamentos nos seguintes tempos apds o tratamento; 10
min., 30 min., 60 min., 120 min., 180 min., 240 minutos, e por 14 dias consecutivos,
conforme tabela no anexo 4.

Para o registro dos sinais de toxicidade, foi seguido um padrdo tabulado de zero a trés
cruzes (0, +, ++, +++) correspondendo a 0: efeito ausente, +: efeito presente (leve); ++: efeito
presente (moderado) e +++: efeito presente (intenso).

Os parametros observados relacionados as agdes estimulantes foram: autolimpeza,
convulsdo clonica e tonica, irritabilidade, aumento da freqiiéncia respiratoria, lamber patas,

morder cauda, ambulagdo aumentada, movimentos estereotipados, piloerecdo, tremores finos
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e grosseiros. Referente as acOes depressoras, foram: analgesia (por teste de compressédo da
cauda do animal), anestesia (puxando o pélo e suspendendo o animal), ataxia, diminuigéo da
apreensdo da pata, catatonia, dispneia, exoftalmia, diminuicdo da frequéncia respiratoria,
ambulacdo diminuida, diminuicdo do reflexo corneano, ptose palpebral e sedacdo. Outros
parametros observados foram: agressividade, coloracdo da urina, didmetro da pupila, diarreia,
erecdo da cauda, fasciculacGes, grunhidos, aumento ou diminui¢cdo da micgdo, aumento ou
auséncia da defecacdo, midriase, cianose, reacdo de fuga, tremor da cauda, lacrimejamento,
hipotermia, letargia, coma e morte (Yamanaka, 2008).

A avaliacdo da toxicidade aguda da administragédo intraperitoneal do OEPT seguiu as
diretrizes da OECD (Organization for Economic Co-operation and Development) para o teste
de classe de dose aguda toxica (Acute Toxic Class Method — OECD 423, 2008).

4.2.3.2. Avaliagdo da atividade ansiolitica, sedativa e coordenac¢do motora

Visando diminuir o nimero de animais por experimento, 0s testes do campo aberto,
labirinto em cruz elevado e rota rod, foram realizados no mesmo dia e com 0S Mesmos
grupos de animais. Quanto a ordem de execu¢do dos testes, 0s animais foram inicialmente
submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado, seguido do teste do campo aberto e, por
ultimo, submetidos ao teste do rota rod.

Campo aberto

Este teste foi realizado para avaliar a atividade exploratoria, ansiolitica (Archer, 1973)
e locomotora (Courvoisier et al., 1996). O equipamento foi confeccionado em vidro (paredes
transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e dividido em nove quadrantes iguais (10 x 10
cm). Ap6s 30 minutos do tratamento i.p., com, veiculo, OEPT (25, 50, 100, 200 e 400mg/kg)
e diazepam 1 mg/kg (droga padréo para investigagédo ansiolitica), os animais foram colocados
individualmente no centro do campo aberto. Durante cinco minutos registraram-se 0S
seguintes parametros: nimero de cruzamentos (NC), quando o camundongo encontrava-se

com as quatro patas dentro do mesmo quadrante e cruzava para outro; 0 nimero de grooming
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(NG), acdo de auto-limpeza; e por Gltimo o numero de rearing (NR), postura na qual o animal
fica na posicéo vertical, apoiado somente pelas patas traseiras sem encostar-se as paredes.
Posteriormente, para investigar o possivel envolvimento da neurotransmissao
GABAérgica, foi utilizado um antagonista do receptor GABA4, 0 flumazenil. Os animais
foram divididos em dois grupos pré-tratados com flumazenil 2,5 mg/kg, e 15 minutos ap6s o
pré-tratamento, os camundongos receberam DZP 1 mg/kg e OEPT 50 mg/kg. Com 30
minutos dos tratamentos, cada animal foi colocado no campo aberto para o registro do NC,
NG e NR. E importante ressaltar que os mesmos grupos de animais foram submetidos ao teste

do labirinto em cruz elevado e rota rod.

Tabela 2 — Grupos experimentais para avaliagdo da atividade ansiolitica, sedativa € 0 mecanismo

de acdo do 6leo essencial da Piper tuberculatum Jacq., no teste do CA.

Grupo Tratamentos/via
CONT 1 mg/kg/i.p.
DzP 1 mg/kg/i.p.
OEPT 25 mg/kg/i.p.
OEPT 50 mg/kg/i.p.
OEPT 100 mg/kg/i.p.
OEPT 200 mg/kg/i.p.
OEPT 400 mg/kg/i.p.
FLU + DPZ 2,5 + 1 mg/kg/i.p.
FLU + OEPT 2,5 + 50 mg/kg/i.p.
Legenda:

CONT: controle

DZP: diazepam

OEPT: 6leo essencial de Piper tuberculatum Jacqg.
FLU: flumazenil
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Figura 8: Campo aberto. Aparelho utilizado para avaliar atividade ansiolitica
Fonte: Sales, V. S., 2014.

Labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado é considerado um dos principais modelos para
avaliar compostos com propriedade ansiolitica (Carobrez Bertoglio, 2005; Pellow et al.,
1985). O aparelho consiste de dois bragos abertos (32 x 6 cm) e dois fechados (31 x7x27cm),
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 chdo (Lister, 1987), como mostra a figura 8. Apds 30
minutos do tratamento por via i.p., com, veiculo, OEPT (25, 50, 100, 200 e 400mg/kg) e
diazepam 1 mg/kg (droga padrdo para investigacdo ansiolitica), os animais foram colocados
individualmente no centro do aparelho com a cabeca voltada para um dos bragos fechados.

Durante cinco minutos foram registrados o0s seguintes parametros:

e Numero de entradas nos bragos abertos (NEBA).
e Numero de entradas nos bracos fechados (NEBF).
e Tempo de permanéncia nos bragos abertos (TPBA).

e Tempo de permanéncia nos bragos fechados (TPBF).
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Posteriormente, para investigar o possivel envolvimento do mecanismo GABAEérgico,
foi utilizado um antagonista do receptor GABAA4, 0 flumazenil. Os animais foram divididos
em dois grupos pré-tratados com flumazenil 2,5 mg/kg, e 15 minutos apds o pré-tratamento,
os camundongos foram tratados com DZP 1 mg/kg e OEPT 50 mg/kg. Com 30 minutos dos
tratamentos, cada animal foi colocado no labirinto em cruz elevado e durante 5 minutos foram
registrados: NEBA, NEBF, TPBA, TPBF.

Tabela 3 — Grupos experimentais para avaliacdo da atividade ansiolitica e 0 mecanismo de

acao do oleo essencial de Piper tuberculatum Jacq. no teste do LCE.

Grupo Tratamentos/via
CONT 1 mg/kg/i.p.
DzP 1 mg/kg/i.p.
OEPT 25 mg/kgl/i.p.
OEPT 50 mg/kg/i.p.
OEPT 100 mg/kgl/i.p.
OEPT 200 mg/kg/i.p.
OEPT 400 mg/kg/i.p.
FLU + DPZ 2,5+ 1 mg/kg/i.p.
FLU + OEPT 2,5 + 50 mg/kgl/i.p.
Legenda:

CONT: controle

DZP: diazepam

OEPT: 6leo essencial de Piper tuberculatum Jacq.
FLU: flumazenil
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Figura 9: Labirinto em cruz elevado:. Aparelho utilizado para avaliar atividade ansiolitica
Fonte: Sales, V. S., 2014.

Rota rod

Para investigagdo do efeito de relaxamento muscular e incoordenagdo motora, foi
utilizado o teste do rota rod (Carlini & Burgos, 1979). Neste experimento, os camundongos
foram selecionados em uma sessdo de treino 24 horas antes da execu¢do do protocolo. O
treino consistiu em colocar os animais com as quatro patas sobre uma barra giratoria (16 rpm)
com 2,5 cm de diametro, elevada a 25 cm do piso. Aqueles que permaneceram na barra
giratoria por mais de 180 segundos e que ndo cairam por 3 vezes consecutivas foram
selecionados para o teste.

Com 24 horas apds o treino, os animais aptos foram tratados com, veiculo, OEPT (25,
50, 100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) e diazepam 5 mg/kg. Decorridos 30 minutos do tratamento,
cada animal foi colocado individualmente com as quatro patas sobre a barra giratéria, durante
1 minuto, sendo registrado os seguintes parametros: o nimero de quedas (NQ) sofridas (sendo
o limite maximo de 3 quedas para cada animal) e o tempo de permanéncia (TP) na barra
giratoria (Dunham & Myia, 1957).
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Tabela 4 — Grupos experimentais para avaliacdo da incoordenacdo motora dos animais tratados
com o 6leo essencial da Piper tuberculatum Jacg. no teste do Rota rod.

Grupo Tratamentos/via

DzZP 5 mg/kg/i.p.
CONT 1 mg/kgl/i.p.
OEPT 25 mg/kg/i.p.
OEPT 50 mg/kgl/i.p.
OEPT 100 mg/kg/i.p.
OEPT 200 mg/kg/i.p.
OEPT 400 mg/kg/i.p.

Legenda:

CONT: controle
DZP: diazepam

OEPT: 6leo essencial de Piper tuberculatum Jacq.

Figura 10: Aparelho Rota rod
Fonte: Sales, VS., 2014
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4.2.3.3. Avaliacdo da Atividade Anticonvulsivante

Convulsdes induzidas por Pentilenotetrazol

Neste experimento os animais foram pré-tratados com, veiculo, OEPT (100 e 200 e
400 mg/kg. i.p.) e diazepam 2 mg/kg, i.p. (droga padréo para efeito anticonvulsivante). Meia
hora ap6s a administracdo das drogas, cada animal recebeu uma injecdo de pentilenotetrazol
(80 mg/kg, i.p.) para inducdo das convulsdes. Como parametros de avaliacdo, foi registrada a
laténcia (em segundos) para o aparecimento da primeira convulsdo (tbnico-clonica
generalizada) e a laténcia da morte (também em segundos). O tempo total de observagdo (cut
off time) foi de 30 minutos (Lowson et al., 1990).

Para verificar o envolvimento do sistema GABAErgico nas convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol foi utilizado neste experimento um antagonista do receptor GABAA
flumazenil. Os animais foram divididos e pré-tratados via i.p. com Flu 5 mg/kg, e apds 15
minutos tratados com DZP 2 mg/kg e OEPT 200 mg/kg. Decorridos 30 minutos, cada animal
recebeu uma dose de Pentilenotetrazol (80 mg/kg, i.p.) e logo em seguida foi registrada a

laténcia para a 12 convulsdo e a laténcia para a morte.

Tabela 5 — Grupos experimentais para avaliagdo da atividade anticonvulsivante e 0 mecanismo de
acdo do oleo essencial da Piper tuberculatum Jacg. no teste de convulsdes induzidas por
Pentilenotetrazol.

Grupo Tratamentos/via

CONT + PTZ 1 e 80 mg/kg/i.p.

DZP + PTZ 1 e 80 mg/kg/i.p.
OEPT + PTZ 100 e 80 mg/kg/i.p.
OEPT + PTZ 200 e 80 mg/kg/i.p.
OEPT + PTZ 400 e 80 mg/kgl/i.p.
FLU + DZP + PTZ 5+ 2 + 80 mg/kg/i.p.

FLU + OEPT + PTZ 5+ 200 + 80 mg/kg/i.p.

Legenda:

CONT: controle

DZP: diazepam

OEPT: 6leo essencial de Piper tuberculatum Jacqg.
FLU: flumazenil
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4.2.3.4. Avaliacéo da atividade hipndtico-Sedativa

Potencializacédo do tempo de sono induzido por barbitarico

Neste teste, os animais foram pré-tratados com veiculo, OEPT (100 mg/kg, 200 mg/kg
e 400 mg/kg, i.p.) e diazepam (2 mg/kg, i.p.). Decorridos 30 minutos da administracdo das
drogas, cada animal recebeu uma injecdo intraperitoneal de pentobarbital sodico (40 mg/kg,
i.p. — barbitarico padrédo para efeito hipnético). A laténcia (inducdo do sono — em segundos) e
a duracdo (tempo do sono - em segundos) da perda do reflexo postural (reflexo de
endireitamento) dos animais foram os parametros observados no teste, que teve duracéo de 3
horas (Carlini et al., 1986).

Para verificar o envolvimento do sistema GABAérgico no efeito hipnotico foi
utilizado o flumazenil. Os animais foram divididos e pré-tratados com flumazenil 5 mg/kg, e
apos 15 minutos tratados com DZP 2 mg/kg e OEPT 400 mg/kg. Com 30 minutos, cada
animal recebeu uma dose de Pentobarbital 40 mg/kg, i.p. e logo em seguida foram registradas

a laténcia e duragéo do sono.

Tabela 6 — Grupos experimentais para avaliacdo da atividade sedativo-hipnotica e o
mecanismo de acao do dleo essencial da Piper tuberculatum Jacq., no teste de potencializacéo

do tempo de sono induzido por pentobarbital.

Grupo Tratamentos/via

CONT + PTB 1 + 40 mg/kg/i.p.

DZP + PTB 2 + 40 mg/kg/i.p.
OEPT + PTB 100 + 40 mg/kg, i.p.
OEPT + PTB 200 + 40 mg/kg/i.p.
OEPT + PTB 400 + 40 mg/kg/i.p.
FLU + DZP + PTB 5+ 2 + 40 mg/kg/i.p.

FLU + OEPT + PTB 5 + 400 + 40 mg/kg, i.p.

Leganda:

CONT: controle

DZP: diazepam

OEPT: 6leo essencial de Piper tuberculatum Jacqg.
FLU: flumazenil
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Figura 11: Telha para avaliar a atividade hipnotico-sedativa

Fonte: Sales, VS., 2014.

Potencializagio do tempo de sono induzido por Eter etilico

Este teste foi utilizado para avaliar a atividade sedativo/hipnética do OEPT. Os
animais foram pré-tratados com, veiculo, OEPT (100 mg/kg, 200 mg/kg e 400 mg/kg) e
diazepam 2 mg/kg. Decorridos 30 minutos, os animais foram colocados individualmente em
uma camara de vidro transparente (30 x 20 cm) saturada com éter etilico. Para saturacdo do
ambiente, foi utilizada uma bola algoddo pesando 6 gramas a qual foi embebida em éter
etilico, sendo suspensa a 20 cm de altura em relagdo a base da cAmara. O sistema fechado
durante 5 minutos. Neste teste, os seguintes parametros foram registrados: laténcia para a
perda do reflexo postural e tempo total de duracdo do sono (em segundos). O inicio do sono
foi considerado a partir da perda do reflexo postural, terminando com a recuperacdo deste
reflexo. Apds a perda do reflexo, esperou-se 1 min. para retirada de cada animal da camara e,
em seguida, cada animal foi colocado em decubito dorsal para registro do tempo total de sono.
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Tabela 7 — Grupos experimentais para avaliacdo da atividade sedativo-hipndtica do 6leo

essencial da Piper tuberculatum Jacq. no teste de sono induzido com Eter etilico.

Grupo

Tratamentos/via

DZP

2 mg/kg/i.p.

CONT

1 mg/kgli.p.

OEPT

100 mg/kg/i.p.

OEPT

200 mg/kg/i.p.

OEPT

400 mg/kg/i.p.

Legenda:

CONT: controle

DZP: diazepam

OEPT: 6leo essencial de Piper tuberculatum Jacq.
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4.3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados que obedeceram a uma distribuicdo paramétrica foram analisados por
Anélise de Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Student Newman Keuls (post hoc).
Para os dados ndo paramétricos foi utilizado o teste T. Em todas as analises estatisticas, 0s
valores foram representados pela Média + Erro Padrdo da Média (EPM), sendo considerado o
nivel critico para rejeicdo da hipotese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05). Para
determinacdo da DLsp, foi adotada a metodologia da OECD (2008), onde a analise foi
realizada seguindo o software PROBITOS.

Todas as comparacOes estatisticas foram efetuadas utilizando-se o programa
estatistico Graph-Pad Prism 5.00.288®.
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5. RESULTADOS

5.1. Anélise da composi¢ao quimica do OEPT

O OEPT obtido por hidrodestilacdo apresentou rendimento de 0,34 %, e com a anélise
da composicdo quimica foi possivel a identificagdo de 98,97% dos constituintes, sendo 0s
seguintes compostos majoritarios: f-pineno (27,74%) e o a-pineno (26,54%), como pode ser

verificado na tabela abaixo.

Tabela 8 — Composicdo quimica do 6leo essencial da Piper tuberculatum

Componentes (%) TR (min)
a-pineno 26,54 12,54
Sabineno 2,65 14,67
B - pineno 27,74 14,94

mirceno 1,55 15,53
limoneno 3,02 17,86
1,8-cineol 1,41 18,05

[ - ocimeno 12,45 18,92
a-terpineol 0,81 27,70
a-Copaeno 1,29 38,55
B-cariofileno 14,38 41,13
a-humuleno 1,26 43,22

germacreno D 1,09 45,10

nerolidol 0,94 47,37
espatulenol 1,02 47,86
oxido cariofileno 2,82 47,97

TOTAL 98,97
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Quadro 3 — Estrutura molecular do o — pineno e do  — pineno.

Constituintes Estrutura
H3C
o - pineno HsC
CHgj
HsC. ,CHs
B - pineno
CH>

5.2. Efeitos do OEPT na triagem farmacol6gica comportamental e DL50

Os animais tratados com as doses do OEPT (10, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000 e 5000
mg/kg) via intraperitoneal, apresentaram algumas alteracdes comportamentais que indicaram
efeito depressor no sistema nervoso central, como, ambulacdo reduzida e sedacdo. A
piloerecdo também foi verificada, no entanto sé a partir da dose de 500 mg/kg. O quadro 1
apresenta as principais alteracbes comportamentais.

Em relacdo a DLs, 0 OEPT nas doses de 10, 50, 100, 200, 500, e 200 mg/kg, i.p. ndo
provocou a morte de nenhum animal, em todo o periodo de observacdo. Houve mortes
apensas com as doses de 1000 mg/kg com 25% de mortalidade e na dose de 5000 mg/kg, com
mortalidade de 50%.

Para a determinagdo da DLso, foi utilizado o software Probit. Apos a aplicacdo deste

método a DLs foi de aproximadamente 5000 mg/kg, i.p., conforme o APENDICE 1.



Tabela 9 : Alterag6es observadas no teste hipocratico

Dose, mg/kg, i.p. | Tempo (min.) Efeitos observados
10 Auséncia de alteragdes comportamentais
30 Auséncia de alteragdes comportamentais
60 Auséncia de alteracBes comportamentais
10 120 Ambulacéo reduzida (++)
180 Ambulacdo reduzida (++)
240 Ambulacdo reduzida (++)
10 Auséncia de alteracBes comportamentais
30 Ambulacdo reduzida (++), sedagdo (++)
60 Ambulacédo reduzida (++), sedacao (++)
50 120 Ambulacdo reduzida (++), sedaco (++)
180 Ambulacédo reduzida (++), sedacéo (++)
240 Ambulacéo reduzida (++), sedacéo (++)
10 Auséncia de alteragdes comportamentais
30 Ambulacédo reduzida (+++), sedagéo (++)
100 60 Ambulacéo reduzida (+++), sedagéo (++)
120 Ambulacédo reduzida (+++), sedacao (+++)
180 Ambulacédo reduzida (+++), sedaco (+++)
240 Ambulacédo reduzida (+++), sedaco (+++)
10 Auséncia de alteragdes comportamentais
30 Ambulacéo reduzida (++)
60 Ambulacdo reduzida (+++)
200 120 Ambulagéo reduzida (+)
180 Ambulacédo reduzida (+)
240 Auséncia de alteractes comportamentais
10 Ambulacédo reduzida (+++), Piloeregédo (++)
30 Ambulacéo reduzida (+++), Piloeregéo (+++)
60 Ambulacéo reduzida (+++), Piloeregéo (+++)
500 120 Ambulagio reduzida (+++), Piloerecao (+++)
180 Piloerecédo (++)
240 Ambulacdo reduzida (++), piloeregdo (++)
10 Piloerecdo (+++)
30 Ambulacdo reduzida (+++), piloerecdo (+++)
60 Ambulacdo reduzida (++), piloere¢do (+++)
1000 120 Ambulacdo reduzida (+++), piloerecdo (+++)
180 Ambulacdo reduzida (++), piloere¢do (+++)
240 Ambulacdo reduzida (+), piloeregdo (+++)
10 Ambulacdo reduzida (++), piloerecao (+++)
30 Ambulacdo reduzida (++), piloerecdo (+++)
60 Ambulacdo reduzida (+++), piloerecao (+++)
2000 120 Ambulacédo reduzida (++), piloerecdo (+++)
180 Piloeregéo (+++)
240 Ambulacédo reduzida (+++), piloerecdo (++)
10 Ambulacdo reduzida (+++), piloerecao (+++)
30 Ambulacdo reduzida (+++), piloerecao (+++)
60 Ambulacdo reduzida (+++), piloerecao (+++)
5000 120 Ambulacdo reduzida (+++), piloerecao (+++)
180 Ambulacdo reduzida (++), piloerecao (+++)
240 Ambulacdo reduzida (++), piloerecdo (++)
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5.3. TESTES COMPORTAMENTAIS

5.3.1. Campo aberto

Ap0s o tratamento com o OEPT, é verificado que no CA houve reducéo significativa
do nimero de cruzamentos (NC) nas doses: 50 mg/kg (60,8 + 2,4); 100 mg/kg (55,6 + 1,2);
200 mg/kg (56,6 £+ 1,8) e 400 mg/kg (47, 8 £ 1,9) em relagdo ao grupo controle (78,2 + 3,3),
respectivamente em 22,3%; 29 %, 27,6 % e 38, 8%. OEPT de 25 mg/kg (75,0 £ 3,8),
entretanto, ndo apresentou diferenca significativa quando comparado ao grupo controle. O
diazepam 1 mg/kg (63,0 £ 3,1), reduziu o NC em 19,4%, comparado ao grupo controle,
(figura 12).
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Figura 12: Efeito do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacq.) nas doses de (25, 50, 100, 200 e 400
mg/kg, i.p.) sobre o nimero de cruzamentos (NC) dos camundongos submetidos ao campo aberto. As colunas
representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA, seguido pelo teste de
Student-Newman-Keuls (teste post hoc); com valores significativos: a, b, ¢, d, f versus CONT, DZP 1, OEPT 25,
OEPT 50, OEPT 100, OEPT 200 respectivamente quando p<0,05. () CONT = salina 0,9% - 1mg/kg, (b) DZP 1
= Diazepam 1mg/kg, i.p., (c) OEPT 25 = OEPT 25mg/kg, i.p., (d) OEPT 50 = OEPT 50 mg/kg, i.p., (¢) OEPT
100 = OEPT 100 mg/kg, i.p., (f) OEPT 200 = OEPT 200 mg/kg, i.p.
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Com relacdo ao nimero de grooming (NG), o OEPT também promoveu reducéo
significativa desta atividade nos grupos tratados com as doses: 25 mg/kg (2,8 = 0,3); 50
mg/kg (2,6 + 0,2); 100 mg/kg (2,0 = 0,2); 200 mg/kg (2,0 £ 0,2) e 400 mg/kg (1,4 +0,1), em
relacdo ao grupo controle (4, 4 = 0,5), respectivamente em 36,3%; 40, 9 %; 54,5%; 54,5 % e
68, 1%. O diazepam 1 mg/kg (1,7 £ 0,2 ), reduziu em 61, 3% comparado ao grupo controle,
(figura 13).

Da mesma forma, o nimero de rearing (NR) foi reduzido nos grupos tratados com
OEPT nas doses: 50 mg/kg (2,4 £ 0,7); 100 mg/kg (2,5 = 0,3); 200 mg/kg (2,6 £ 0,4) e 400
mg/kg (1,2 £ 0,3) em relacdo ao grupo controle (4,4 + 0,4), respectivamente em, 45,4%; 43,
1%; 40, 1% e 72, 7%. O diazepam 1 mg/kg (1,0 £ 0,2 ), reduziu em 77,2% comparado ao
grupo controle, (figura 13).
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Figura 13: A: Efeito do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacq.) nas doses de (25, 50, 100, 200 e
400 mg/Kg, i.p.) sobre o0 nimero de grooming (NG) dos camundongos submetidos ao campo aberto. B: Efeito do
OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacq.) nas doses de (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre o
nimero de rearing (NR)dos camundongos submetidos ao campo aberto As colunas representam média + erro
padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls (teste post hoc);
com valores significativos: a, b, ¢, d, f versus CONT, DZP 1, OEPT 25, OEPT 50, OEPT 100, OEPT 200
respectivamente quando p<0,05. (a) CONT = salina 0,9% - 1mg/Kg, (b) DZP 1 = Diazepam 1mg/kg, i.p., (c)
OEPT 25 = OEPT 25mg/Kg, i.p., (d) OEPT 50 = OEPT 50 mg/kg, i.p., (¢) OEPT 100 = OEPT 100 mg/kg, i.p.,
(f) OEPT 200 = OEPT 200 mg/Kg, i.p.
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Para investigar a participagdo dos receptores GABAA no efeito observado, foi
escolhida a dose de 100 mg/kg, por ser a dose mais efetiva em todos os parametros estudados.
Nesta etapa, OEPT e diazepam, foram associados ao flumazenil, antagonista dos receptores
GABAA.

Ap0s o tratamento dos animais foi observado que tanto o OEPT 50 mg/kg (58,5 * 5,3)
e 0 DZP 1mg/kg (62,0 + 3,0) alteraram o0 nimero de cruzamentos, reduzindo respectivamente
em 38,7 % e 35,7 %, comparando ao grupo controle (95,5 + 6,9). E quando feita a associacdo
do flumazenil ao OPET 50 mg/kg (77,4 £ 2,8), houve reversao parcial do efeito, com aumento
do NC em 32,3 % , quando comparado ao OEPT 50 mg/kg isolado. Ainda neste parametro, o
flumazenil associado ao DZP 1 mg/kg (102,0 £+ 8,6), também aumentou 0 NC em 64,5 %,

havendo reversao total, em comparacdo ao DZP 1 mg/kg isolado, (figura 14).
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Figura 14: Investigacio do mecanismo de acdo do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacg.), com a
dose de 50 mg/kg, sobre no nimero de cruzamentos (NC) dos camundongos submetidos ao campo aberto. As
colunas representam média * erro padrdo da media (EPM), analisados através da ANOVA, seguido pelo teste de
Student-Newman-Keuls (teste post hoc); com valores significativos:a, b, ¢, d, versus CONT, DZP 1, DZP 1 +
FLU 2,5, OEPT 50, respectivamente quando p<0,05. (a) CONT = salina 0,9% - 1mg/kg, (b) DZP 1 = Diazepam
1mg/kg, i.p., (c) DZP 1+ FLU 2,5: Diazepam 1mg/kg + Flumazenil 2,5 mg/kg, i.p., (d) OEPT 50: OEPT 50
mg/kg, i.p.

Quanto ao numero de grooming, o OEPT 50 mg/kg (1,8 £0,3) e 0 DZP 1 mg/kg (1,6 £
0,2), reduziram esta atividade em 41, 9 % e 48,3 %, respectivamente, quando comparados ao
controle (3,1 £ 0,4). Quando o flumazenil foi associado ao OEPT 50 mg/kg (3,4 £ 0,2), houve
aumento do NG em 88, 8 %, revertendo parcialmente o efeito, quando comparado ao OEPT
50 mg/kg isolado. Resultado semelhante foi verificado no grupo flumazenil associado ao DZP

1 mg/kg (4,7 £ 0,4), onde o0 antagonista reverteu também em caréater total o NG, ao aumentar
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este parametro em 193,7 % , quando comparado com o grupo DZP 1 mg/kg isolado, (figura
15).

Logo apds a anélise do numero de rearing, observou-se que o OEPT 50 mg/kg (2,0 +
0,5) e 0 DZP 1 mg/kg (1,1 + 0,2), promoveram reducdo do NG, respectivamente em 51, 2 % e
73, 1 %, comparados ao controle (4,1 £0,4). De forma semelhante aos resultados anteriores, a
associacdo do flumazenil ao OEPT 50 mg/kg (4,5 £ 0,8) reverteu a atividade em 125%, assim
como o flumazenil associacdo ao DZP 1 mg/kg (4,0 £ 0,5), que aumentou 0 NG em 263 %
quando comparado ao DZP 1 (1,1 + 0,2) isoladamente, havendo reversdo total do efeito
(figura 15).
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Figura 15: A: Investigacdo do mecanismo de acdo do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacg.), com
a dose de 50 mg/kg, sobre no nimero de grooming (NG) dos camundongos submetidos ao campo aberto. B:
Investigacdo do mecanismo de acio do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacqg.), com a dose de 50
mg/kg, sobre no nimero de grooming (NG) dos camundongos submetidos ao campo aberto As colunas
representam média *+ erro padrdo da média (EPM), analisados atraves da ANOVA, seguido pelo teste de
Student-Newman-Keuls (teste post hoc); com valores significativos:a, b, ¢, d, versus CONT, DZP 1, DZP 1 +
FLU 2,5, OEPT 50, respectivamente quando p<0,05. (2) CONT = salina 0,9% - 1mg/kg, (b) DZP 1 = Diazepam
1mg/kg, i.p., (c) DZP 1+ FLU 2,5: Diazepam 1mg/kg + Flumazenil 2,5 mg/kg, i.p., (d) OEPT 50: OEPT 50
mg/kg, i.p.
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5.3.2. Labirinto em Cruz Elevado

Na investigacdo do efeito tipo ansiolitico, foi obervado no labirinto em cruz elevado
aumento no namero de entrada nos bracos abertos (NEBA), com 0s animais tratados com
OEPT nas doses de: 25 mg/kg (4,6 £ 0,4); 50 mg/kg (4,6 £ 0,2); 100 mg/kg (4,2 + 0,4); 200
mg/kg (5,1 + 0,2 ) e 400 mg/kg (5,1 £ 0,5) em relagdo ao grupo controle (2,6 = 0,3)
respectivamente em, 76,9%; 76,9%; 61,5%; 96,1%; 96,1%. O grupo tratado com diazepam 1
mg/kg (12,4 +1,1) , aumentou 0 NEBA em 376, 9%, comparado ao controle (figural6).

Em relacdo ao nimero de entradas nos bracos fechados (NEBF), foi observada
reducdo desse parametro nos grupos tratados com o OEPT nas doses de: 25 mg/kg(9,8 £ 0,5),
50 mg/kg (9,4 + 0,3), 100 mg/kg (9,2 + 0,2), 200 mg/kg (9,3 = 0,5) e 400 mg/kg (9,1 + 0,2),
em relacdo ao grupo controle (13,2 £ 0,5), respectivamente em, 25,7%; 28,7%; 30,3%; 29,5%
e 31%. Além disso, o grupo tratado com diazepam 1 mg/kg (8,6 + 1,3), reduziu 0 NEBF em

34,8% em relacdo ao controle, (figura 16).
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Figura 16: A: Efeito do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacq.) nas doses de (25, 50, 100, 200 e
400 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de entradas dos camundongos nos bragos abertos (NEBA) no labirinto em cruz
elevado. B: Efeito do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacq.) nas doses de (25, 50, 100, 200 e 400
mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de entradas dos camundongos nos bragos fechados (NEBF) no labirinto em cruz
elevado. As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA, seguido
pelo teste de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); com valores significativos: a, b, c, d, f. versus CONT,
DZP 1, OEPT 25, OEPT 50, OEPT 100, OEPT 200, respectivamente quando p<0,05. (a) CONT = salina 0,9% -
1mg/Kg, (b) DZP 1 = Diazepam 1mg/kg, i.p., (¢) OEPT 25 = OEPT 25mg/kg, i.p., (d) OEPT 50 = OEPT 50
mg/kg, i.p., () OEPT 100 = OEPT 100 mg/Kkg, i.p., (JOEPT 200 = OEPT 200 mg/Kg, i.p.
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Com relagdo ao tempo de permanéncia nos bragos abertos, foi observado aumento
deste parametro nos animais tratados com as doses do OEPT de: 25 mg/kg (59,7 £ 11,8); 50
mg/kg (61,2 £ 6,6); 100 mg/kg (67 % 6,9); 200 mg/kg (72 + 6,4) e 400 mg/kg (64,7 + 6,9) em
relacdo ao grupo controle (28,5 = 2,5), respectivamente em, 109,4%; 114,7%; 135,0%;
152,6% e 127%. O grupo tratado com diazepam 1 mg/kg (179, 2 £ 15,6) aumentou 0 TPBA
em 528,7%, em relacdo ao controle, (figura 17).

Referente ao tempo de permanéncia nos bracos fechados (TPBF) foi observada
reducdo desse parametro nos grupos tratados com o OEPT nas doses de: 25 mg/kg (166,9 +
6,0), 50 mg/kg (166,1 * 8,4), 100 mg/kg (166,7 £ 3,5), 200 mg/kg (156,3 £ 9,3) e 400 mg/kg
(156,3 + 9,0) quando comparado ao grupo controle (200,1 + 5,2), respectivamente em, 16,5%;
16,9%; 16,6%; 21,8% e 21,8%. Com o grupo tratado com diazepam 1 mg/kg (82,7 £ 11,6),

houve reducdo do TPBF em 58,6% em relacdo ao controle (figura 17).
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Figura 17: A: Efeito do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacq.) nas doses de (25, 50, 100, 200 e
400 mg/Kg, i.p.) sobre o tempo de permanéncia dos camundongos nos bragos abertos (TPBA) no labirinto em
cruz elevado. B: Efeito do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacg.) nas doses de (25, 50, 100, 200 e
400 mg/Kg, i.p.) sobre o tempo de permanéncia dos camundongos nos bragos fechados (TPBF) no labirinto em
cruz elevado. As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA,
seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); com valores significativos: a, b, c, d, f versus
CONT, DZP 1, OEPT 25, OEPT 50, OEPT 100, OEPT 200, respectivamente quando p<0,05. () CONT = salina
0,9% - 1mg/Kg, (b) DZP 1 = Diazepam 1mg/kg, i.p., (c) OEPT 25 = OEPT 25mg/kg, i.p., (d) OEPT 50 = OEPT
50 mg/kg, i.p., (¢) OEPT 100 = OEPT 100 mg/kg, i.p., (f) OEPT 200 = OEPT 200 mg/Kg, i.p.

Do mesmo modo que no campo aberto, foi investigada a participacdo dos receptores

GABA no efeito observado com 0 OEPT no teste do labirinto em cruz elevado.
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Ap0s o tratamento dos animais, foi observado que o OEPT 50 mg/kg (4,8 + 0,4) e 0
DZP 1 mg/kg (12,2 + 1,1), aumentaram mais 0 NEBA quando comparado ao controle (2,4 +
0,2), respectivamente em, 100% e 408%. Quando feita a associacdo do flumazenil ao OEPT
50 mg/kg (2,3 + 0,4), houve reversdo total do efeito, com reducdo do NEBA em 52%,
comparado ao grupo OEPT 50 mg/kg isolado. Desse mesmo modo, o flumazenil associado ao
DZP 1 mg/kg (7,0 £ 1,3) reduziu em 42,6 % o NEBA, revertendo parcialmente o efeito
quando comparado ao grupo DZP 1 mg/kg isolado, (figura 18).

No NEBF o OEPT 50 mg/kg (8,4 + 0,5) e o DZP 1 mg/kg (8,4 + 0,5) reduziram o
parametro em 46, 4% e 43,9 %, quando comparados ao controle (15,7 £ 1,2). Com relacéo ao
antagonismo, o flumazenil reverteu totalmente o efeito do OEPT 50 mg/kg (12,2 = 1,1), ao
aumentar o NEBF em 45,2 %, quando comparado ao grupo OEPT 50 mg/kg isolado. Como ja
era esperado, o flumazenil reverteu totalmente o efeito do DZP 1 mg/kg (16,4 + 1,0),
aumentando o NEBF em 86,3 %, em comparacdo ao grupo DZP 1 mg/kg isolado, como pode

ser verificado na figura 18.
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Figura 18: A: Investigacdo do mecanismo de acdo do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacg.), com
a dose de 50 mg/kg, sobre o nimero de entradas dos camundongos nos bragos abertos (NEBA) no labirinto em
cruz elevado. B: Investigagdo do mecanismo de acdo do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacq.),
com a dose de 50 mg/kg, sobre o nimero de entradas dos camundongos nos bragos fechados (NEBF) no labirinto
em cruz elevado. As colunas representam média * erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA,
seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); com valores significativos:a, b, ¢, d versus CONT,
DzP 1, DZP 1 + FLU 2,5, OEPT 50, respectivamente quando p<0,05. (a) CONT = salina 0,9% - 1mg/kg, (b)
DZP 1 = Diazepam 1mg/kg, i.p., (¢) DZP 1+ FLU 2,5: Diazepam 1mg/kg + Flumazenil 2,5 mg/kg, i.p., (d)
OEPT 50: OEPT 50 mg/kg, i.p.

Quando observado o TPBA, tanto o OEPT 50 (59,0 + 4,4) quanto o DZP 1 (226,0 =

18,3), aumentaram o parametro comparado ao controle (28,2 + 2,5), respectivamente em 109,
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2% e 243, 2 %. No entanto, o flumazenil associado ao OEPT 50 mg/kg (24,4 £ 3,6) reduziu o
parametro em 58, 6 %, em comparagdo ao OEPT 50 mg/kg isolado, havendo reverséo total
do efeito. O mesmo ocorreu quando o flumazenil associado ao DZP 1 mg/kg (44,3 £ 7,2), ao
reduzir em 80,3 % o TPBA quando comprado ao grupo DZP 1 mg/kg isolado, (figura 19).
Com relagéo ao TPBF, 0 OEPT 50 (156,8 + 10,2) e 0 DZP 1 (81,2 + 11,9) reduziram o
parametro respectivamente em 28,9% e 63,1%, quando comparados ao controle (220,6 * 6,7).
Diferente dos resultados anteriores, o flumazenil associado ao OEPT 50 mg/kg (156,0 + 10,3),
ndo promoveu quaisquer alteracGes sobre o TPBF, em comparacdo com o grupo OEPT 50
mg/kg isolado. O flumazenil associado ao DZP 1 mg/kg (155,8 + 12,6) também ndo

promoveu quaisquer alteracdes sobre o pardmetro em questéo (figura 19).
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Figura 19: A: Investigacdo do mecanismo de acdo do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacg.), com
a dose de 50 mg/kg, sobre o tempo de permanéncia dos camundongos nos bragos abertos (TPBA) no labirinto
em cruz elevado. B: Investigacdo do mecanismo de acdo do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacq.),
com a dose de 50 mg/kg, sobre o tempo de permanéncia dos camundongos nos bragos fechados (TPBF) no
labirinto em cruz elevado. As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da
ANOVA, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); com valores significativos:a, b, ¢, d,
versus CONT, DZP 1, DZP 1 + FLU 2,5, OEPT 50, respectivamente quando p<0,05. (a) CONT = salina 0,9% -
1mg/kg, (b) DZP 1 = Diazepam 1mg/Kkg, i.p., (c) DZP 1+ FLU 2,5: Diazepam 1mg/kg + Flumazenil 2,5 mg/kg,
i.p., (d) OEPT 50: OEPT 50 mg/kg, i.p.
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5.3.3. Rota rod

No teste do rota rod , o0 OEPT ndo apresentou efeito sobre a coordenacdo motora
(tempo de permanéncia sobre a barra giratoria e nimero de quedas) dos camundongos
submetidos ao experimento. O diazepam 5 mg/kg (52,0 + 2,4), reduziu significativamente em
12,7%, o tempo de permanéncia dos animais na barra giratdria em relagdo ao controle (59,6 +
0,3), enquanto que no numero de quedas, o diazepam 5 mg/kg (1,5 + 0,3) aumentou em

1400% o em relacdo ao grupo controle (0,1 + 0,1).

Tabela 10: Efeito do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacq.) nas doses de (25, 50, 100, 200 e 400
mg/Kg, i.p.) sobre o tempo de permanéncia e nimero de quedas dos camundongos na barra giratéria. Os
resultados foram analisados atraveés da ANOVA, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls (teste post hoc);

com valores significativos: a, versus CONT, respectivamente quando p<0,05. () CONT = salina 0,9% -

1mg/Kg,

Grupos NUmero de quedas | Tempo de permanéncia (segundos)
CONT 0,1£0,1 59,6 £0,3
DZP 5 15+03° 52,0+24°

OEPT 25 0 60

OEPT 50 0 60

OEPT 100 0 60

OEPT 200 0 60

OEPT 400 0,1£0,1 59,7+0,2

5.3.4. Convulsbes induzidas por Pentilenotetrazol

No teste das convulsdes induzidas com Pentilenotetrazol, cujo objetivo foi investigar o
efeito anticonvulsivante e neuroprotetor do OEPT, foi observado aumento significativo para a
laténcia da primeira convulsdo apenas com a dose do OEPT de 200 mg/kg (269,9 + 58,0) em
94,0%, comparado ao grupo controle (139,1 £ 10,6). O OEPT nas doses de 100 mg/kg (170,6
+ 17,5) e 400 mg/kg (197,7 + 109,7) ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao
grupo controle. O diazepam 2 mg/kg (1800 + 0,00) também aumentou de forma significativa
a laténcia para primeira convulsdo em 1194,0%%, em relacdo ao grupo controle, como est

indicado na figura 20.
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Em se tratando do tempo de morte, foi observado aumento desse parametro em todas
as doses testadas: OEPT 100 mg/kg (840,3 + 132,9); OEPT 200 mg/kg (1369 £ 215,5) e
OEPT 400 mg/kg (1505 + 179,5) respectivamente em, 80,2%; 193,7% e 222,8%., quando
comparados ao grupo controle (466,1 + 97,9). O diazepam 2 mg/Kg (1800 £ 0,00) aumentou
de forma significativa a laténcia para primeira convulsdo em 286,1 %, em relacdo ao grupo

controle. Na figura 20, s@o representados os dois parametros.
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Figura 20: A: Efeito do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacg.) nas doses de (100, 200 e 400
mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia da primeira convulsdo induzida com pentilenotetrazol (PTZ). B: Efeito do OEPT
(Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacq.) nas doses de (100 e 200 mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia da morte em
convulsdes induzidas com pentilenotetrazol (PTZ). As colunas representam média + erro padrdo da media
(EPM), analisados atraves da ANOVA seguido pelo teste de Student Newman Keuls (post hoc). Valores
significativos: a, b, ¢, versus CONT, DZP 1, OEPT 100, respectivamente quando p<0,05. (a) CONT = salina
0,9% - 1mg/Kg, (b) DZP 1 = Diazepam 1mg/kg, i.p., (c) OEPT 100 = OEPT 100mg/Kkg, i.p.

Quando investigado o mecanismo de acao no teste de convulsées induzidas por PTZ, o
OEPT 200 mg/kg (261,4 + 56,9) aumentou a laténcia para 1 @ convulsdo em 96, 2 % , e 0 DZP
1 mg/kg (1800 + 0,0) aumento em 1245 %, quando ambos comparados ao grupo controle
(133,8 = 9,5). O flumazenil quando associado ao OEPT 200 mg/kg (111,7 + 27,1), reduziu
parcialmente a laténcia de primeira convulsdo em 57,4%, em relagdo ao grupo OEPT 200
mg/kg isolado. O flumazenil também reverteu parcialmente o efeito do DZP 2 mg/kg (642,8 £
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147,5), ao reduzir o parametro em 64, 2 %, quando comparado ao grupo DZP 2 mg/kg
isolado, (figura 21).

Na laténcia para a morte, 0 OEPT 200 mg/kg (1374 + 206,5) e 0 DZP 2 mg/kg
(1800 = 0,0), aumentaram a laténcia para a morte, respectivamente em 221, 7% e 320 %,
quando comparados ao grupo controle (427,8 + 30,1). O flumazenil associado ao OEPT 200
(802,7 £ 68,1) reverteu parcialmente o efeito, ao reduzir em 41, 6% a laténcia, quando
comparado ao grupo tratado isoladamente com OEPT 200 mg/kg. Do mesmo modo, o
flumazenil reverteu o efeito do DZP 2 mg/kg (858,1 £ 138,2), em 52,3 %, quando comparado
ao grupo tratado com DZP 2 mg/kg (1800 + 0,0) sozinho, como pode ser verificado na figura
21.
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Figura 21: A: Investigacdo do mecanismo de acdo do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacq.) na
dose de 400 mg/kg, i.p.) sobre a laténcia da primeira convulsdo induzida com pentilenotetrazol (PTZ). B:
Investigacdo do mecanismo de ac¢do do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacqg.) na dose de 400
mg/kg, i.p.) sobre a laténcia para a morte no teste de convulsdes induzidas com pentilenotetrazol (PTZ). As
colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA, seguido pelo teste de
Student-Newman-Keuls (teste post hoc); com valores significativos:a, b, ¢, d, versus CONT, DZP 1, DZP 1 +
FLU 2,5, OEPT 200, respectivamente quando p<0,05. (a) CONT = salina 0,9% - 1mg/kg, (b) DZP 1 = Diazepam
1mg/kg, i.p., (c¢) DZP 1+ FLU 5: Diazepam 1mg/kg + Flumazenil 5 mg/kg, i.p., (d) OEPT 200: OEPT 200
mg/kg, i.p.
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5.3.5. Tempo de sono induzido com Pentobarbital

Quanto ao efeito sedativo-hipnotico do OEPT, todas as doses testadas apresentaram
reducdo da laténcia para o sono, conforme os resultados obtidos: OEPT 100 mg/kg (252,0 £
19,1), OEPT 200 mg/kg (259,9 * 35,6) e OEPT 400 mg/kg (176,0 = 10,4), respectivamente
em 34,3%; 32,2% e 54,1%, comparados ao grupo controle (383,6 + 25,7). O diazepam 2
mg/kg (160,0 = 29,9) também reduziu a laténcia em 58,2%, em relacdo ao controle, (figura
22).

Na duracéo do sono, apenas OEPT 400 mg/kg (4428 + 208,5) aumentou a duragédo do
sono quando comparado ao grupo controle (3005 + 209,6), em 47,3%. OEPT nas doses de
100 mg/kg (2821 = 173,4) e 200 mg/kg (2977 + 178,8) ndo apresentaram alteracfes
significativas quando comparadas ao grupo controle. O diazepam 2 mg/kg (5614 +381,9),
aumentou significativamente a duragdo do sono em 86,8 % em relagéo ao controle. Na figura

22, podem ser verificados ambos os parametros.
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Figura 22: A: Efeito do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacqg.) nas doses de (100, 200 e 400
mg/kg, i.p.) sobre a laténcia do sono em camundongos tratados com Pentobarbital (PTB). B: Efeito do OEPT
(Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacq.) nas doses de (100, 200 e 400mg/Kkg, i.p.) sobre a duragfo do sono
em camundongos tratados com Pentobarbital (PTB). As colunas representam média + erro padrdo da média
(EPM), analisados através da ANOVA seguido pelo teste de Student Newman Keuls (post hoc). Valores
significativos: a, b, ¢, e d, versus CONT, DZP 1, OEPT 100, OEPT 200 respectivamente quando p<0,05. (a)
CONT = salina 0,9% - 1mg/Kg, (b) DZP 1 = Diazepam 1mg/kg, i.p., (c) OEPT 100 = OEPT 100 mg/kg, i.p., (d)
OEPT 200 = OEPT 200 mg/Kg, i.p.
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Durante a investigacdo do mecanismo de agdo neste teste, observa-se que o OEPT 400
mg/kg (144,3 £ 10,3) e o DZP 2 mg/kg (103,1 + 6,8), reduziram a laténcia para 0 sono
respectivamente em 61,6 % e 72,6 %, em comparacao ao grupo controle (376,7 £ 14,2). O
flumazenil associado ao OEPT 400 mg/kg (262,1 + 29,3) aumentou a laténcia em 81,3 %,
comparado ao grupo OEPT 400 mg/kg sozinho, revertendo a atividade parcialmente. Do
mesmo modo houve reversdo parcial do efeito quando o flumazenil foi associado ao grupo
DZP 2 mg/kg (259,3 £ 18,3), com aumento da laténcia em 151,5 %,, comparado ao grupo
DZP 2 mg/kg isolado, (figura 23).

Quanto a duracdo do sono, 0 OEPT 400 mg/kg (4789 + 291,4) e 0 DZP 2 mg/kg (8123
+ 643,6), aumentaram este parametro, respectivamente em 217,7 % e 439 %, comparados ao
controle (1507 £ 125,8). No entanto, houve reversdo parcial do efeito quando o flumazenil foi
associado ao OEPT 400 (1767 * 187,2), em 63, 1 %, comparado ao grupo OEPT 400 mg/kg
isolado. Como ja era esperado o flumazenil associado ao DZP 2 mg/kg (3034 + 346,7)
reduziu a duracdo do sono em 62,6 %, quando comparado ao grupo DZP 2 mg/kg isolado,

havendo também reversdo parcial do efeito (figura 23).
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Figura 23: A: Investigagdo do mecanismo de acdo do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacq.) na
dose de 400 mg/kg, i.p.), sobre a laténcia do sono em camundongos tratados com Pentobarbital (PTB). B:
Investigacdo do mecanismo de acdo do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacqg.) na dose de 400
mg/kg, i.p.), sobre a duracdo do sono em camundongos tratados com Pentobarbital (PTB).As colunas
representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA, seguido pelo teste de
Student-Newman-Keuls (teste post hoc); com valores significativos:a, b, ¢, d, versus CONT, DZP 1, DZP 1 +
FLU 2,5, OEPT 400, respectivamente quando p<0,05. (a) CONT = salina 0,9% - 1mg/kg, (b) DZP 1 = Diazepam
1mg/kg, i.p., (¢) DZP 1+ FLU 5: Diazepam 1mg/kg + Flumazenil 5 mg/kg, i.p., (d) OEPT 400: OEPT 400
ma/kg, i.p.
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5.3.6. Tempo de sono com éter etilico

Neste experimento foi avaliado o efeito sedativo-hipnotico do OEPT no sono induzido
por éter etilico observando-se dois pardmetros, a laténcia para perda do reflexo postural e
duracdo do sono. Através da analise da laténcia para perda do reflexo postural, foi obervado
aumento desse parametro nos animais tratados com as doses do OEPT de 100 mg/kg (24,8
1,4); 200 mg/kg (25,4 + 1,0) e 400 mg/kg (35, 7 = 1,8), em relacdo ao controle (18,2 + 0,8),
respectivamente em, 37,7%, 41,1% e 96, 15 %. Por sua vez, o diazepam 2 mg/kg (25,5 £+ 1,8),
aumentou a laténcia para o sono em 41,6%, quando comparado com o controle, (figura 24).

Com relacéo ao segundo parametro de observacao, foi observado aumento na duracao
do sono dos animais tratados com OEPT nas doses: 100 mg/kg (195,2 + 10,6), 200 mg/kg
(175,4 + 8,7) e 400 mg/kg (266,9 + 9,2), respectivamente em 163 %; 136,3% e 259 %,
quando comparado ao controle (74,2 + 4,4), Quanto ao diazepam 2 mg/kg (316,3 + 20,1),
houve também aumento significativo em 326, 2 %, em relagdo ao controle, (figura 24).
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Figura 24: A: Efeito do OEPT (Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacq.) nas doses de (100, 200 e 400
mg/Kg, i.p.) sobre a laténcia da perda do reflexo postural no sono induzido por éter etilico. B: Efeito do OEPT
(Oleo essencial de Piper tuberculatum Jacq.) nas doses de (100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) sobre a duragdo do sono
induzido por éter etilico. As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da
ANOVA seguido pelo teste de Student Newman Keuls (post hoc). Valores significativos: a, b, ¢, e d, versus
CONT, DZP 1, OEPT 100 e OEPT 200 respectivamente quando p<0,05. (a)CONT = salina 0,9% - 1mg/Kg, (b)
DZP 1 = Diazepam 2 mg/kg, i.p., (c) OEPT 100 = OEPT 100 mg/kg, i.p., (d) OEPT 200 = OEPT 200 mg/Kg,
i.p.
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6. DISCUSSAO

A psicofarmacologia tem ganhado destaque nesses ultimos anos com a exploragéo de
plantas com potencial psicoterapéutico, representando um avan¢o na melhoria do tratamento
dos distarbios do sistema nervoso central. Muitos compostos de origem natural j& em uso. Sdo
eles: a cafeina, efedrina, canabindides, opioides e a reserpina, que tem a capacidade de alterar
a consciéncia e as modalidades sensoriais (Carlini, 2003). Dessa forma, a descoberta de novas
substancias que possam ser utilizadas na farmacoterapia, tendo o mecanismo de acao
investigado em ensaios neuroquimicos e tornando-se candidatas para futuras avaliaces
clinicas tem sido fomentada (Sousa et al., 2008). Um exemplo disso foram as espécies de
Piper investigadas que exibiram algumas propriedades, tais como acdo antidepressiva de
Piper laetispicum (Pan et al., 2005), de Piper laetispicum (Yao et al., 2009), de Piper longum
(Lee et al., 2005) e atividade ansiolitica da piplartina, amida extraida das raizes da Piper
tuberculatum (Felipe et al., 2007); a literatura também cita o efeito neuroprotetor de Piper
aduncum (Zaa et al., 2012) e efeito estimulante com Piper solmsianum (Moreira et al., 2001).

Os Grupos de metabodlitos secundarios denominados de terpenos também ja
apresentaram uma diversidade de efeitos centrais, caracterizados pelas atividades sedativa,
ansiolitica, antinociceptiva, anticonvulsivante, pré-convulsivante e alucindgena (Passos et al.,
2009). Os terpenoides como assim também podem ser chamados, consistem basicamente em
substancias quimicas de origem biossintética a partir de unidades de isopreno, que por sua vez
origina-se do &cido mevaldnico (Simdes & Spitzer, 2007). Os monoterpenos sdo 0s terpenos
encontrados com maior frequéncia nos Oleos volateis, seguidos dos sesquiterpenos. Os
diterpenos apesar de estarem em menor namero, também se fazem presentes (Steinegger &
Hansel, 1992).

Embora sejam utilizados pelas industrias, como componentes de fragrancias,
cosméticos, produtos de limpeza, desinfetantes e aditivos alimentares, 0s terpenos servem
como remédios e apresentam atividades bioldgicas como a atividade antiiflamatéria (Las
Heras et al., 2003; Riella et al., 2012), analgésica (Guimardes et al., 2013), antioxidante
(Costa et al,. 2012), antimicrobiana (Turina et al., 2006; Modello et al., 2006), gastroprotetora
(Takayama et al., 2011) e efeitos centrais (Passos et al., 2009).

Os terpenos citados na literatura tem sido alvo de estudos com o intento de definir seu
perfil de acdo no sistema nervoso central. O linalol (Silva Brum et al., 2001) e os valepotriatos

(Ortiz et al., 1999), por exemplo, sdo capazes de agir como anticonvulsivantes em modelos
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animais. O a-tujeno pode levar a alucinagdes, sonoléncia, tremores e convulsdes (Deiml et al.,
2004). O efeito sedativo-hipnético foi demostrado com a CIS-jasmona e metil-jasmonato
(Hossain et al., 2004). Os isdbmeros da R-(-) e S-(+) da carvona mostraram efeito depressor do
SNC (Pergentino de Souza et al., 2007). Estudos eletrofisioldgicos in vitro com o (+)-Borneol
mostrou a sua atividade no alivio da insbnia, cansaco e da ansiedade, devido a sua acdo
moduladora do receptor GABA. (Granger et al., 2005) A administracdo de altas doses de
artemisinina promove efeito sedativo ao reduzir atividades de estereotipia induzida por
apomorfina e hiperatividade induzida por bromocriptina (Amos et al., 2003).

Dentre as substancias quimicas ja identificadas em espécies de Piper, varios terpenos
ja foram descritos na literatura (Reigada, 2007). Na analise quimica de 6leos essenciais da
Piper aduncum, Piper amalago, Piper arboreum, Piper cernuum, Piper hispidum, Piper
regnelii, Piper submarginalum, Piper vicosanum e Pothomorphe umbellata, os principais
monoterpenos encontrados foram, a-pineno, B-pineno, espatulenol, E-cariofileno, 6xido de
cariofileno, germacreno D e limoneno (Mesquita et al, 2005).

Uma caracteristica importante dos Oleos essenciais € quanto a sua composi¢ao
quimica, consistindo em uma mistura de compostos com variacao entre 20 a 60 componentes,
distribuidos em diferentes concentracfes. Geralmente, dois ou mais desses constituintes se
destacam, tendo concentracdo em torno de 20 a 70 %. S& os chamados compostos
majoritarios comumente responsaveis pelas atividades biol6gicas (Bakkali et al., 2008).

Quando foi feita a analise da composi¢do quimica do OEPT foram identificados varios
monoterpenos, dentre eles, o a-pineno (26,54%) ¢ o B-pineno (27,74%), os constituintes
majoritarios do Oleo. Além desses, também foi detectado o B-cariofileno (14,38%) e o B-
ocimeno (12,45), em menores quantidades que os constituintes principais. Os monoterpenos
sdo caracterizados por possuir uma cadeia com 10 carbonos e classificados com relacdo a
forma de sua cadeia , podendo ser, aciclico, ciclico e monociclico (Breitmaier, 1999). Em um
levantamento realizado foi observado que o B-pineno geralmente vem acompanhado do a-
pineno (Setzer et al, 1999). Alguns estudos corroboraram com tal afirmacéo; ao se investigar
a composi¢do quimica de oOleos essenciais das folhas, caules e frutos de algumas espécies de
Piper, estes estudos mostraram a presenca desses dois compostos, foi o caso da Piper
hispidum (Potzernheim et al., 2006; Bottia et al., 2007); Piper aduncum L. (Oliveira et al.,
2013), Piper crassinervium (Cysne et al., 2005), Piper lanceaefolium Kunth (Benitez et al.,
2009), Piper malacophyllum, Piper guineense (Olonisakin et al., 2006) Piper officinarum
(Salleh et al., 2012) e Piper nigrum (Jirovetz et al., 2002).
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Com relacdo a algumas caracteristicas dos compostos majoritarios, ambos séo
isdbmeros estruturais (Solomons, 2009), podendo diferenciar na toxicidade e nos tipos de
atividades (Tabanca et al., 2007). Possuem odores agradaveis, e relevantes propriedades
bioldgicas (Juca, 2007). E valido mencionar que o B-pineno é um monoterpeno &lcool ciclico,
comumente encontrado em plantas aromaéticas, e ainda recebe o nome quimico de 6,6-dimetil-
2-metilenobiciclico heptano (Letizia et al., 2003). Quanto as fungdes j& descritas na literatura,
o B-pineno apresenta propriedades antiespasmodica, antiinflamatoria (Almeida et al., 2003),
hipotensora (Menezes et al., 2010), antimicrobiana (Silva et al., 2012) e antidepressiva
(Guzmén-Gutiérrez et al.,, 2012). Quanto ao a-pineno, um derivado de duas unidades
isoprénicas, estudos indicaram que este composto possui propriedades antiespasmaodica
intestinal (Camara et al., 2003), antimicrobiana (Leite et al., 2007), antiviral (Yang et al.,
2011), e afeta 0 metabolismo oxidativo das mitocondrias de células vegetais (Abrahim et al.,
2003).

Considerando a importdncia do Oleo essencial na investigacdo de atividades
farmacoldgicas, ha relatos com mais de 2000 anos a. C., que os Ayurvedas faziam obtencédo
de produtos destilados de uma variedade de espécies vegetais, encontrando mais de 700
substancias aromaticas. No antigo Egito esses compostos eram utilizados em massagens, na
protecdo da pele e no embalsamento dos mortos. Atualmente, dentre as diversas utilizacbes
medicinais, estdo aquelas decorrentes dos seus efeitos no sistema nervoso central, tais como;
estimulante, sedativo-hipnotica, ansiolitica e antidepressiva (De La Cruz, 2002).

No entanto, € imprescindivel enfatizar que apenas o conhecimento popular ndo garante
a validade do uso das plantas medicinais de forma segura. E indispensavel que antes de ser
empregada como uma terapia, tanto a sua acdo quanto o nivel de toxicidade devem ser
avaliados, a fim de comprovar a sua eficacia e seguranca (Simdes et al., 2004), pois muitos
produtos naturais podem ocasionar riscos para a saude, embora sejam apresentados como um
beneficio seguro, pelo fato de ser de origem natural, muitas delas ndo tiveram as propriedades
farmacologicas criteriosamente avaliadas em testes pré-clinicos e clinicos (Veiga Junior,
2005).

Diante de tais colocages, realizou-se a principio uma triagem farmacoldgica com o
OEPT, baseada em alteracBes comportamentais e sinais de toxicidade, um teste Gtil para
escolha das doses utilizadas nos ensaios farmacologicos (Mattei & Franga, 2006), enfatizando
o perfil geral de toxicidade, o estado de consciéncia, a disposi¢do geral, alteracbes na
atividade motora, nos reflexos e sobre os efeitos gerais no sistema nervoso central e no

sistema nervoso autonomo (Malone & Robichaud, 1983).
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As alteracbes observadas nesta etapa do trabalho sugerem que a administragéo
intraperitoneal do OEPT promoveu um efeito depressor do SNC, com base na reducdo da
ambulacdo e sedacdo. No caso da sedacdo, esta € compreendida como sendo um grau de
depressdo do SNC, caracterizado por sonoléncia e diminuicdo da atividade motora (Almeida,
2006). Além disso, foi possivel determinar a DLso do OEPT por via i.p., caracterizando a sua
toxicidade moderada, sendo a DLsp de aproximadamente 5000 mg/kg, i.p. Esta informacéo
serviu de referéncia para a escolha das doses, optando-se por valores inferiores a 10% da
DLso, para garantir que as doses utilizadas seriam isentas de toxicidade.

A investigacdo do perfil toxicoldgico também foi realizada levando em consideragdo
que os Oleos essenciais podem apresentar toxicidade tanto aguda quanto cronica, com possivel
interacdo com outros 6leos e/ou farmacos, que ird depender em grande parte da dose que for
utilizada (De La Cruz, 2002), pois mesmo que o produto seja considerado natural, ndo se pode
afirmar que ele ndo provoque algum efeito nocivo.

Apos o screening hipocratico e a determinagdo da DLsg, 0s animais foram submetidos
a testes comportamentais, como 0 campo aberto, labirinto em cruz elevado, teste da barra
giratoria (rota rod), convulsdes induzidas por Pentilenotetrazol, potencializacdo de tempo de
sono induzido por Pentobarbital e Eter etilico. Estes testes sio especificos para avaliar
atividades sedativa, ansiolitica, anticonvulsivante e sedativo-hipnética. Para Graeff &
Zangrosi (2002), os modelos animais de comportamento sdo ferramentas Uteis para
investigacdo de substancias com potencial terapéutico e para delineamento de mecanismo de
acao.

Na primeira avaliagdo comportamental utilizou-se o campo aberto, com finalidade de
investigar a influéncia 6leo sobre o nivel de excitabilidade no SNC (Mansur et al., 1971),
caracterizando como depressor ou estimulante (Marques et al., 2013). Este modelo é o mais
antigo para triagem de drogas com efeito ansiolitico, descrito por Archer (1973). Nele, sédo
observadas as atividades locomotora, exploratdria e ainda a emocionalidade (Okoli et al.,
2010), decorrentes da exposic¢do do animal a um novo ambiente que provoque tenséo, conflito
e desperte tendéncia em explorar aquilo que é desconhecido.

Para consolidar a observacdo no campo aberto, foram padronizados trés pardmetros
(numero de cruzamentos, de grooming e de rearing) a fim de caracterizar melhor a atividade
do OEPT quanto ao carater (ansiolitico, ansiogénico ou sedativo) (Keeley & Storch, 2009).
Na presenca de compostos depressores (benzodiazepinicos e neurolépticos), as atividades s&o
reduzidas, e na presenca de drogas estimulantes (anfetaminas, cocaina), ocorre aumento dos

parametros avaliados (Prut & Belzung, 2003). No trabalho de Ya’u et al (2011) é definido que
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quando os animais sdo tratados com alguma substéncia ansiolitica, as atividades sdo reduzidas
por meio da inibicdo do estresse. Dessa forma a reducdo dos parametros, NC, NG e NR,
refletem, em parte, sobre a natureza ansiolitica do produto natural em estudo.

No primeiro parametro abordado, o OEPT promoveu reducdo do numero de
cruzamentos, indicando possivel efeito tipo sedativo/ansiolitico. A reducdo da atividade
locomotora foi observada em animais tratados com drogas utilizadas para o tratamento de
distarbios mentais (Argal et al., 2006), assim como com 0leos essenciais que contenham
compostos derivados dos terpenos (Marques et al., 2013). De forma semelhante, o0 nimero de
cruzamentos também pode ser alterado por drogas que promovam o relaxamento muscular
periférico (Archer, 1973). O comportamento depressor caracterizado neste teste serviu para
confirmar o que ja tinha sido verificado quando feito o teste hipocratico.

Além do NC, houve reducdo tanto do nimero de grooming gquanto de rearing com o
tratamento do OEPT, assim como nos animais tratados com o diazepam. Alguns autores
defendem que o0 aumento no nimero de grooming e rearing, podem ser explicados tanto pelo
estresse quanto pela ansiedade que os animais estdo submetidos (Lister et al., 1987), e a
administracdo de drogas ansioliticas pode reduzir o rearing, parametro ligado com o nivel de
excitabilidade central (Cunha & Masur, 1978). Quanto ao grooming, este comportamento é
comumente exibido por roedores que estdo apreensivos, numa situacdo que provoque conflito
e medo, mas que quando tratados com drogas ansioliticas também reduzem este
comportamento (Barros et al., 1994; Moody et al., 1988).

De acordo com Serafim & Felicio (2001), o aumento do grooming pode estar
relacionado com a neurotransmissao dopaminérgica no corpo estriado e no nucleo accumbens.
Neste caso, 0 OEPT pode estar reduzindo a concentracdo da dopamina ou blogueando os
receptores dopaminérgicos nos animais tratados, precisamente no corpo estriado, justificando
o resultado. Para isso, seria necessaria a realizacdo de outros experimentos com antagonistas
dopaminérgicos especificos ou ensaios de CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia).

Foi investigado se o mecanismo de acdo do OEPT seria dependente do sistema
GABAérgico, visto que as doses do OEPT agiram de forma semelhante ao diazepam. Para
isso utilizou-se o flumazenil, um antagonista competitivo do receptor benzodiazepinico
(Pereira & Carvalhes, 1991). A utilizacdo do antagonista possibilitou relacionar o efeito do
OEPT com interacdo com o sistema GABAEérgico, pelo fato da ocorréncia de reversao parcial
do efeito do 6leo. De acordo com Kolawole et al (2007), o efeito observado pode ser

decorrente de uma potenciacao da neurotransmissdo GABAGérgica,.
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Para Olson (2002), muitas das drogas utilizadas como ansioliticas e com acéo
anticonvulsivante agem modulando de forma alostérica os receptores GABAA. O GABA
(acido y-aminobutirico) € considerado o0 neurotransmissor inibitorio com maior
predominancia no sistema nervoso central. Este importante neurotransmissor ¢ formado a
partir do glutamato com a participacdo da enzima acido glutamico descarboxilase (Rang &
Dale, 2011).

Além dos receptores GABA,, existem o0s receptores GABAg. O GABAA € um canal
regulado por ligante, tendo uma grande sensibilidade para o cloro, enquanto que os receptores
GABAg sio acoplados a proteina G, a qual regula a abertura dos canais de K*. Os
benzodiazepinicos tem acéo no sistema no sistema GABAérgico, promovendo um aumento da
afinidade do neurotransmissor com o seu receptor, formando um potente sistema de inibicao
do SNC (Korpi, et al., 2002; Kralic et al., 2002). Neste caso, quando 0s benzodiazepinicos se
ligam aos receptores, h4& um aumento da frequéncia de abertura dos canais de cloro com
consequente hiperpolarizagdo (Andreatini, 2004).

Na literatura ha relatos de que o extrato da Piper longum, pertencente a0 mesmo
género da Piper tuberculatum, promoveu reducdo no nimero de cruzamentos no campo
aberto, estando o sistema GABAEérgico possivelmente envolvido nesse mecanismo. Essa a¢cdo
pode ser decorrente dos compostos encontrados na planta como alcaloides e flavonoides
(Mamun et al., 2011).

Ao considerar os compostos presentes no OEPT e sua relacdo no efeito observado, o
B-pineno, composto majoritario, pode ser um dos responsaveis pelos resultados obtidos no
campo aberto. A utilizacdo do 6leo essencial dos frutos da Piper guineense, também rico em
B-pineno, promoveu efeitos sedativo e ansiolitico, respectivamente nos teste do campo aberto
e da transicdo claro/escuro (Tankam & Ito, 2013), corroborando com os achados
apresebntados neste trabalho. Mesmo assim, apesar dos numerosos estudos com 0s
monoterpenos com atividades no sistema nervoso central, ndo se sabe com real certeza se o
efeito € decorrente apenas de um composto isolado ou se ha um sinergismo. Para isso €
necessario que investigacdes com outros componentes do dleo essencial sejam realizadas.

De acordo com Guzman-Gutierre et al (2012), o B-pineno, quando administrado nas
doses de 54,8 mg/kg; 100 mg/kg e 173,2 mg/kg em camundongos, promoveu reducdo no
numero de cruzamentos no teste do campo aberto. Esta acdo parece estar relacionada a
potencializagdo do sistema GABAérgico (Aoshima et al., 1999) pelo composto em questéo.

Assim como [B-pineno, o o-pineno também apresentou efeito sedativo no teste do

campo aberto nas doses de 54,8 mg/kg; 100 mg/kg e 173,2 mg/kg (Guzman-Gutierre et al
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2012). Com base nesses resultados é possivel que o comportamento observado com o OEPT
tenha o envolvimento do o pineno, por meio de uma interagdo sinérgica com o 3 pineno, ou
com outros monoterpenos presentes.

Uma vez definido o nivel de excitabilidade no SNC e a triagem para efeito tipo
ansiolitica no campo aberto, realizou-se o teste do labirinto em cruz elevado, que investiga de
maneira mais especifica a a¢do ansiolitica tipo benzodiazepinica do OEPT. Este modelo
guando executado corretamente permite detectar se o produto em estudo tem alguma relagéo
com o complexo GABAAa/Benzodiazepinico, servindo de base para triagem de drogas
utilizadas no estudo da neurobiologia da ansiedade e do comportamento de defesa (Rodgers et
al., 1997), indicando se uma substancia tem efeito ansiolitico ou ansiogénico (Fernandes &
File, 1996).

Este modelo € baseado em duas caracteristicas principais dos roedores. A primeira é
em relacdo a aversdo que os animais tém em explorar 0s espagos abertos. O outro aspecto
envolvido diz respeito ao comportamento exploratério dos animais por ambientes
desconhecidos, caracterizados como novidades (Fernandes & File, 1996).

Quando o animal é submetido a uma situacdo estressante e desconhecida, 0s mesmos
optam por lugares fechados e protegidos. Este comportamento € comparado de forma analoga
com a ansiedade em humanos (Gray, 1988). Para avaliacdo no LCE, foram adotados alguns
parametros de observacdo como o tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados, e o
nimero de entrada nos bracos abertos e fechados. A exploracdo dos animais é baseada no
medo inato que normalmente os leva a ndo explorar espagos desprotegidos (Lister, 1990); os
bracos abertos sdo considerados, portanto, conflitantes, levando a alteragdes comportamentais
como, imobilidade, congelamento e aumento da defecacédo (Pellow & Chopin et al, 1985).

Em razdo da escassez de métodos que sejam fidedignos, eficientes e com boa
reprodutibilidade, o labirinto em cruz elevado é o mais adequado para pesquisa na area
experimental envolvendo doengas do sistema nervoso central (Pinto et al., 2012), com
algumas vantagens que garantem a sua viabilidade, como simplicidade na execugdo, uma vez
gue ndo é necessario treinamento do pesquisador, e ndo submeter os animais aos estimulos
nocivos, como a privacgao de alimentos (Walf & Frye, 2007).

Com a administragdo do OEPT, houve um aumento significativo no NEBA e no
TPBA, assim como no grupo tratado com diazepam 1 mg/kg. Para Treit et al (1993), os
animais tratados e submetidos ao aparelho, que passarem mais tempo nos bragos abertos e
entrarem mais vezes nestes, sdo considerados menos ansiosos. Esse comportamento foi

comprovado com a utilizacdo de drogas ansioliticas como o diazepam, clonazepam,



83

bromazepam e alprazolam. Esses dados fornecem evidéncias de que o OEPT tenha provavel
acdo ansiolitica tipo benzodiazepinica, visto que a associagdo do OEPT ao flumazenil reverteu
parcialmente os dois pardmetros supracitados, sugerindo que o efeito do OEPT esteja
relacionado com um mecanismo GABAEérgico, semelhantemente ao diazepam,

O a-pineno, um dos compostos majoritarios do OEPT pode estar envolvido no efeito
observado. No estudo de Raza et al (2006), este composto foi testado isoladamente em dois
modelos de ansiedade, o labirinto em Y e a placa perfurada, utilizando a dose de 345 mg/kg.
No labirinto em Y, o a-pineno promoveu efeito ansiolitico e, quando associado ao flumazenil,
o efeito obtido anteriormente foi revertido, indicando o possivel envolvimento com o sistema
GABAérgico, semelhante ao lorazepam, droga padrdo utilizada no trabalho.

Além de promover efeito ansiolitico, os benzodiazepinicos promovem o relaxamento
muscular, comprometendo a coordenacdo motora. Esta acdo acontece por meio dos efeitos
inibitorios sobre os reflexos polissinapticos e sobre a transmissdo internuncial. Quando
utilizado em doses mais elevadas, os benzodiazepinicos podem deprimir a transmissao na
juncdo neuromuscular esquelética (Katzung, 2014). A perda da coordenacdo motora reflete na
forca do equilibrio, na marcha e na competéncia sensorial; prejudicando 0s ensaios
comportamentais de memdria, motivacdo e exploracdo (Boehm et al., 2000).

Para detectar a influéncia na coordenacdo motora dos camundongos e excluir a
possibilidade que o Oleo esteja promovendo déficit motor, o que poderia prejudicar a
avaliacdo comportamental (Bogo et al., 1981), os animais foram tratados com OEPT e
avaliados na barra giratoria do rota rod. Nesse experimento, quanto maior o numero de
quedas e menor tempo de permanéncia na barra giratéria, mais intenso é o efeito da
incoordenacdo motora (Mattei & Franca, 2006). Drogas depressoras como barbituricos,
benzodiazepinicos, etanol e outras, promovem efeito locomotor bifasico, como estimulacao
em baixas doses e sedacdo em doses mais elevadas (Rustay et al., 2003).

Um dos fatores que determinam a neurotoxicidade é a perda da coordenacdo motora
(Massaquoi et al., 1998). A incoordenagdo motora € um dos efeitos facilmente observados em
casos de intoxicagdo e um dos sinais comumente observados em algumas desordens
neuroldgicas. Os resultados do teste da coordenagdo motora mostraram que o OEPT nas doses
administradas é desprovido desta acdo, ndo provocando qualquer alteracdo na coordenagéo
motora dos animais, quando avaliados no rota rod, como foi observado com o diazepam,
excluindo a possibilidade do efeito locomotor bifasico.

Outra propriedade exibida pelas drogas ansioliticas (benzodiazepinicos) é a

capacidade de inibir o desenvolvimento das convulsdes e a sua propagacdo no SNC (White et
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al., 2007). Esse disturbio tem impulsionado a procura por novas fontes de tratamento com
plantas aromaticas usadas na medicina popular, acreditando na obtencdo de substancias
anticonvulsivantes com boa eficacia (Almeida et al., 2011), que sejam capazes de prevenir ou
retardar o inicio da convulsdo (White et al., 2007). Seguindo esta linha de raciocinio, pelo fato
do OEPT ter apresentado efeito ansiolitico possivelmente mediado pelo GABA, essa fase do
trabalho investigou a atividade anticonvulsivante e neuroprotetora do 0leo, no teste de
convulsdes induzidas com o pentilenotetrazol.

As convulsbes sdo desencadeadas por descargas neuronais excessivas e sincronicas,
resultantes, dentre outros fatores de estimulos excitatorios, como aquele observado com o
glutamato, um neurotransmissor excitatorio (Yacubiam, 2008) ou por meio da inibi¢do da
neurotransmiss¢cao GABAEérgica (Kang et al., 2008). Tomadas em conjunto, essas alteracdes
levam a um desequilibrio entre os aminoacidos excitatorios e inibitérios do SNC (Godman &
Gilman, 2012), que medeiam a estabilidade e eficiéncia das conexdes sinapticas (Kaul et al.,
2011).

Atualmente, os mecanismos de acdo os farmacos anticonvulsivantes envolvem a
reducdo dos disparos neuronais repetitivos, aumentando os efeitos inibitérios do GABA ou
podem também promover reducdo dos efeitos dos aminoécidos excitatorios (glutamato e
aspartato), e bloquear os canais iénicos, alterando 0 movimento dos ions sédio e calcio pelas
membranas dos neurdnios (Panus et al., 2011) levando a uma supressdo das convulsdes e o
bloqueio. Os principais farmacos utilizados sdo a fenitoina, diazepam, carbamazepina,
valproato, os barbitdricos, lamotrigina, topiramato, gabapentina, levetiracetam, entre outros
(White et al., 2007).

Procurando por um modelo ideal para se chegar a novas substancias com agéo
anticonvulsivante, o Instituto Nacional de Sadde (NHI)/Sociedade Americana de Epilepsia
realizou em 2002 um encontro para discutir este assunto. Como resultados desse evento foram
considerados alguns fatores essenciais para um modelo adequado, como refletir a
fisiopatologia e fenomenologia de forma semelhante a epilepsia humana. Aléem disso, é
primordial que o modelo animal apresente um perfil farmacoldgico que resista a pelo menos
duas drogas anticonvulsivantes (Stables et al., 2003).

Neste trabalho foi adotado o teste de convulsdes induzidas por Pentilenotetrazol,
modelo desenvolvido por Swinyard et al (1952), empregado para investigar acédo
anticonvulsivante de compostos benzodiazepinicos (Tallman et al., 1980). Durante a execugao

do teste é verificado que drogas com agdo anticonvulsivante bloqueiam o desenvolvimento
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das convulsdes, aumentam a laténcia do para o inicio, como também podem reduzir a duragéo
e/ou letalidade da mesma (Lapa et al., 2008).

O pentilenotetrazol, droga pro-convulsivante, € um bloqueador seletivo do canal de
cloreto acoplado ao receptor GABA, que ao ser administrado promove uma supressdo da
neurotransmissdo inibitoria do sistema GABAérgico. Como consequéncia, 0corre um excesso
na atividade elétrica (Abbasi et al., 2012), desencadeando assim as convulsdes, caracterizadas
em dois tipos: convulsGes mioclénicas e as tdnico-clonicas (Fisher, 1989; Loscher &
Schmidit, 2002). Com isso afirma-se que este teste permite a identificacdo de substancias que
atuem nos receptores GABA (Kupferberg & Schmutz, 1997).

No teste das convulsdes induzidas por pentilenotetrazol, foi observado que o OEPT
apresentaram efeito anticonvulsivante, ao aumentar a laténcia para a 1? convulsdo, assim
como o diazepam, embora em menor grau que o farmaco de referéncia. Este efeito parece
decorrer de uma possivel interaacdo do OEPT com o sistema GABAGérgico. Esta hipotese foi
reforgada quando feita a associagdo do OEPT com o flumazenil, observando-se reverséo
parcial do efeito do 6leo sobre a laténcia para a 12 convulsdo e a laténcia de morte.

Estudos abordam que estas substancias podem atuar como moduladores dos receptores
GABAA (Almeida et al., 2008). Um exemplo disso sdo os andlogos do a-pineno, que
demonstraram efeito anticonvulsivante quando testado em ratos (Consroe et al., 1981). O o-
pineno isolado, administrado na dose de 440 mg/kg, foi testado no modelos de convulsdes
induzidas por PTZ, comprovando sua atividade neuroprotetora (Raza et al., 2008). Dessa
forma, é sugerido que o efeito anticonvulsivante do OEPT seja decorrente da acdo de
monoterpenos presentes no dleo, visto que estes compostos parecem estar envolvidos neste
tipo de atividade (Dallmeier & Carlini, 1981). Além disso, alguns pesquisadores relataram
gue o SL-1, um monoterpeno sintético, homdlogo do GABA, apresenta acdo
anticonvulsivante, nos testes de convulsdes induzidas por PTZ (Librowski et al., 2000).

Muitos terpenos apresentam baixa toxicidade, viabilizando a utilizagdo em testes
posteriores (Tolstikova et al., 2008). No trabalho de Chang et al (2007), o a- e o B-pineno
tiveram sua ac¢ao neuroprotetora contra neuroblastoma humano SH-SY5Y, em modelo celular
in vitro. Quanto aos mecanismos de acdo da atividade anticonvulsivante dos monoterpenos, é
sugerido que possa exercer por dois mecanismos: a via glutamatérgica ou a gabaergica (Silva
Brum et al., 2001).

Considerando o efeito depressor ja relatado, foi realizado o teste do tempo de sono
com o pentobarbital com o proposito de verificar se 0 OEPT possui efeito sedativo-hipnético,

por meio da potencializacdo do sono com barbitirico. Esse experimento é baseado no fato de
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que, quando duas drogas possuem a mesma acédo, os efeitos se somam (Riley et al., 1958),
levando em consideragdo dois parametros: a laténcia e a duragcdo do sono (Willianson et al.,
1996).

O sono consiste em uma atividade cerebral natural, baseado em alteracdes no estado
de consciéncia, com predominio da reducdo da sensibilidade aos estimulos ambientais
(Gomes et al., 2010). Para Winson (2005), é definido como um comportamento reversivel de
desprendimento e inconsciéncia. Para regular o ciclo sono vigilia, trés areas hipotalamicas
estdo envolvidas: o hipotalamo anterior (nicleos GABAérgicos e ndcleos supraquiasmaticos),
0 hipotalamo posterior (nucleo tubero-mamilar histaminérgico) e o hipotadlamo lateral
(sistema hipocretinas). O inicio e manutencdo do sono NREM, o ritmo circadiano do ciclo
sono vigilia e a promocéo da vigilia sdo as acGes promovidas por estas estruturas (Aloé et al.,
2005).

A sonoléncia, o inicio e a manutencdo do sono podem ser estimulados por drogas
chamadas de hipnoéticas (Katzung, 2014). Os benzodiazepinicos sdo um exemplo cléassico de
drogas com efeito sedativo-hipnotico. No entanto, a rapida tolerancia e a capacidade de
aumentar os efeitos depressores tém os tornado um problema aos usuéarios (Lapa et al., 2008).
E recomendado, portanto, que antes que o paciente faca uso de alguma medicagio
benzodiazepinica, o uso de fitoterapico deve ser levado em consideracdo (Veloso et al., 2008).

As drogas utilizadas nos estudos de fisiologia do sono, como 0s benzodiazepinicos,
hidrato de cloral, etanol, barbituricos e gases anestésicos, tem a¢do hipndtica promovida por
diversos mecanismos de acdo, como por exemplo, a inibicdo das células histaminérgicas no
nacleo tuberomamilar (Lu & Greco, 2006). O teste do tempo de sono em camundongos
induzido por Pentobarbital (Montenegro et al., 2010) é muito utilizado para descobrir novas
substancias com efeito sedativo-hipnético (acdo depressora no sistema nervos central). O
pentobarbital, droga indutora do sono, exerce seu efeito ao ligar-se ao sitio de ligagdo para 0s
barbitaricos, que esta localizado nas subunidades al B1, compondo o canal de cloreto do
complexo receptor GABAA (Muroi et al., 2006).

Neste trabalho os resultados obtidos mostraram que todas as doses influenciaram na
laténcia para o sono, provocando reducdo desse parametro. Entretanto, apenas a dose de 400
mg/kg do OEPT aumentou a dura¢do do sono. Esses dados evidenciam ainda mais a agéo
depressora previamente observada e indica um efeito hipnético similar ao diazepam, que pode

ser atribuido a uma possivel interacdo de um ou mais componentes do OEPT com o0s
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receptores GABAGérgicos, uma vez que o flumazenil reverteu parcialmente a laténcia e
durac&o do sono induzidas pelo 6leo.

Acredita-se também que os compostos majoritarios estejam envolvidos nesta acéo,
visto que 0 a-pineno (Guzman-Gutierre et al., 2012) e o B-pineno (Aoshima et al., 1999),
apresentaram efeito depressor e sedativo, com base na literatura. Além disso, 0 Pneumus
boldus Molina (boldo do chile, rico em a- ¢ B- pineno), provoca efeito hipnotico decorrente da
presenca desses compostos (Newall et al., 2002).

Apesar disso € preciso considerar que este teste ndo é especifico, pois algumas drogas
podem estar interferindo com a biotransformagdo do pentobarbital pelo complexo enzimatico
do citocromo P-450, podendo apresentar os mesmos efeitos que as drogas depressoras do
SNC (Golubkova et al., 1998; Blumenthal, 2000). Com base nisto, a possibilidade de que o
aumento da duracdo do sono induzido pelo pentobarbital, pode ndo ser do efeito hipno-
sedativo, e sim da inibigdo do sistema enzimatico hepatico pelo OEPT.

Descartar a hip6tese de que o OEPT possa alterar a biotransformacédo do pentobarbital,
foi utilizado o teste do tempo de sono com éter etilico (Lapa et al., 2008); este teste tem como
base o fato de que o éter etilico ndo possui metabolismo hepatico (Vieira, 2001). Dessa forma,
todas as doses do 6leo aumentaram a duracdo do sono, confirmando o efeito hipnético do
material e excluindo a possibilidade de que o mesmo possa interferir no metabolismo do
pentobarbital, aumentado a biodisponibilidade do mesmo.

Além do efeito observado, é possivel verificar que todas as doses do OEPT e do
diazepam associados ao éter etilico, aumentaram a laténcia de sono. Este achado pode ser
explicado baseado no fato de que os anestésicos inalatérios podem produzir um efeito
excitatdrio, ao potencializar a resposta do receptor 5-HT3 (Suzuki et al., 2002).

Fazendo uma abordagem geral dos dados anteriormente mencionados e discutidos, €
verificado que o OEPT apresentou efeito sedativo, ansiolitico, anticonvulsivante e hipnotico,
e gque provavelmente os compostos majoritarios sejam 0s responsaveis por essas atividade
observadas, visto que os terpenos ja apresentaram alguns desses efeitos em outros estudos
descritos na literatura. Além disso, na investigacdo do mecanismo de acgdo, sugere-se que 0S
constituintes quimicos estejam interagindo com o sistema GABAérgico, uma vez que a
associacdo do 6leo ao flumazenil, um antagonista dos receptores GABA,, reverteu os efeitos
descritos anteriormente. Dessa forma, este trabalho contribuiu para corroborar com os dados
ja existentes sobre a potencialidade dessa espécie e de outras do mesmo género quanto a sua

capacidade de promover a¢des farmacoldgicas direcionadas para o sistema nervoso central.
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7. CONCLUSOES

Por meio da andlise dos resultados apresentados sobre as agdes do OEPT no SNC, tem-se que:

e Foram coletadas 3.852 g de frutos de Piper tuberculatum Jacq. e a exsicata preparada
foi deposita do Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima — HCDAL da

Universidade Regional do Cariri.

e O OEPT apresentou como componentes majoritarios o a- ¢ o -pineno;

e No teste hipocratico, o0 OEPT apresentou efeito depressor central, sendo dotado de
toxicidade moderada. Sua DLs, foi de aproximadamente 5000 mg/kg, quando

administrado por via, i.p.;

e Nos testes comportamentais, 0 OEPT foi destituido de efeito miorrelaxante, porém
dotado de efeito sedativo, ansiolitico do tipo benzodiazepinico, anticonvulsivante e
hipnotico. Tais efeitos foram parcialmente revertidos pelo flumazenil, um antagonista

benzodiazepinico.

e As acdes farmacoldgicas do OEPT sdo decorrentes, portanto, da interacdo de um ou

mais de seus componentes com o sistema GABAEérgico.



89

8. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Tomados em conjuntos pode-se concluir que os efeitos observados com a administracéo
aguda do OEPT em camundongos, parece ser decorrente da possivel interacdo de seu
componente majoritdrio com o sistema GABAérgico. No entanto, outros testes séo
necessarios para melhor caracterizar o mecanismo de acdo do OEPT e seus componentes

majoritarios, tais como:

e Avaliar os efeitos da administracdo aguda do o- e B-pineno em camundongos,
submetidos aos testes do campo aberto, labirinto em cruz elevado, rota rod,
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol, e potencializacdo do sono com

pentobarbital e éter etilico;

e Realizar binding GABAérgico em hipocampo de camundongos tratados com

OEPT e seus componentes majoritarios;

e Realizar a dosagem de GABA e glutamato através da técnica de CLAE, em
hipocampo de camundongos tratados com OEPT e seus componentes

majoritarios.
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ANEXOS

ANEXO 1 - LICENCA SISBIO

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacgdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Nuamero: 41398-1 ‘ Data da Emissao: 04/10/2013 17:40 Data para Revalidagao*: 03/11/2014
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao

Dados do titular

Nome™ VALTERLUCIO DOS SANTOS SALES CPF: 074.563.194-05

Titulo do Projeto: Estudo dos efeitos centrais do dleo essencial dos frutos de Piper tuberculatum (pimenta de macaco) em camundongos

Nome da Instituicdo - Universidade Regional do Cariri CNPJ: 06.740.864/0001-26

Cronograma de atividades

[#] Descricio da atividade [ Inicio (mésfano) [Fim (més/ano) |
[ Coletar frutos da Piper tuberculatum [092013 [02/20158

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliqguem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biclogicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdio ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia

Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
ccomo do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservacie estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou merader de drea dentro dos limites de unidade de conservacio
federal cujo processo de regularizagdo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizade para os fins previstos na Instrucdo Normativa IBAMA n® 15472007 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n® 1072010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biclogico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no dmbito do ensino superior.

4 A autorizacdo para envio ao exterior de material biolégico ndo consignado devera ser requerida por meio do enderego eletrénico www ibama.gov_br (Servigos on-ine -
Licenca para importagdo ou exportacdo de flora e fauna - CITES e n&o CITES).

O titular de licenca ou autorizagcdo e os membros da sua equipe dever3o optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 | a0 grupo taxondémice de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esfor¢o de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigdo in situ

O titular de autorizagdo ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da viclagdo da legislagdo vigente, ou quando da inadequacdo,

6 | omissio ou falsa descricio de informagées relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decis3o motivada, ter a autorizac3o ou licengca

| |suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biolégice coletado apreendido nos termos da legislac&o brasileira em vigor.

Este documento nédo dispensa o cumprimente da legislagdo que dispGe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na

7 | plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ac conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccio e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informag8es em www.mma.gov br/cgen.

8 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAQ, o pesquisador titular desta autorizagio devera contactar a administracdo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedic@es, as condigdes para realizagdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade

Outras ressalvas

Obter permissao dos proprietarios das areas de realizago da pesquisa.
1 | Comunicar a APA Araripe o inicio dos trabalhos de campo.

Enviar uma via dos relatorios parciais e final para a APA Araripe

Locais onde as atividades de campo serfo executadas
[#] Municipio [ UF [Descricdo do local [Tipa |
0] |CE___[AREA DE PROTEGAO AMBIENTAL CHAPADA DO ARARIPE | UC Federal |

Atividades X Taxons

[#] Atividade Taxons |
[1_[Coletaftransporte de material botanice, fingico ou microbiclégico | Piper tuberculatum |

Este documento (Autorizac&o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualguer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www_icmbio.gov._br/sisbio)

Cédigo de autenticagao: 26545279 mlH“‘lHl‘lHH ‘l ||‘

Pagina 1/3
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Ministerio do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 41398-1 Data da Emissao: 04/10/2013 17:40 Data para Revalidagao®: 03/11/2014

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissdo

Dados do titular

Nome® VALTERLUCIO DOS SANTOS SALES CPF: 074.563.194-05

Titulo do Projeto: Estudo dos efeitos centrais do dleo essencial dos frutos de Piper tuberculatum (pimenta de macaco) em camundongos

Nome da Instituicdo : Universidade Regional do Cariri CNPJ: 06.740.864/0001-26

Material e métodos
1_[Amostras biolégicas (Plantas) | Frutos/estrébilos |
2 |Método de capturalcoleta (Plantas) | Coleta manual |

Destino do material biolégico coletado

[#] Nome local destino [ Tipo Destino |
[1_[Universidade Regional do Carin | |

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cddigo de autenticagio: 26545279 MlH"‘lHl‘lHH ‘l ||‘

Pagina 2/3
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacéo e Informacg&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 41398-1 ‘ Data da Emissédo: 04/10/2013 17:40 Data para Revalidagao™*: 03/11/2014
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao

Dados do titular
Nome: VALTERLUCIO DOS SANTOS SALES CPF: 074 563.194-05

Titulo do Projeto: Estudo dos efeitos centrais do déleo essencial dos frutos de Piper tuberculatum (pimenta de macaco) em camundongos

Nome da Instituic&o : Universidade Regional do Cariri ‘ CNPJ: 06.740.864/0001-26

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instrugdo Normativa n®154/2007, a coleta imprevista de material biologico ou de substrato néo
contemplado na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacdo ou da licenca permanente com a devida
anotacdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de ColecSes Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n?154/2007. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www icmbio gov brisisbio)

Cadigo de autenticacao: 26545279 NlH"‘lHl‘lHH‘l ||‘
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ANEXO 2 - NUMERO DE HERBARIO

Numero de I-Iérbi;'lrio

Remetente: N°07.2014

HERBARIO CARIRIENSE DARDANO DE ANDRADE-LIMA (HCDAL/URCA)
Contato: Dra. Maria Arlene Pessoa da Silva (herbario@urca.br)
Universidade Regional do Cariri - URCA

Departamento de Ciéncias Biologicas

Rua: Cel. Antonio Luiz, 1161

Campus Pimenta

Crato - Ceara - Brasil

CEP: 63.105-100

Destinatario: Data: 18.02.2014

Laboratério de Farmacologia e Quimica Molecular
Contato: Valterlicio dos Santos Sales
Universidade Regional do Cariri (URCA)

Pimenta-de-macaco Piperaceae Piper tuberculatum L. Karina Vieiralves Linhares |

i
$ Dra. Maria Arlene Pessoa di Silva
Curadora do HCDAL

Recdnido tm: 14 d maip di 2014

Voldiajue don Swden Slin

Herbario Caririense Dardano de Andrade - Lima / Universidade Regional do Cariri - URCA
Rua Cel. Anténio Luiz, 1161 - Pimenta - CEP: 63.105-100 - Crato/Ceara
Tel: (88) 3102 1212 — Fax: 3102 1291



116

ANEXO 3 - DECLARACAO DE APROVACAO DO CEUA

UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI - URCA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUA(;AO E PESQUISA
COMISSAO DE EXPERIMENTAGAO E USO DE ANIMAIS
Rua Cel. Antonio Luis 1161, Pimenta
Fones: (088) 3102.1291 / Fax: (088) 3102.1291
CEP 63105-000 - Crato - CE - Brasil
propg@urca.br - www.urca.br/ceua
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de macaco) e do constituinte majoritario em camundongos”. Processo n°
00211.2013.1, foi APROVADO pela Comissao de experimentacdo e Uso de Animais

— CEUA/URCA.

Irwin Rose enc{ar de Menezes
Presidente do CEUA/URCA

CRATO-CE
2013



117

ANEXO 4 - TABELA DE MALONE (1977) ADPTADA PARA TESTE HIPOCRATICO

ATIVIDADE
FARMACOLOGICA

ESTIMULANTE

10° 30’

Ambulacdo aumentada

Aumento da FR

Andar em circulo

Autolimpeza

Convulsdo Clonica

Convulsdo Tonica

Piloerecédo

Estereotipia  (tremor,
bater a cabeca e
morder-se)

Irritabilidade

Levantar

Morder a cauda

Tremores grosseiros

Tremores finos

DEPRESSOR

Diminuicdo da FR

Paralisia do trem
posterior

Ambulacdo diminuida

Analgesia

Ataxia (Incoordenacgdo
dos movimentos
musculares)

Perda da preensdo das
patas
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Anestesia

Exoftalmia

Catatonia

Salivacdo

Perda do reflexo
corneal

Ptose palpebral

Resposta diminuida ao
toque

Sedacéo
OUTROS SINAIS

Cianose

Agressividade

Reacdo de fuga

Erecdo da cauda

Tremor da cauda

Amontoados
(hipotermia)

Defecacéo

Diarreia

Coma

Catalepsia

Letargia

Lacrimejamento

Miccdo

Tonus muscular

Mortes
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(0); ausente; (+): efeito presente (leve); (++): efeito presente (moderado) e (+++): efeito
presente (intenso).

Observacoes:
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APENDICE

APENDICE |
Determinacéo da DL,

PR C:\Users\50789~ 1 B-C\Desktop\TSK.exe [ESHEOE >

TRIMMED SPEARMAN-KARBER METHOD. UERSION 1.5

ENTER DATE OF TEST:
15 DE AGOSTO DE 2613
ENTER TEST MUMBER:

1

WHAT IS TO BE ESTIMATED?
¢ENTER "L" FOR LCH@ AND "E' FOR EC58>
L

ENTER TEST SPECIES MAME:

MUE MUSCULUS

ENTER TOXICANT HNAME:

PIPER TUBERCULATUM

ENTER UNITES FOR EXPOSURE CONCENTRATION OF TOXICANT :
8

ENTER THE NUMBER OF INDIUIDUALS IN THE CONTROL:

4

ENTER THE NUMBER OF MORTALITIES IN THE CONTROL:

a
ENTER THE HUMEER OF CONCEWTERATIONS
CHOT THCLUDING THE CONMTROL: MAX = 18>:

8
ENTER THE 8 EXPOSURE COMCENTRATIONS <IN INCREASING ORDER>:

18 58 188 2080 580 160680 2000 LHE08
Il'HRE THE NUMBER OF INDIUIDUALS AT EACH EXPOSURE CONCENTRATION EQUALCY - N>?

ENTER THE NUMBER OF INDIUIDUALS AT EACH EXPOSURE CONMCENTRATION:
4

ENTER UWITS FOR DURATION OF EXPERIMEMT
C{ENTER "H' FOR HOURS, "D' FOR DA¥S,. ETC.>:

D

ENTER DURATION OF TEST:

4

ENTER THE NHUMBER OF MORTALITIES AT EACH EXPOSURE CONCENTRATIOMN:

A BAA1 A2
WOULD ¥0U LIKE THE AUTOMATIC TRIM CALCULATIOMCY.-ND>?
¥

m

=

=

ool oo o
o (S O
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Coluna Estatistica do efeito do OEPT (25, 50, 100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) sobre o nimero de
cruzamentos (NC) em camundongos submetidos ao campo aberto.

OEPT-CA.pzf:Col. stats of Data 1 - Wed Dec 17 17:29:36 2014

A B C D E F G
Col. stats CONT DZP 1 OEPT25 | OEPT50 | OEPT 100 | OEPT 200 | OEPT 400

Y Y Y Y Y Y Y

1 [Number of values 9 9 9 9 9 9 9

2

3 [Minimum 62.00 42.00 62.00 52.00 50.00 45.00 40.00

4 [25% Percentile 71.00 59.00 65.00 54.00 52.50 54.00 42.50

5 [Median 80.00 65.00 74.00 60.00 56.00 57.00 48.00

6 [75% Percentile 82.00 70.00 84.50 67.50 58.50 60.50 52.00

7 [Maximum 97.00 74.00 94.00 72.00 61.00 64.00 58.00

8

9 |[Mean 78.22 63.00 75.00 60.89 55.56 56.67 47.89

10 |Std. Deviation 9.960 9526 11.67 7.305 3712 5523 5.819

11 |Std. Error 3.320 3175 3.891 2.435 1.237 1.841 1.940

12

13 |Lower 95% Cl of mean |70.57 55.68 66.03 55.27 52.70 52.42 43.42

14 |Upper 95% Cl of mean |85.88 70.32 83.97 66.50 58.41 60.91 52.36

15

16 |Sum 704.0 567.0 675.0 548.0 500.0 510.0 431.0
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Analise ANOVA do efeito do OEPT (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre 0 numero de
cruzamentos (NC) em camundongos submetidos ao campo aberto.

QEPT-CA.pzfriiway ANOVA of Data 1- Wed Dec 17 17:30:11 2014

iway ANOVA
Table Analyzed Data 1
One-way analysis of variance
P value P<0.0001

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 7

F 16.10

R squared 0.6331
Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 13.00

P value 0.0431

P value summary

Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes

— b k] | | b | | A A -
o @] N o a| & | | 2| o] ©]| R N @ O & 1 B =

ANOVA Table ss df MS

Treatment (between columns) 6318 6 1053

Residual (within columns) 3662 56 65.38
20 | Total 9980 62
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test [Mean Diff. |qg Significant? P < 0.05? Summary
23 | OEPT 400 vs CONT -30.33 11.25 Yes
24 | OEPT 400 vs OEPT 25 -27.11 10.06 Yes
25 | OEPT 400 vs DZP 1 -15.11 5.606 Yes **
26 | OEPT 400 vs OEPT 50 -13.00 4.823 Yes "
27 | OEPT 400 vs OEPT 200 -8.778 3.257 No ns
28 | OEPT 400 vs OEPT 100 -7.667 No ns
29 | OEPT 100 vs CONT -22.67 8.409 Yes
30 | OEPT 100 vs OEPT 25 -19.44 7.214 Yes
31 | OEPT 100 vs DZP 1 -7.444 2762 No ns
32 | OEPT 100 vs OEPT 50 -5.333 No ns
33 | OEPT 100 vs OEPT 200 -1.111 No ns
34 | OEPT 200 vs CONT -21.56 7.997 Yes
35 | OEPT 200 vs OEPT 25 -18.33 6.802 Yes
36 | OEPT 200 vs DZP 1 -6.333 No ns
37 | OEPT 200 vs OEPT 50 -4.222 No ns
38 | OEPT 50vs CONT -17.33 6.431 Yes
39 | OEPT 50vs OEPT 25 -14.11 5.235 Yes "
40 | OEPT 50vs DZP 1 -2.111 No ns
41 | DZP 1 vs CONT -15.22 5.648 Yes
42 | DZP 1 vs OEPT 25 -12.00 4.452 Yes "
43 | OEPT 25vs CONT -3.222 1.195 No ns
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Analise do Teste “t” entre as doses do OEPT 100 mg/kg e o DZP 1 mg/kg, sobre o nimero de
cruzamentos (NC) em camundongos submetidos ao campo aberto.

t test
1 |Table Analyzed Data 1

2 |ColumnB DZP 1

3 |vs Vs

4 |ColumnE OEPT 100

5

6 |Unpaired t test

7 P value 0.0442

8 P value summary *

9 Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed

11 | t, df t=2.184 df=16

12

13 |How big is the difference?

14 | Mean = SEM of column B 63.00 £ 3.175 N=9
15 | Mean + SEM of column E 55.56 + 1.237 N=9
16 | Difference between means 7.444 + 3.408

17 | 95% confidence interval 0.2196 to 14.67
18 | R squared 0.2297

19

20 |F test to compare variances

21 | F,DFn, Did 6.587, 8, 8

22 | Pvalue 0.0152

23 | P value summary *

24 | Are variances significantly different? Yes
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Analise do Teste “t” entre as doses do OEPT 400 mg/kg e OEPT 100 mg/kg, sobre o numero
de cruzamentos (NC) em camundongos submetidos ao campo aberto.

t test

1 |Table Analyzed Data 1

2 |ColumnE OEPT 100

3 |vs Vs

4 |Column G OEPT 400

5

6 |Unpairedt test

7 P value 0.0042

8 P value summary *

9 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed

11 | t, df t=3.332 df=16
12

13 [How big is the difference?

14 | Mean + SEM of column E 55.56 + 1.237 N=9
15 | Mean + SEM of column G 47.89 + 1.940 N=9
16 | Difference between means 7.667 +2.301
17 | 95% confidence interval 2.789 10 12.54
18 | R squared 0.4097

19

20 |F test to compare variances

21 | F,DFn, Dfd 2.458, 8, 8

22 | Pvalue 0.2250

23 | P value summary ns

24 | Are variances significantly different? No
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Analise do Teste “t” entre as doses do OEPT 400 mg/kg e OEPT 200 mg/kg, sobre o numero
de cruzamentos (NC) em camundongos submetidos ao campo aberto.

t test
1 |Table Analyzed Data 1

2 |ColumnF OEPT 200

3 |vs Vs

4 |Column G OEPT 400

5

6 [Unpairedt test

7 P value 0.0047

8 P value summary **

9 Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed

11 | t, df t=3.282 df=16

12

13 |How big is the difference?

14 | Mean + SEM of column F 56.67 + 1.841 N=9
15 | Mean + SEM of column G 47.89 + 1.940 N=9
16 | Difference between means 8.778 £ 2.674

17 | 95% confidence interval 3.109 to 14.45

18 | R squared 0.4024

19

20 [F test to compare variances

21 | F,DFn, Dfid 1.110, 8, 8

22 | Pvalue 0.8861

23 | P value summary ns

24 | Are variances significantly different? No




126

Analise do Teste “t” entre os grupos: DZP 1 e OEPT 200 mg/kg, sobre o nimero de
cruzamentos (NC) em camundongos submetidos ao campo aberto.

t test
1 |Table Analyzed Data 1
2 |Column B DZP 1
3 |vs Vs
4 |Column F OEPT 200
5
6 |Unpaired t test
7 P value 0.1037
8 P value summary ns
9 | Are means signif. different? (P < 0.05) No
10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed
11 | t, df 1=1.725 di=16
12
13 |How big is the difference?
14 | Mean + SEM of column B 63.00 + 3.175 N=9
15 | Mean £ SEM of column F 56.67 + 1.841 N=9
16 | Difference between means 6.333 + 3.670
17 | 95% confidence interval -1.448 to 14.11
18 | R squared 0.1569
19
20 |F test to compare variances
21 | F,DFn, Did 2.975, 8,8
22 | Pvalue 0.1440
23 | P value summary ns
24 | Are variances significantly different? No
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Coluna Estatistica do efeito do OEPT (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kkg, i.p.) sobre o nimero de

grooming (NG) em camundongos submetidos ao campo aberto.

OEPT-CA.pzf:Col. stats of Data 2 - Wed Dec 17 20:22:36 2014

A B C D E F G
Col. stats CONT DZP 1 OEPT25 | OEPTS50 | OEPT 100 | OEPT 200 | OEPT 400
Y Y Y Y Y Y Y
1 [Number of values 9 9 9 9 9 9 9
2
3 [Minimum 3.000 1.000 2.000 1.000 1.000 1.000 1.000
4 |25% Percentile 3.000 1.000 2.000 2.000 1.000 1.000 1.000
5 |[Median 4.000 2.000 2.000 3.000 2.000 2.000 1.000
6 |75% Percentile 5.500 2.000 4.000 3.000 3.000 3.000 2.000
7 [Maximum 8.000 3.000 5.000 4.000 3.000 3.000 2.000
8
9 [Mean 4.444 1.778 2.889 2.667 2.000 2.000 1.444
10 |Std. Deviation 1740 0.6667 1.167 0.8660 0.8660 0.8660 0.5270
11 |Std. Error 0.5800 0.2222 0.3889 0.2887 0.2887 0.2887 0.1757
12
13 |Lower 95% Cl of mean |3.107 1.265 1.992 2.001 1.334 1.334 1.039
14 |Upper 95% Cl of mean |5.782 2.290 3.786 3.332 2.666 2.666 1.850
15
16 |Sum 40.00 16.00 26.00 24.00 18.00 18.00 13.00
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Analise da ANOVA do efeito do EHFPC (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero
de grooming (NG) em camundongos submetidos ao campo aberto.

QEPT-CA pzf:iway ANOVA of Data 2 - Wed Dec 17 20:22:59 2014

iway ANOVA
Table Analyzed Data 2
One-way analysis of variance
P value < 0.0001

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 7

F 8.679

R squared 0.4818
Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected) 14.44

P value 0.0251

P value summary

Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes

— ] k| b | b | b b | A | k| =
©o| | N o a| & w| | =] o] @ R N @ A & @] M| =

ANOVA Table ss df MS

Treatment (between columns) 54.76 6 9.127

Residual (within columns) 58.89 56 1.052
20 | Total 113.7 62
21
22 [Newman-Keuls Multiple Comparison Test [Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? Summary
23 | OEPT 400 vs CONT -3.000 8.776 Yes
24 | OEPT 400vs OEPT 25 -1.444 4.226 Yes *
25 | OEPT 400 vs OEPT 50 -1.222 3.576 No ns
26 | OEPT 400 vs OEPT 200 -0.5556 No ns
27 | OEPT 400 vs OEPT 100 -0.5556 No ns
28 | OEPT 400 vs DZP 1 -0.3333 No ns
29 | DZP 1vs CONT -2.667 7.801 Yes
30 | DZP 1vs OEPT 25 -1.111 3.251 No ns
31 | DZP 1vs OEPT 50 -0.8889 No ns
32 | DZP 1 vs OEPT 200 -0.2222 No ns
33 | DZP 1vs OEPT 100 -0.2222 No ns
34 | OEPT 100vs CONT -2.444 7.151 Yes
35 | OEPT 100vs OEPT 25 -0.8889 No ns
36 | OEPT 100 vs OEPT 50 -0.6667 No ns
37 | OEPT 100 vs OEPT 200 0.0000 No ns
38 | OEPT 200 vs CONT -2.444 7.151 Yes
39 | OEPT 200vs OEPT 25 -0.8889 No ns
40 | OEPT 200 vs OEPT 50 -0.6667 No ns
41 | OEPT 50 vs CONT -1.778 5.201 Yes o
42 | OEPT 50 vs OEPT 25 -0.2222 No ns
43 | OEPT 25 vs CONT -1.556 4.551 Yes *
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Analise do teste “t” entre as doses do OEPT 400 mg/kg e OEPT 50 mg/kg, sobre o numero de
grooming (NG) em camundongos submetidos ao campo aberto.

t test
1 |Table Analyzed Data 2

2 |ColumnD OEPT 50

3 |vs \'E

4 |Column G OEPT 400

5

6 [Unpaired t test

7 P value 0.0023

8 P value summary **

9 Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed

11 | t, df t=3.617 df=16

12

13 [How big is the difference?

14 | Mean £ SEM of column D 2.667 +0.2887 N=9
15 | Mean £ SEM of column G 1.444 + 0.1757 N=9
16 | Difference between means 1.222 + 0.3379

17 | 95% confidence interval 0.5058 to 1.939

18 | R squared 0.4498

19

20 |F test to compare variances

21 | F,DFn, Dfd 2.700, 8, 8

22 | Pvalue 0.1816

23 | P value summary ns

24 | Are variances significantly different? No
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Coluna Estatistica do Efeito do OEPT (25, 50, 100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) sobre o nimero de
rearing (NR) em camundongos submetidos ao campo aberto.

OEPT-CA.pzf:Col. stats of Data 3 - Wed Dec 17 17:31:17 2014

A B C D E F G
Col. stats CONT DZP 1 OEPT25 | OEPT50 | OEPT 100 | OEPT 200 | OEPT 400
Y Y Y Y Y Y Y
1 [Number of values 9 9 9 9 9 9 9
2
3 [Minimum 3.000 0.0 2.000 0.0 1.000 1.000 0.0
4 |25% Percentile 3.000 0.5000 3.000 0.5000 2.000 1.500 0.5000
5 |Median 4.000 1.000 3.000 2.000 2.000 3.000 1.000
6 |75% Percentile 6.000 1.500 6.500 3.500 3.500 3.500 2.000
7 [Maximum 5.000 2.000 7.000 7.000 4.000 5.000 3.000
8
9 |Mean 4.444 1.000 4333 2.444 2.556 2.667 1222
10 |Std. Deviation 1.333 0.7071 1.936 2.186 1014 1.323 0.9718
11 |Std. Error 0.4444 0.2357 0.6455 0.7286 0.3379 0.4410 0.3239
12
13 |Lower 95% Cl of mean |3.420 0.4565 2.845 0.7643 1776 1.850 0.4752
14 |Upper 95% CI of mean |5.469 1544 5.822 4125 3.335 3.684 1.969
15
16 |Sum 40.00 9.000 39.00 22.00 23.00 24.00 11.00
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Analise ANOVA do Efeito do OEPT (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kkg, i.p.) sobre o nimero de

rearing (NR) em camundongos submetidos ao campo aberto.

QEPT-CA.pzi:1way ANOVA of Data 3- Wed Dec 17 17:31:33 2014

iway ANOVA
1 |Table Analyzed Data 3
2
3 |One-way analysis of variance
4 P value P<0.0001
5 P value summary o
6 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
7 Number of groups 7
8 | F 7.852
9 R squared 0.4569
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 13.85
13 | Pvalue 0.0314
14 | P value summary "
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes
16
17 |ANOVA Table SS df MS
18 | Treatment (between columns) 97.78 6 16.30
19 | Residual (within columns) 116.2 56 2.075
20 | Total 214.0 62
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff. |q Significant? P < 0.057 Summary
23 | DZP 1vs CONT -3.444 7.173 Yes
24 | DZP 1 vs OEPT 25 -3.333 6.941 Yes
25 | pZP 1vs OEPT 200 -1.667 3.471 No ns
26 | DZP 1 vs OEPT 100 -1.556 No ns
27 | DZP 1 vs OEPT 50 -1.444 No ns
28 | DZP 1vs OEPT 400 -0.2222 No ns
29 | OEPT 400 vs CONT -3.222 6.710 Yes o
30 | OEPT 400 vs OEPT 25 -3.111 6.479 Yes
31 | OEPT 400 vs OEPT 200 -1.444 No ns
32 | OEPT 400 vs OEPT 100 -1.333 No ns
33 | OEPT 400 vs OEPT 50 -1.222 No ns
34 | OEPT 50 vs CONT -2.000 4.165 Yes *
35 | OEPT 50vs OEPT 25 -1.889 3.933 Yes *
36 | OEPT 50 vs OEPT 200 -0.2222 No ns
37 | OEPT 50 vs OEPT 100 -0.1111 No ns
38 | OEPT 100 vs CONT -1.889 3.933 Yes -
39 | OEPT 100 vs OEPT 25 -1.778 3.702 Yes *
40 | OEPT 100 vs OEPT 200 -0.1111 No ns
41 | OEPT 200 vs CONT -1.778 3.702 Yes -
42 | OEPT 200 vs OEPT 25 -1.667 3.471 Yes *
43 | OEPT 25vs CONT -0.1111 0.2314 No ns
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Analise do teste “t” entre as doses do OEPT 100 mg/kg e DZP 1 mg/kg, sobre o nimero de
rearing (NR) em camundongos submetidos ao campo aberto.

t test
1 |[Table Analyzed Data 3

2 [ColumnB DZP 1

3 |vs Vs

4 |ColumnE OEPT 100

5

6 |Unpaired t test

7 P value 0.0017

8 P value summary =

9 Are means signif. different? (P < 0.05) [Yes

10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed

11 | t, df t=3.776 df=16

12

13 [How big is the difference?

14 | Mean + SEM of column B 1.000 + 0.2357 N=9
15 | Mean + SEM of column E 2.556 + 0.3379 N=9
16 | Difference between means -1.556 £ 0.4120

17 | 95% confidence interval -2.429 to -0.6821
18 | R squared 0.4712

19

20 [F test to compare variances

21 | F,DFn, Did 2.056, 8, 8

22 | Pvalue 0.3282

23 | P value summary ns

24 | Are variances significantly different? No
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Analise do teste “t” entre as doses do OEPT 200 mg/kg e DZP 1 mg/kg, sobre o nimero de
rearing (NR) em camundongos submetidos ao campo aberto.

t test
1 [Table Analyzed Data 3
2 |Column B DZP 1
3 |vs VS
4 |ColumnF OEPT 200
5
6 [Unpaired t test
7 P value 0.0042
8 P value summary *
9 Are means signif. different? (P < 0.05) [Yes
10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed
11 | t, df t=3.333 df=16
12
13 [How big is the difference?
14 | Mean + SEM of column B 1.000 +0.2357 N=9
15 | Mean £ SEM of column F 2.667 +£0.4410 N=9
16 | Difference between means -1.667 + 0.5000
17 | 95% confidence interval -2.727 to -0.6067
18 | R squared 0.4098
19
20 |F test to compare variances
21 | F,DFn, Did 3.500, 8, 8
22 | Pvalue 0.0955
23 | P value summary ns
24 | Are variances significantly different? No
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Analise do teste “t” entre as doses do OEPT 400 mg/kg e OEPT 100 mg/kg, sobre o numero
de rearing (NR) em camundongos submetidos ao campo aberto.

t test
1 |Table Analyzed Data 3

2 |Column E OEPT 100

3 |vs Vs

4 |Column G OEPT 400

5

6 |Unpaired t test

7 P value 0.0116

8 P value summary *

9 Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed

11 | t, df t=2.848 df=16

12

13 |How big is the difference?

14 | Mean + SEM of column E 2.556 + 0.3379 N=9
15 | Mean + SEM of column G 1.222 + 0.3239 N=9
16 | Difference between means 1.333 £ 0.4681

17 | 95% confidence interval 0.3409 to 2.326

18 | R squared 0.3364

19

20 |F test to compare variances

21 | F,DFn, Did 1.088, 8, 8

22 | Pvalue 0.9077

23 | P value summary ns

24 | Are variances significantly different? No
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Analise do teste “t” entre as doses do OEPT 400 mg/kg e OEPT 200 mg/kg, sobre o numero
de rearing (NR) em camundongos submetidos ao campo aberto.

t test
1 |Table Analyzed Data 3
2 |ColumnF OEPT 200
3 |vs Vs
4 [Column G OEPT 400
5
6 |Unpaired t test
7 P value 0.0178
8 P value summary *
9 Are means signif. different? (P < 0.05) [Yes
10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed
11 | t,df t=2.640 df=16
12
13 |How big is the difference?
14 | Mean + SEM of column F 2.667 +0.4410 N=9
15 | Mean + SEM of column G 1.222 £ 0.3239 N=9
16 | Difference between means 1.444 +0.5472
17 | 95% confidence interval 0.2845 to 2.604
18 | R squared 0.3034
19
20 |F test to compare variances
21 | F,DFn, Dfd 1.853, 8, 8
22 | Pvalue 0.4014
23 | P value summary ns
24 | Are variances significantly different? No
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Analise do teste “t” entre 0s grupos: DZP 1 e OEPT 50 mg/kg, sobre o nimero de rearing
(NR) em camundongos submetidos ao campo aberto.

t test
1 [Table Analyzed Data 3
2 |ColumnB DZP 1
3 |vs VS
4 |ColumnD OEPT 50
5
6 [Unpaired t test
7 P value 0.0775
8 P value summary ns
9 | Are means signif. different? (P < 0.05) No
10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed
11 t, df t=1.886 di=16
12
13 [How big is the difference?
14 | Mean + SEM of column B 1.000 + 0.2357 N=9
15 | Mean = SEM of column D 2.444 £ 0.7286 N=9
16 | Difference between means -1.444 + 0.7658
17 | 95% confidence interval -3.068 t0 0.1790
18 | R squared 0.1819
19
20 [F test to compare variances
21 | F,DFn, Did 9.5586, 8, 8
22 | Pvalue 0.0045
23 | P value summary **
24 | Are variances significantly different? Yes
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Coluna Estatistica do mecanismo de acdo no numero de cruzamentos (NC) em camundongos
submetidos ao campo aberto.

1way ANOVA A B c D E
Column statistics CONT DZP 1 DZP1+FLU25 | OEPT50 OEPT 50 + FLU 2,5
Y Y Y Y Y
1 |Number of values |9 9 9 9 9
2
3 |Minimum 77.00 42.00 81.00 39.00 62.00
4 |25% Percentile 79.50 58.00 86.50 44.00 71.00
5 |Median 82.00 64.00 98.00 55.00 78.00
6 |75% Percentile 120.0 69.00 105.0 77.50 84.00
7 |Maximum 126.0 73.00 167.0 79.00 89.00
8
9 |Mean 95.56 62.00 102.0 58.56 77.44
10 [Std. Deviation 20.79 9.220 2595 16.09 8.531
11 [Std. Error 6.930 3.073 8.651 5.362 2.844
12
13 [Lower 95% CI 79.57 54.91 82.05 46.19 70.89
14 |Upper 95% CI 111.5 69.09 121.9 70.92 84.00
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Analise ANOVA do efeito do mecanismo de acdo do OEPT sobre o nimero de cruzamentos
(NC) em camundongos submetidos ao campo aberto.

iway ANOVA

Tabular results
1 |Table Analyzed Data 1
2
3 [One-way analysis of variance
4 | Pvalue < 0.0001
5 | P value summary e
6 | Are means signif. different? (P < 0.({Yes
7 | Number of groups 5
8 | F 11.18
9 R squared 0.5278
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 13.14
13 | Pvalue 0.0106
14 | P value summary *
15 | Do the variances differ signif. (P < 0|Yes
16
17 |ANOVA Table SS df MS
18 | Treatment (between columns) 13610 4 3403
19 | Residual (within columns) 12180 40 304.5
20 | Total 25790 44
21
22 [Newman-Keuls Multiple Comparison [Mean Diff.  |q Significant? P < 0.057 Summary
23 | OEPT50vs DZP 1 + FLU 2,5 -43.44 7.469 Yes o
24 | OEPT 50 vs CONT -37.00 6.361 Yes x
25 | OEPT 50vs OEPT50 + FLU 25 |-18.89 3.248 No ns
26 | OEPT 50 vs DZP 1 -3.444 No ns
27 | DZP1vs DZP 1 + FLU 2,5 -40.00 6.877 Yes ax
28 | DZP 1 vs CONT -33.56 5.769 Yes e
29 | DZP 1vs OEPT 50+ FLU 2,5 -15.44 No ns
30 | OEPT 50 + FLU 2,5vs DZP 1 + FL|-24.56 4.222 Yes )
31 | OEPT 50 + FLU 2,5 vs CONT -18.11 3.114 Yes *
32 | CONTvsDZP 1 +FLU25 -6.444 1.108 No ns
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Analise do teste “t” entre 0s grupos: OEPT 50 mg/kg e OEPT 50 + FLU 2,5 mg/kg, sobre o
numero de cruzamento (NC) em camundongos submetidos ao campo aberto.

ttest

Tabular results

1 |Table Analyzed Data 1

2 [ColumnD OEPT 50

3 |vs VS

4 |Column E OEPT 50 + FLU 2,5
5

6 |Unpaired ttest

7 P value 0.0067

8 | P value summary **

9 | Are means signif. different? (P < 0.(JYes

10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed

11 | t, df t=3.112 df=16

12

13 |How big is the difference?

14 | Mean £ SEM of column D 58.56 £ 5.362 N=9
15 | Mean + SEM of column E 77.44 +2.844 N=9
16 | Difference between means -18.89 £6.070

17 | 95% confidence interval -31.76 10 -6.021
18 | R squared 0.3771

19

20 [F test to compare variances

21 | F.DFn, Dfd 3.556, 8, 8

22 | Pvalue 0.0916

23 | P value summary ns

24 | Are variances significantly differentyNo
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Coluna Estatistica do mecanismo de a¢do no nimero de cruzamentos (NG) em camundongos
submetidos ao campo aberto.

1way ANOVA A B c D E
Column statistics CONT DZP 1 DZP1+FLU25 | OEPT50 | OEPT 50+ FLU25
Y Y Y Y Y
1 |Number of values (9 9 9 9 9
2
3 |Minimum 1.000 1.000 3.000 1.000 2.000
4 |25% Percentile 2.000 1.000 3.500 1.000 3.000
5 |Median 3.000 2.000 5.000 2.000 4.000
6 |75% Percentile 4.500 2.000 6.000 3.000 4.000
7 [Maximum 5.000 3.000 6.000 3.000 4.000
8
9 |Mean 3.111 1.667 4778 1.889 3.444
10 |Std. Deviation 1.364 0.7071 1.302 0.9280 0.7265
11 |Std. Error 0.4547 0.2357 0.4339 0.3093 0.2422
12
13 |Lower 95% CI 2.062 1.123 3.777 1.176 2.886
14 |Upper 95% CI 4.160 2.210 5.778 2.602 4.003
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Analise ANOVA do efeito do mecanismo de acdo do OEPT sobre o nimero de cruzamentos
(NG) em camundongos submetidos ao campo aberto.

1way ANOVA

Tabular results

1 |Table Analyzed Data 2

2

3 |One-way analysis of variance

4 | Pvalue < 0.0001

5 | Pvalue summary e

6 | Are means signif. different? (P < 0.(Yes

7 Number of groups 5

8 | F 13.18

9 R squared 0.5687

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic (corrected) 5.783

13 | Pvalue 0.2160

14 | P value summary ns

15 | Do the variances differ signif. (P < O[No

16

17 |ANOVA Table SS df MS

18 | Treatment (between columns) 57.42 4 14.36

19 | Residual (within columns) 43.56 40 1.089

20 | Total 101.0 44

21

22 [Newman-Keuls Multiple Comparison |Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? Summary
23 | DZP1vsDZP 1 +FLU25 -3.111 8.944 Yes e
24 | DZP 1vs OEPT 50 + FLU 2,5 -1.778 5111 Yes **
25 | DZP 1 vs CONT -1.444 4.153 Yes *
26 | DZP 1 vs OEPT 50 -0.2222 0.6389 No ns
27 | OEPT50vs DZP 1+ FLU 2,5 -2.889 8.305 Yes o
28 | OEPT50vs OEPT 50+ FLU2,5 |-1.556 4.472 Yes *
29 | OEPT 50vs CONT -1.222 3514 Yes *
30 | CONTvs DZP 1 +FLU 2,5 -1.667 4.792 Yes *
31 | CONT vs OEPT 50 + FLU 2,5 -0.3333 0.9583 No ns
32 | OEPT 50 + FLU2,5vs DZP 1 + FL||-1.333 3.833 Yes >
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Coluna Estatistica do mecanismo de acdo no numero de cruzamentos (NR) em camundongos
submetidos ao campo aberto.

1way ANOVA A B c D E
Column statistics CONT DZP 1 DZP1+FLU25 | OEPT50 | OEPT50+FLUZ25
Y Y Y Y Y
1 |Number of values |9 9 9 9 9
2
3 |Minimum 2.000 0.0 2.000 0.0 1.000
4 |25% Percentile 3.000 0.5000 2.500 1.000 2.000
5 |Median 4.000 1.000 4.000 1.000 5.000
6 |75% Percentile 5.500 2.000 5.500 3.500 7.000
7 [Maximum 6.000 2.000 6.000 5.000 8.000
8
9 |Mean 4111 1.111 4.000 2.000 4.556
10 [Std. Deviation 1.364 0.7817 1.581 1.658 2.651
11 |Stid. Error 0.4547 0.2606 0.5270 0.5528 0.8837
12
13 [Lower 95% CI 3.062 0.5102 2.785 0.7253 2.518
14 |Upper 95% CI 5.160 1.712 5.215 3.275 6.593
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Analise ANOVA do efeito do mecanismo de acdo do OEPT sobre o nimero de cruzamentos
(NR) em camundongos submetidos ao campo aberto.

iway ANOVA
Tabular results

Table Analyzed Data 3

One-way analysis of variance
P value 0.0002
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.({Yes

Number of groups 5
F 6.942
R squared 0.4097

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 10.69
P value 0.0303
P value summary
Do the variances differ signif. (P < O[Yes

— ] ] ] ] e e | ek | b | b | b
I R G N I Y ) R Rl Bl e B Bl Bd Bd e

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 81.91 4 20.48

Residual (within columns) 118.0 40 2.950
20 | Total 199.9 44
21
22 [Newman-Keuls Multiple Comparison [Mean Diff. |qg Significant? P < 0.057 Summary
23 | DZP 1vs OEPT 50 + FLU 2,5 -3.444 6.016 Yes *
24 | DZP 1 vs CONT -3.000 5.240 Yes *
25 | DZP1vsDZP 1 +FLU 25 -2.889 5.046 Yes o
26 | DZP 1 vs OEPT 50 -0.8889 1.553 No ns
27 | OEPT 50vs OEPT 50 + FLU2,5 [-2.556 4.464 Yes *
28 | OEPT 50 vs CONT -2.111 3.687 Yes *
29 | OEPT50vs DZP 1+ FLU25 -2.000 3.493 Yes *
30 | DZP 1 + FLU 2,5 vs OEPT 50 + FLY-0.5556 0.9704 No ns
31 | DZP 1+ FLU 2,5 vs CONT -0.1111 No ns
32 | CONTvs OEPT 50 + FLU 2,5 -0.4444 No ns

Analise do teste “t” entre os grupos: CONT e OEPT 100, sobre o niumero de rearing (NR) em
camundongos submetidos ao campo aberto.
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Coluna Estatistica do Efeito do OEPT (25, 50, 100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) sobre o nimero de
entradas em bracos abertos (NEBA) em camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz

Elevado.
OEPT-LGE.pzf:Col. stats of Data 1 - Wed Dec 17 17:32:41 2014
A B [ D E F G
Col. stats CONT DZP 1 OEPT 25 | OEPT50 | OEPT 100 | OEPT 200 | OEPT 400

Y Y Y Y Y Y Y
1 [Number of values 9 9 9 9 9 9 9
2
3 |Minimum 1.000 10.00 3.000 4.000 3.000 4,000 3.000
4 |25% Percentile 2.000 10.50 3.500 4.000 3.000 5,000 4.000
5 |Median 3.000 12.00 5.000 4.000 4.000 5.000 5.000
6 |75% Percentile 3.500 12.50 6.000 5.500 5500 5.500 6.500
7 |Maximum 4.000 21.00 6.000 6.000 6.000 6.000 8.000
8
9 |Mean 2.667 12.44 4.667 4.667 4.222 5111 5111
10 |Std. Deviation 1.000 3.358 1.225 0.8660 1.202 0.6009 1.616
11 |Std. Error 0.3333 1.119 0.4082 0.2887 0.4008 0.2003 0.5386
12
13 |Lower 95% Gl of mean |1.898 0.863 3.725 4.001 3.298 4.649 3.869
14 |Upper 95% CI of mean |3.435 15.03 5.608 5.332 5.146 5573 6.353
15
16 |Sum 24.00 112.0 42.00 42.00 38.00 46.00 46.00
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Analise ANOVA do Efeito do OEPT (25, 50, 100, 200 E 400 mg/kg, i.p) sobre 0 numero de
entradas em bracos abertos (NEBA) em camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz

Elevado.
OEPT-LCE.pzf:1way ANOVA of Data 1 - Wed Dec 17 17:33:10 2014
iway ANOVA
1 |Table Analyzed Data 1
2
3 |One-way analysis of variance
4 P value P<0.0001
5 | P value summary o
6 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
7 Number of groups 7
8 | F 33.01
9 R squared 0.7796
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 31.46
13 | Pvalue P<0.0001
14 | P value summary i
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes
16
17 |ANOVA Table SS df MS
18 | Treatment (between columns) 536.0 6 89.33
19 | Residual (within columns) 151.6 56 2.706
20 | Total 687.6 62
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? Summary
23 | CONTvs DZP 1 -9.778 17.83 Yes HEx
24 | CONT vs OEPT 400 -2.444 4.458 Yes *
25 | CONT vs OEPT 200 -2.444 4.458 Yes *
26 | CONT vs OEPT 50 -2.000 3.647 No ns
27 | CONT vs OEPT 25 -2.000 No ns
28 | CONT vs OEPT 100 -1.556 No ns
29 | OEPT 100 vs DZP 1 -8.222 14.99 Yes i
30 | OEPT 100 vs OEPT 400 -0.8889 1.621 No ns
31 | OEPT 100 vs OEPT 200 -0.8889 No ns
32 | OEPT 100 vs OEPT 50 -0.4444 No ns
33 | OEPT 100 vs OEPT 25 -0.4444 No ns
34 | OEPT 25vs DZP 1 -7.778 14.18 Yes
35 | OEPT 25vs OEPT 400 -0.4444 No ns
36 | OEPT 25vs OEPT 200 -0.4444 No ns
37 | OEPT 25vs OEPT 50 0.0000 No ns
38 | OEPT 50vs DZP 1 -7.778 14.18 Yes
39 | OEPT 50vs OEPT 400 -0.4444 No ns
40 | OEPT 50vs OEPT 200 -0.4444 No ns
41 | OEPT 200 vs DZP 1 -7.333 13.37 Yes
42 | OEPT 200 vs OEPT 400 0.0000 No ns
43 | OEPT 400 vs DZP 1 -7.333 13.37 Yes
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Analise do teste “t” entre os grupos: OEPT 25 e CONT, sobre o nimero de entradas nos

bracos abertos (NEBA), em camundongos submetidos ao labirinto em cruz elevado.

t test
1 |Table Analyzed Data 1

2 |ColumnA CONT

3 |vs S

4 |Column C OEPT 25

5

6 |Unpaired t test

7 P value 0.0016

8 P value summary =

9 Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed

11 | t, df t=3.795 df=16

12

13 |How big is the difference?

14 | Mean + SEM of column A 2.667 +0.3333 N=9
15 | Mean + SEM of column C 4.667 +0.4082 N=9
16 | Difference between means -2.000 £ 0.5270

17 | 95% confidence interval -3.117 to -0.8827
18 | R squared 0.4737

19

20 [F test to compare variances

21 | F,DFn, Did 1.500, 8, 8

22 | Pvalue 0.5796

23 | P value summary ns

24 | Are variances significantly different? No
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Analise do teste “t” entre os grupos: OEPT 50 mg/kg e Controle, sobre 0 nimero de entradas

nos bragos abertos (NEBA), em camundongos submetidos ao labirinto em cruz elevado.

t test

1 |[Table Analyzed Data 1

2 |Column A CONT

3 |vs Vs

4 |ColumnD OEPT 50

5

6 |Unpaired t test

7 P value 0.0003

8 P value summary EE

9 Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed

11 | t, df t=4.536 df=16
12

13 [How big is the difference?

14 | Mean + SEM of column A 2.667 £ 0.3333 N=9
15 | Mean + SEM of column D 4.667 +£0.2887 N=9
16 | Difference between means -2.000 + 0.4410
17 | 95% confidence interval -2.93510 -1.065
18 | R squared 0.5625

19

20 |F test to compare variances

21 | F,DFn, Dfd 1.333, 8, 8

22 | Pvalue 0.6938

23 | P value summary ns

24 | Are variances significantly different? No
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Analise do teste “t” entre os grupos: OEPT 100 mg/kg e Controle, sobre o nimero de entradas

nos bragos abertos (NEBA), em camundongos submetidos ao labirinto em cruz elevado.

t test
1 [Table Analyzed Data 1

2 |ColumnA CONT

3 |vs VS

4 |ColumnE OEPT 100

5

6 [Unpaired t test

7 P value 0.0088

8 P value summary **

9 Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed

11 | t, df t=2.985 df=16

12

13 [How big is the difference?

14 | Mean + SEM of column A 2.667 +0.3333 N=9
15 | Mean + SEM of column E 4.222 + 0.4006 N=9
16 | Difference between means -1.556 + 0.5212

17 | 95% confidence interval -2.660 to -0.4507
18 | R squared 0.3577

19

20 |F test to compare variances

21 | F,DFn, Dfd 1.444, 8, 8

22 | Pvalue 0.6152

23 | Pvalue summary ns

24 | Are variances significantly different? No
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Coluna Estatistica do Efeito do OEPT (25, 50, 100, 200 E 400 mg/kg, i.p) sobre o nimero de
entradas em bracos fechados (NEBF) em camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz

Elevado.
OEPT-LCE.pzf:Col. stats of Data 3 - Wed Dec 17 17:34:27 2014
A B c D E F G
Col. stats CONT DZP 1 OEPT25 | OEPT50 | OEPT 100 | OEPT 200 | OEPT 400

Y Y Y Y Y Y Y
1 [Number of values 9 9 9 9 9 9 9
2
3 |Minimum 11.00 1.000 8.000 8.000 8.000 6.000 8.000
4 |25% Percentile 12.00 6.000 8.500 8.500 8.500 8.500 8.500
5 |Median 13.00 10.00 10.00 10.00 9.000 9.000 9.000
6 |75% Percentile 15.00 11.00 11.50 10.00 10.00 11.00 10.00
7 |Maximum 16.00 12.00 12.00 11.00 10.00 11.00 10.00
8
9 |Mean 13.22 8.667 9.889 0.444 9.222 9.333 9.111
10 |Std. Deviation 1716 3.905 1.537 1.014 0.8333 1.658 0.7817
11 |Std. Error 0.5720 1.302 0.5122 0.3379 0.2778 0.5528 0.2606
12
13 |Lower 95% Gl of mean |11.90 5.665 8.708 8.665 8.582 8.059 8510
14 |Upper 95% Cl of mean |14.54 11.67 11.07 10.22 9.863 10.61 9.712
15
16 |Sum 119.0 78.00 89.00 85.00 83.00 84.00 82.00
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Analise ANOVA do Efeito do OEPT (25, 50, 100, 200 E 400 mg/kg, i.p) sobre o numero de
entradas em bracos fechados (NEBF) em camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz
Elevado

OEPT-LCE pzf:1way ANOVA of Data 3 - Wed Dec 17 17:34:50 2014

iway ANOVA
1 |Table Analyzed Data 3
2
3 |One-way analysis of variance
4 P value P<0.0001
5 | Pvalue summary o
6 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
7 Number of groups 7
8 | F 5.793
9 R squared 0.3830
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 32.39
13 | Pvalue P<0.0001
14 | P value summary e
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes
16
17 |ANOVA Table SS df MS
18 | Treatment (between columns) 127.3 6 21.22
19 | Residual (within columns) 205.1 56 3.663
20 | Total 332.4 62
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test [Mean Diff.  |qg Significant? P < 0.057 Summary
23 | DZP 1vs CONT -4.556 7.141 Yes
24 | DZP 1 vs OEPT 25 -1.222 1.916 No ns
25 | DZP 1vs OEPT 50 -0.7778 No ns
26 | DZP 1vs OEPT 200 -0.6687 No ns
27 | DZP 1 vs OEPT 100 -0.5556 No ns
28 | DZP 1vs OEPT 400 -0.4444 No ns
29 | OEPT 400 vs CONT -4.111 6.444 Yes b
30 | OEPT 400 vs OEPT 25 -0.7778 No ns
31 | OEPT 400 vs OEPT 50 -0.3333 No ns
32 | OEPT 400 vs OEPT 200 -0.2222 No ns
33 | OEPT 400 vs OEPT 100 -0.1111 No ns
34 | OEPT 100 vs CONT -4.000 6.270 Yes b
35 | OEPT 100 vs OEPT 25 -0.6667 No ns
36 | OEPT 100 vs OEPT 50 -0.2222 No ns
37 | OEPT 100 vs OEPT 200 -0.1111 No ns
38 | OEPT 200 vs CONT -3.889 6.098 Yes
39 | OEPT 200 vs OEPT 25 -0.5556 No ns
40 | OEPT 200 vs OEPT 50 -0.1111 No ns
41 | OEPT 50 vs CONT -3.778 5.922 Yes b
42 | OEPT 50vs OEPT 25 -0.4444 No ns
43 | OEPT 25vs CONT -3.333 5.225 Yes b
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Coluna Estatistica do Efeito do OEPT (25, 50, 100, 200 E 400 mg/Kg, i.p) sobre o tempo de
permanéncia nos bracgos abertos (TPBA) em camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz

Elevado.
QOEPT-LCE pzf:Col. stats of Data 2 - Wed Dec 17 17:33:36 2014
A B C D E F G
Col. stats CONT DZP 1 OEPT25 | OEPT50 | OEPT 100 | OEPT 200 | OEPT 400
Y Y Y Y Y Y Y

1 [Number of values 9 9 9 9 9 9 9

2

3 [Minimum 19.00 132.0 25.00 38.00 40.00 49.00 47.00
4 [25% Percentile 21.00 1435 28,50 42.50 51.50 52.50 48.50
5 [Median 29.00 162.0 54.00 59.00 61.00 71.00 59.00
6 [75% Percentile 34.50 216.0 91.50 7250 85.00 92.00 77.50
7 [Maximum 41.00 267.0 118.0 100.0 105.0 100.0 107.0
8

9 [Mean 28.56 179.2 59.78 61.22 67.00 72.00 64.67
10 |Std. Deviation 7.650 46.82 35.64 19.83 20.81 19.23 20.78
11 |Sid. Error 2.550 15.61 11.88 6.610 6.936 6.410 6.926
12

13 |Lower 95% Cl of mean |22.67 143.2 32.38 45.08 51.01 57.22 48.69
14 |Upper 95% Cl of mean |34.44 215.2 87.18 76.46 82.99 86.78 80.64
15

16 |Sum 257.0 1613 538.0 551.0 603.0 648.0 582.0
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Analise ANOVA do Efeito do OEPT (25, 50, 100, 200 E 400 mg/kg, i.p) sobre o tempo de
permanéncia nos bracgos abertos (TPBA) em camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz

Elevado.

OEPT-LCE.pzf:iway ANOVA of Data 2 - Wed Dec 17 17:33:57 2014

iway ANOVA
1 |Table Analyzed Data 2
2
3 |One-way analysis of variance
4 P value P<0.0001
5 | P value summary o
6 Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
7 Number of groups 7
8 | F 27.76
9 | Rsquared 0.7484
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 24.97
13 | Pvalue 0.0003
14 | P value summary =
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes
16
17 |ANOVA Table SS df MS
18 | Treatment (between columns) 122500 6 20420
19 | Residual (within columns) 41190 56 735.6
20 | Total 163700 62
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test [Mean Diff. |g Significant? P < 0.057? Summary
23 | CONT vs DZP 1 -150.7 16.67 Yes
24 | GONT vs OEPT 200 -43.44 4.806 Yes *
25 | CONT vs OEPT 100 -38.44 4.253 Yes *
26 | CONT vs OEPT 400 -36.11 3.994 Yes *
27 | CONT vs OEPT 50 -32.67 3.613 Yes *
28 | CONT vs OEPT 25 -31.22 3.454 Yes *
29 | OEPT 25vs DZP 1 -119.4 13.21 Yes wEE
30 | OEPT 25vs OEPT 200 -12.22 1.352 No ns
31 | OEPT 25vs OEPT 100 -7.222 No ns
32 | OEPT 25vs OEPT 400 -4.889 No ns
33 | OEPT 25vs OEPT 50 -1.444 No ns
34 | OEPT 50vs DZP 1 -118.0 13.05 Yes
35 | OEPT 50vs OEPT 200 -10.78 No ns
36 | OEPT 50 vs OEPT 100 -5.778 No ns
37 | OEPT 50vs OEPT 400 -3.444 No ns
38 | OEPT 400 vs DZP 1 -114.6 12.67 Yes
39 | OEPT 400 vs OEPT 200 -7.333 No ns
40 | OEPT 400 vs OEPT 100 -2.333 No ns
41 | OEPT 100 vs DZP 1 -112.2 12.41 Yes
42 | OEPT 100 vs OEPT 200 -5.000 No ns
43 | OEPT 200 vs DZP 1 -107.2 11.86 Yes
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Coluna Estatistica do Efeito do OEPT (25, 50, 100, 200 E 400 mg/Kg, i.p) sobre o tempo de
permanéncia nos bragos fechados (TPBF) em camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz

Elevado.
OEPT-LCE.pzf:Col. stats of Data 4 - Wed Dec 17 17:35:28 2014
A B C D E F G
Col. stats CONT DZP 1 OEPT25 | OEPT50 | OEPT 100 | OEPT 200 | OEPT 400

Y Y Y Y Y Y Y
1 [Number of values 9 9 9 9 9 9 9
2
3 [Minimum 179.0 7.000 138.0 114.0 153.0 118.0 122.0
4 [25% Percentile 184.0 63.50 149.5 149.0 155.0 129.0 128.0
5 |Median 204.0 95.00 171.0 176.0 167.0 160.0 154.0
6 |75% Percentile 212.5 1035 1815 186.0 1755 186.0 1815
7 [Maximum 223.0 119.0 189.0 190.0 183.0 191.0 194.0
8
9 [Mean 200.1 82.78 166.9 166.1 166.7 156.3 156.3
10 |Std. Deviation 15.69 35.03 18.03 25.32 10.78 28.09 27.21
11 [Std. Error 5.229 11.68 6.010 8.438 3.594 9.365 9.071
12
13 |Lower 95% CI of mean |188.1 55.85 153.0 1467 158.4 134.7 135.4
14 |Upper 95% Cl of mean |212.2 1007 180.7 185.6 175.0 1779 1773
15
16 |Sum 1801 745.0 1502 1495 1500 1407 1407
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Analise ANOVA do Efeito do OEPT (25, 50, 100, 200 E 400 mg/kg, i.p) sobre o tempo de
permanéncia nos bragos fechados (TPBF) em camundongos submetidos ao Labirinto em Cruz
Elevado.

OEPT-LCE.pzf:1way ANOVA of Data 4 - Wed Dec 17 17:35:57 2014

iway ANOVA
1 |Table Analyzed Data 4
2
3 |One-way analysis of variance
4 P value P<0.0001
5 | Pvalue summary i
6 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
7 Number of groups 7
8 | F 19.64
9 | Rsquared 0.6778
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 12.87
13 | Pvalue 0.0451
14 | P value summary *
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes
16
17 |ANOVA Table sSS df MS
18 | Treatment (between columns) 68770 6 11460
19 | Residual (within columns) 32680 58 583.6
20 | Total 101400 B2
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff.  |q Significant? P < 0.057? Summary
23 | DZP 1 vs CONT -117.3 14.57 Yes
24 | DZP 1 vs OEPT 25 -84.11 10.44 Yes
25 | DZP 1 vs OEPT 100 -83.89 10.42 Yes
26 | DZP 1 vs OEPT 50 -83.33 10.35 Yes
27 | DZP 1 vs OEPT 400 -73.56 9.134 Yes
28 | DZP 1 vs OEPT 200 -73.56 9.134 Yes
29 | OEPT 200 vs CONT -43.78 5.436 Yes =
30 | OEPT 200 vs OEPT 25 -10.56 1.311 No ns
31 | OEPT 200 vs OEPT 100 -10.33 No ns
32 | OEPT 200 vs OEPT 50 -9.778 No ns
33 | OEPT 200 vs OEPT 400 0.0000 No ns
34 | OEPT 400 vs CONT -43.78 5.436 Yes **
35 | OEPT 400 vs OEPT 25 -10.56 No ns
36 | OEPT 400 vs OEPT 100 -10.33 No ns
37 | OEPT 400 vs OEPT 50 -9.778 No ns
38 | OEPT 50 vs CONT -34.00 4.222 Yes *
39 | OEPT 50 vs OEPT 25 -0.7778 No ns
40 | OEPT 50 vs OEPT 100 -0.5556 No ns
41 | OEPT 100 vs CONT -33.44 4153 Yes *
42 | OEPT 100 vs OEPT 25 -0.2222 No ns
43 | OEPT 25vs CONT -33.22 4125 Yes =
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Coluna Estatistica do mecanismo de acdo do OEPT sobre o nimero de entradas nos bracos
abertos (NEBA) no Labirinto em cruz elevado.

1way ANOVA A B c D E
Column statistics CONT DZP 1 DZP1+FLU25( OEPTS50 | OEPT50 + FLU2,5
Y Y Y Y Y
1 |Number of values |9 9 9 9 9
2
3 |Minimum 1.000 10.00 3.000 4.000 1.000
4 |25% Percentile 2.000 10.00 4.000 4.000 1.500
5 |Median 2.000 11.00 6.000 4.000 2.000
6 |75% Percentile 3.000 12.50 10.00 6.000 3.000
7 [Maximum 4.000 21.00 14.00 7.000 5.000
8
9 |Mean 2.444 12.22 7.000 4.889 2.333
10 |Std. Deviation 0.8819 3.456 3.905 1.269 1.225
11 |Std. Error 0.2940 1.152 1.302 0.4231 0.4082
12
13 |Lower 95% CI 1.767 9.566 3.998 3.913 1.392
14 |Upper 95% CI 3.122 14.88 10.00 5.865 3.275
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Analise ANOVA do efeito do mecanismo de acdo do OEPT sobre o nimero de entradas nos
bracos abertos (NEBA) no Labirinto em cruz elevado.

iway ANOVA

Tabular results

1 |Table Analyzed Data 1

2

3 |One-way analysis of variance

4 | Pvalue < 0.0001

5 | P value summary i

6 | Are means signif. different? (P < 0.(/Yes

7 Number of groups 5

8 | F 2417

9 R squared 0.7074

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic (corrected) 2514

13 | Pvalue < 0.0001

14 | P value summary i

15 | Do the variances differ signif. (P < 0|Yes

16

17 |ANOVA Table SS df MS

18 | Treatment (between columns) 601.1 4 150.3

19 | Residual (within columns) 2487 40 6.217

20 | Total 849.8 44

21

22 |Newman-Keuls Multiple Comparison [Mean Diff. |g Significant? P < 0.05? Summary
23 | OEPT 50 + FLU 2,5vs DZP 1 -9.889 11.90 Yes o
24 | OEPT 50 + FLU 2,5vs DZP 1 + FLI|-4.667 5.615 Yes *
25 | OEPT50 + FLU2,5vs OEPT 50 [-2.556 3.075 No ns
26 | OEPT 50 + FLU 2,5vs CONT -0.1111 No ns
27 | CONT vs DZP 1 -9.778 11.76 Yes o
28 | CONTvsDZP 1 +FLU 25 -4.556 5.481 Yes *
29 | CONT vs OEPT 50 -2.444 No ns
30 | OEPT 50 vs DZP 1 -7.333 8.824 Yes o
31 | OEPT50vs DZP 1+ FLU25 -2.111 2.540 No ns
32 | DZP 1+ FLU2,5vs DZP 1 -5.222 6.283 Yes o
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Anadlise do teste “t” entre os grupos: CONT e OEPT 50 mg/kg, sobre o nimero de entradas

nos bragos abetos (NEBA), em camundongos submetidos ao labirinto em cruz elevado.

t test

Table Analyzed Data 1
Column A CONT
S VS
Column D OEPT 50
Unpaired t test

P value 0.0002

P value summary e

Are means signif. different? (P < 0.C(|Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=4.745 df=16

How big is the difference?

Mean + SEM of column A

2.444 + 0.2940 N=9

Mean + SEM of column D

4.889 +0.4231 N=9

Difference between means

-2.444 +£0.5152

95% confidence interval

-3.537 t0 -1.352

R squared

0.5845

— ] b | b | ok | ok | b | b | b | bk | ok
olo|~Nlo|als|lw|nalo|@ XN O RfWIN =

20 |F test to compare variances

21 | F.DFn, Dfd 2.071,8,8
22 | Pvalue 0.3232

23 | P value summary ns

24 | Are variances significantly different?No
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Analise do teste “t” entre os grupos: OEPT 50 mg/kg e OEPT 50 mg/kg + FLU 2,5, sobre o
namero de entradas nos bracos abetos (NEBA), em camundongos submetidos ao labirinto em

cruz elevado.

t test
1 |Table Analyzed Data 1
2 |[ColumnD OEPT 50
3 |vs VS
4 |[ColumnE OEPT 50 + FLU 2,5
5
6 |Unpairedttest
7 P value 0.0005
8 | P value summary e
9 | Are means signif. different? (P < 0.({Yes
10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed
11 | t, df t=4.347 di=16
12
13 |How big is the difference?
14 | Mean = SEM of column D 4.889 + 0.4231 N=9
15 | Mean £ SEM of column E 2.333 £ 0.4082 N=9
16 | Difference between means 2.556 +0.5879
17 | 95% confidence interval 1.309 to 3.802
18 | R squared 0.5415
19
20 |F test to compare variances
21 | F,.DFn, Did 1.074,8,8
22 | Pvalue 0.9220
23 | P value summary ns
24 | Are variances significantly different”No
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Coluna Estatistica do mecanismo de acdo do OEPT sobre o nimero de entradas nos bracos
fechados (NEBF) no Labirinto em cruz elevado.

1way ANOVA A B c D E
Column statistics CONT DZP 1 DZP1 +FLU25 | OEPT50 OEPT 50 + FLU 2,5
Y Y Y Y Y
1 |Number of values |9 9 9 9 9
2
3 |Minimum 12.00 3.000 13.00 5.000 8.000
4 |25% Percentile 12.50 6.000 13.50 7.500 9.000
5 |Median 15.00 10.00 16.00 9.000 11.00
6 |75% Percentile 19.50 11.00 19.50 10.00 15.50
7 |Maximum 22.00 12.00 21.00 10.00 18.00
8
9 |Mean 15.78 8.889 16.44 8.444 12.22
10 [Std. Deviation 3.734 3.444 3.005 1.667 3.528
11 |Std. Error 1.245 1.148 1.002 0.5556 1.176
12
13 [Lower 95% CI 12.91 6.242 14.13 7.163 9.511
14 |Upper 95% CI 18.65 11.54 18.75 9.726 14.93
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Analise ANOVA do efeito do mecanismo de acdo do OEPT sobre o nimero de entradas nos

bracos fechados (NEBF) no Labirinto em cruz elevado.

iway ANOVA

Tabular results
1 |Table Analyzed Data 2
2
3 |One-way analysis of variance
4 | Pvalue < 0.0001
5 | Pvalue summary e
6 | Are means signif. different? (P < 0.({Yes
7 Number of groups 5
8 | F 12.53
9 R squared 0.5562
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 5.081
13 | P value 0.2791
14 | P value summary ns
15 | Do the variances differ signif. (P < O|No
16
17 |ANOVA Table SS df MS
18 | Treatment (between columns) 501.9 4 1255
19 | Residual (within columns) 400.4 40 10.01
20 | Total 902.3 44
21
22 [Newman-Keuls Multiple Comparison [Mean Diff.  |g Significant? P < 0.057 Summary
23 | OEPT50vs DZP 1+ FLU25 -8.000 7.585 Yes e
24 | OEPT 50vs CONT -7.333 6.953 Yes rax
25 | OEPT50vs OEPT50 + FLU25 |-3.778 3.582 Yes *
26 | OEPT 50 vs DZP 1 -0.4444 0.4214 No ns
27 | DZP1vsDZP 1 +FLU 25 -7.556 7.164 Yes e
28 | DZP 1vs CONT -6.889 6.532 Yes rax
29 | DZP1vs OEPT50+ FLU25 -3.333 3.161 Yes *
30 | OEPT 50 + FLU 2,5vs DZP 1 + FL|-4.222 4.003 Yes *
31 | OEPT 50 + FLU 2,5 vs CONT -3.556 3.371 Yes *
32 | CONTvs DZP 1 +FLU2,5 -0.6667 0.6321 No ns
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Coluna Estatistica do mecanismo de a¢do do OEPT sobre o tempo de permanéncia nos bracos
abertos (TPBA) no Labirinto em cruz elevado.

1way ANOVA A B C D E
Column statistics CONT DZP 1 DZP1+FLU25 | OEPT50 | OEPT50+FLUZ2,5
Y Y Y Y Y
1 |Number of values (9 9 9 9 9
2
3 |Minimum 19.00 152.0 13.00 40.00 14.00
4 |25% Percentile 20.50 170.0 24.50 4450 14.50
5 |Median 29.00 242.0 45.00 62.00 24.00
6 |75% Percentile 34.50 276.5 62.00 72.50 32.50
7 [Maximum 41.00 290.0 80.00 74.00 45.00
8
9 |Mean 28.22 226.0 44 .33 59.00 24.44
10 |Std. Deviation 7.791 55.12 21.76 13.35 10.90
11 |Std. Error 2.597 18.37 7.253 4.450 3.633
12
13 |Lower 95% CI 22.23 183.6 27.61 48.74 16.07
14 |Upper 95% CI 34.21 268.4 61.06 69.26 32.82
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Analise ANOVA do efeito do mecanismo de acdo do OEPT sobre o tempo de permanéncia

nos bracgos abertos (TPBA) no Labirinto em cruz elevado.

iway ANOVA

Tabular results
1 |Table Analyzed Data 3
2
3 [One-way analysis of variance
4 | Pvalue < 0.0001
5 | P value summary o
6 | Are means signif. different? (P < 0.C|Yes
7 Number of groups 5
8 | F 83.52
9 R squared 0.8931
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 38.19
13 | Pvalue < 0.0001
14 | P value summary o
15 | Do the variances differ signif. (P < O[Yes
16
17 |ANOVA Table SS df MS
18 | Treatment (between columns) 258600 4 64650
19 | Residual (within columns) 30960 40 774.0
20 | Total 289500 44
21
22 [Newman-Keuls Multiple Comparison |Mean Diff. |qg Significant? P < 0.057? Summary
23 | OEPT 50 + FLU 2,5vs DZP 1 -201.6 21.73 Yes ox
24 | OEPT 50 + FLU2,5vs OEPT 50 [-34.56 3.726 No ns
25 | OEPT 50 + FLU2,5vs DZP 1 + FLI-19.89 No ns
26 | OEPT 50 + FLU 2,5 vs CONT -3.778 No ns
27 | CONT vs DZP 1 -197.8 21.33 Yes x
28 | CONT vs OEPT 50 -30.78 No ns
29 | CONTvs DZP 1 +FLU 2,5 -16.11 No ns
30 | DZP 1+ FLU2,5vs DZP 1 -181.7 19.59 Yes ox
31 | DZP 1 + FLU 2,5 vs OEPT 50 -14.67 No ns
32 | OEPT 50vs DZP 1 -167.0 18.01 Yes Hx
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Analise do teste “t” entre os grupos: CONT e OEPT 50 mg/kg, sobre o tempo de permanéncia

nos bragos abertos (TPBA), em camundongos submetidos ao labirinto em cruz elevado.

t test
1 |Table Analyzed Data 3
2 |ColumnA CONT
3 |vs VS
4 |ColumnD OEPT 50
5
6 |Unpaired ttest
7 P value < 0.0001
8 | P value summary R
9 | Are means signif. different? (P < 0.({Yes
10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed
11 | t, df t=5.973 di=16
12
13 |How big is the difference?
14 | Mean = SEM of column A 28.22 £+ 2.597 N=9
15 | Mean = SEM of column D 59.00 +4.450 N=9
16 | Difference between means -30.78 £5.153
17 | 95% confidence interval -41.70 10 -19.85
18 | R squared 0.6904
19
20 |F test to compare variances
21 | F,DFn, Dfd 2.937,8,8
22 | Pvalue 0.1486
23 | P value summary ns
24 | Are variances significantly different4No
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Analise do teste “t” entre os grupos: CONT e OEPT 50 mg/kg, sobre o tempo de permanéncia

nos bragos abertos (TPBA), em camundongos submetidos ao labirinto em cruz elevado.

t test

Table Analyzed Data 3
Column D OEPT 50
Vs VS
Column E OEPT 50 + FLU 2,5
Unpaired t test

P value < 0.0001

P value summary e

Are means signif. different? (P < 0.(Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=6.015 df=16

How big is the difference?

Mean + SEM of column D

59.00 +4.450 N=9

Mean + SEM of column E

24.44 + 3,633 N=9

— ] b | b | b | b | b | b | b | k| b
wmﬂmmbwm_uowmqmm&mm—n

Difference between means 34.56 +5.745
95% confidence interval 22.381046.73
R squared 0.6934

20 |F test to compare variances

21 | F,DFn, Did 1.501, 8,8

22 | Pvalue 0.5791

23 | P value summary ns

24 | Are variances significantly different?qNo
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Coluna Estatistica do mecanismo de acdo do OEPT sobre o tempo de permanéncia nos bracos
fechados (TPBF) no Labirinto em cruz elevado.

1way ANOVA A B C D E
Column statistics CONT DZP 1 DZP1+FLU25 | OEPT50 | OEPT50+FLU25
Y Y Y Y Y
1 |Number of values |9 9 9 12 12
2
3 |Minimum 193.0 7.000 104.0 91.00 92.00
4 |25% Percentile 205.0 63.50 126.0 123.3 123.0
5 |Median 217.0 95.00 150.0 168.5 165.5
6 |75% Percentile 242.0 101.0 196.5 183.5 187.5
7 [Maximum 250.0 110.0 211.0 198.0 195.0
8
9 |Mean 220.6 81.22 155.8 156.8 156.0
10 [Std. Deviation 20.13 33.58 37.90 35.63 35.96
11 [Std. Error 6.711 11.19 12.63 10.29 10.38
12
13 [Lower 95% Cl 205.1 55.41 126.6 1341 133.2
14 |[Upper 95% CI 236.0 107.0 184.9 179.4 178.8
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Analise ANOVA do efeito do mecanismo de acdo do OEPT sobre o tempo de permanéncia

nos bracgos fechados (TPBF) no Labirinto em cruz elevado.

1way ANOVA

Tabular results

1 |Table Analyzed Data 4

2

3 |One-way analysis of variance

4 P value < 0.0001

5 | P value summary o

6 | Are means signif. different? (P < 0.(JYes

7 Number of groups 5

8 | F 19.42

9 R squared 0.6280

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic (corrected) 3.355

13 | Pvalue 0.5003

14 | P value summary ns

15 | Do the variances differ signif. (P < O[No

16

17 |ANOVA Table SS df MS

18 | Treatment (between columns) 87700 4 21920

19 | Residual (within columns) 51950 46 1129

20 | Total 139600 50

21

22 [Newman-Keuls Multiple Comparison [Mean Diff. |q Significant? P < 0.057 Summary
23 | DZP 1vs CONT -139.3 12.44 Yes o
24 | DZP 1 vs OEPT 50 -75.53 7.208 Yes o
25 | DZP 1vs OEPT 50+ FLU25 -74.78 7.137 Yes e
26 | DZP1vs DZP 1 +FLU 2,5 -74.56 6.656 Yes e
27 | DZP 1+ FLU 2,5vs CONT -64.78 5.783 Yes e
28 | DZP 1 + FLU 2,5vs OEPT 50 -0.9722 0.09279 No ns
29 | DZP 1 + FLU 2,5vs OEPT 50 + FLU-0.2222 No ns
30 | OEPT 50 + FLU 2,5vs CONT -64.56 6.161 Yes e
31 | OEPT 50 + FLU2,5vs OEPT 50 |-0.7500 No ns
32 | OEPT 50 vs CONT -63.81 6.089 Yes
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Coluna Estatistica do Efeito do OEPT (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de
quedas dos camundongos submetidos ao Rota rod.

ROTA ROD NOVO.pzf:iway ANOVA of Data 1:Column statistics - Wed Dec 17 21:48:03 2014

1way ANOVA A B c D E F G
Column statistics CONT DZP OEPT25 | OEPT50 | OEPT100 | OEPT200 | OEPT 400
Y Y Y Y Y Y Y
1 [Number of values |9 9 9 9 9 9 9
2
3 |Minimum 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
4 |25% Percentile (0.0 1.000 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
5 |Median 0.0 1.000 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
6 |75% Percentile (0.0 2.500 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
7 |Maximum 1.000 3.000 0.0 0.0 0.0 0.0 1.000
8
9 |Mean 0.1111 1.556 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1111
10 |Std. Deviation 0.3333 1.014 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3333
11 |Std. Error 0.1111 0.3379 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1111
12
13 |Lower 95% Cl -0.1451 0.7763 0.0 0.0 0.0 0.0 -0.1451
14 |Upper 95% Cl 0.3673 2.335 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3673
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Analise ANOVA do Efeito do OEPT (25, 50, 100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de

quedas dos camundongos submetidos ao Rota rod.

iway ANOVA
Tabular results

1 [Table Analyzed Data 1

2

3 |One-way analysis of variance

4 P value < 0.0001

5 P value summary o

6 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

7 Number of groups 7

8 | F 16.74

9 R squared 0.6420

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic (corrected)

13 | Pvalue

14 | P value summary ns

15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |No

16

17 |ANOVA Table ss df MS

18 | Treatment (between columns) 17.94 6 2.989

19 | Residual (within columns) 10.00 56 0.1786

20 | Total 27.94 62

21

22 [Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff. |qg Significant? P < 0.057? Summary
23 | OEPT 25 vs DZP -1.556 11.04 Yes
24 | OEPT 25 vs OEPT 400 -0.1111 0.7888 No ns
25 | OEPT 25 vs CONT -0.1111 No ns
26 | OEPT 25 vs OEPT 200 0.0000 No ns
27 | OEPT 25 vs OEPT 100 0.0000 No ns
28 | OEPT 25 vs OEPT 50 0.0000 No ns
29 | OEPT 50vs DZP -1.556 11.04 Yes
30 | OEPT 50 vs OEPT 400 -0.1111 No ns
31 | OEPT 50 vs CONT -0.1111 No ns
32 | OEPT 50 vs OEPT 200 0.0000 No ns
33 | OEPT 50 vs OEPT 100 0.0000 No ns
34 | OEPT 100vs DZP -1.556 11.04 Yes
35 | OEPT 100 vs OEPT 400 -0.1111 No ns
36 | OEPT 100 vs CONT -0.1111 No ns
37 | OEPT 100 vs OEPT 200 0.0000 No ns
38 | OEPT 200vs DZP -1.558 11.04 Yes
39 | OEPT 200 vs OEPT 400 -0.1111 No ns
40 | OEPT 200 vs CONT -0.1111 No ns
41 | CONTvs DZP -1.444 10.25 Yes
42 | CONT vs OEPT 400 0.0000 No ns
43 | OEPT 400 vs DZP -1.444 10.25 Yes
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Coluna Estatistica do Efeito do OEPT (25, 50, 100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) sobre o tempo de
permanéncia dos camundongos submetidos ao Rota rod.

Project1:1way ANOVA of Data 1:Column statistics - Wed Dec 17 22:51:34 2014

1way ANOVA A B c D E F G
Column statistics CONT DZP 5 OEPT 25 OEPT50 | OEPT 100 | OEPT 200 | OEPT 400
Y Y Y Y Y Y Y

1 |Number of values |9 9 9 9 9 9 9
2
3 [Minimum 57.00 37.00 60.00 60.00 60.00 60.00 58.00
4 [25% Percentile 60.00 47.50 60.00 60.00 60.00 60.00 60.00
5 [Median 60.00 55.00 60.00 60.00 60.00 60.00 60.00
6 |75% Percentile 60.00 57.00 60.00 60.00 60.00 60.00 60.00
7 |Maximum 60.00 57.00 60.00 60.00 60.00 60.00 60.00
8
9 |Mean 59.67 52.00 60.00 60.00 60.00 60.00 59.78
10 |Std. Deviation 1.000 7.331 0.0 0.0 0.0 0.0 0.6667
11 |Std. Error 0.3333 2.444 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2222
12
13 |Lower 95% CI 58.90 46.36 60.00 60.00 60.00 60.00 59.27
14 |Upper 95% CI 60.44 57.64 60.00 60.00 60.00 60.00 60.29
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Analise ANOVA do efeito do OEPT (25, 50, 100, 200 e 40mg/kg, i.p.) sobre o tempo de

permanéncias dos camundongos submetidos ao Rota rod.

iway ANOVA
Tabular results

1 [Table Analyzed Data 1

2

3 |One-way analysis of variance

4 P value < 0.0001

5 | Pvalue summary e

6 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

7 Number of groups 7

8 | F 10.22

9 R squared 0.5226

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic (corrected)

13 | Pvalue

14 | P value summary ns

15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |No

16

17 |ANOVA Table SS df MS

18 | Treatment (between columns) 483.3 6 80.56

19 | Residual (within columns) 441.6 56 7.885

20 | Total 9249 62

21

22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test [Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? Summary
23 | DZP vs OEPT 200 -8.000 8.547 Yes
24 | DZPvs OEPT 100 -8.000 8.547 Yes
25 | DZP vs OEPT 50 -8.000 8.547 Yes
26 | DZPvs OEPT 25 -8.000 8.547 Yes
27 | DZP vs OEPT 400 -7.778 8.310 Yes
28 | DZPvs CONT -7.867 8.191 Yes
29 | CONT vs OEPT 200 -0.3333 0.3561 No ns
30 | CONT vs OEPT 100 -0.3333 No ns
31 | CONT vs OEPT 50 -0.3333 No ns
32 | CONT vs OEPT 25 -0.3333 No ns
33 | CONT vs OEPT 400 -0.1111 No ns
34 | OEPT 400 vs OEPT 200 -0.2222 No ns
35 | OEPT 400 vs OEPT 100 -0.2222 No ns
36 | OEPT 400 vs OEPT 50 -0.2222 No ns
37 | OEPT 400 vs OEPT 25 -0.2222 No ns
38 | OEPT 25 vs OEPT 200 0.0000 No ns
39 | OEPT 25 vs OEPT 100 0.0000 No ns
40 [ OEPT 25 vs OEPT 50 0.0000 No ns
41 | OEPT 50 vs OEPT 200 0.0000 No ns
42 | OEPT 50 vs OEPT 100 0.0000 No ns
43 | OEPT 100 vs OEPT 200 0.0000 No ns
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Coluna Estatistica do Efeito do OEPT (100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) sobre a laténcia para
primeira convulsdo em camundongos submetidos ao teste de convulsdes induzida por
pentilenotetrazol (PTZ).

OEPT-PTZ.pzf:Col. stats of Data 1 - Wed Dec 17 21:24:33 2014

A B C D E
Col. stats CONT DZP2 | OEPT 100 | OEPT 200 | OEPT 400

% Y % Y Y

1 [Number of values 9 9 9 9 9

2

3 |Minimum 75.00 1800 87.00 69.00 82.00

4 |25% Percentile 119.0 1800 121.0 1125 1155

5 |Median 150.0 1800 176.0 257.0 156.0

6 |75% Percentile 1655 1800 215.0 376.5 2615

7 |Maximum 170.0 1800 239.0 618.0 442.0

8

9 |Mean 139.1 1800 170.6 269.9 197.7

10 |Std. Deviation 31.85 0.0 52.58 1742 114.4

11 |Std. Error 10.62 0.0 17.53 58.07 38.13

12

13 |Lower 95% Cl of mean |114.6 1800 130.1 136.0 109.7

14 |Upper 95% Cl of mean |163.6 1800 211.0 4038 285.6

15

16 |Sum 1252 16200 1535 2429 1779
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Analise ANOVA do Efeito do OEPT (100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) sobre a laténcia para
primeira convulsdo em camundongos submetidos ao teste de convulsdes induzida por
pentilenotetrazol (PTZ).

OEPT-PTZ.pzf:iway ANOVA of Data 1 - Wed Dec 17 21:25:16 2014

iway ANOVA

Table Analyzed Data 1

One-way analysis of variance
P value < 0.0001

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes

Number of groups 5
F 493.8
R squared 0.9801

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (corrected)

P value

P value summary ns

Do the variances differ signif. (P < 0.05) |No

— ] ek | b | A b k| b | k| =k
0| o N o] o & @] o] 2| o] | ®| N| @] O & W) M| =

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 18650000 4 4662000

Residual (within columns) 377700 40 9441
20 | Total 19030000 |44
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff. |qg Significant? P < 0.05? Summary
23 | CONTvs DZP2 -1661 51.28 Yes
24 | CONT vs OEPT 200 -130.8 4.038 Yes *
25 | CONT vs OEPT 400 -58.56 1.808 No ns
26 | CONTvs OEPT 100 -31.44 No ns
27 | OEPT 100vs DZP 2 -1629 50.31 Yes
28 | OEPT 100 vs OEPT 200 -99.33 3.067 No ns
29 | OEPT 100 vs OEPT 400 -27.11 No ns
30 | OEPT 400vs DZP 2 -1602 49.47 Yes
31 | OEPT 400 vs OEPT 200 -72.22 No ns
32 | OEPT200vs DZP 2 -1530 47.24 Yes
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Coluna Estatistica do Efeito do OEPT (100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) sobre a laténcia de morte
em camundongos submetidos ao teste de convuls@es induzida por pentilenotetrazol (PTZ).

OEPT-PTZ.pzf:Col. stats of Data 2 - Wed Dec 17 21:25:38 2014

A B C D E

Col. stats CONT DZP2 | OEPT 100 | OEPT 200 | OEPT 400
Y Y Y Y Y

1 [Number of values 9 9 9 9 9

2

3 [Minimum 194.0 1800 455.0 456.0 495.0

4 |25% Percentile 264.0 1800 546.0 533.5 1125

5 |Median 438.0 1800 791.0 1800 1800

6 |75% Percentile 488.0 1800 909.0 1800 1800

7 [Maximum 1193 1800 1800 1800 1800

8

9 [Mean 466.1 1800 840.3 1369 1505

10 |Std. Deviation 293.7 0.0 398.8 646.6 538.6

11 |Sid. Error 97.90 0.0 132.9 2155 179.5

12

13 [Lower 95% Cl of mean |240.3 1800 533.8 872.2 1091

14 |Upper 95% Cl of mean |691.9 1800 1147 1866 1919

15

16 |[Sum 4195 16200 7563 12323 13545
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Analise ANOVA do Efeito do OEPT (100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) sobre a laténcia de morte
em camundongos submetidos ao teste de convuls@es induzida por pentilenotetrazol (PTZ).

OEPRT-PTZ.pzi:iway ANOVA of Data 2 - Wed Dec 17 21:33:27 2014

iway ANOVA
1 [Table Analyzed Data 2
2
3 |One-way analysis of variance
4 P value < 0.0001
5 | Pvalue summary b
6 Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
7 Number of groups 5
8 | F 13.56
9 R squared 0.5758
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartleit's statistic (corrected)
13 | Pvalue
14 | P value summary ns
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |No
16
17 |ANOVA Table SS df MS
18 | Treatment (between columns) 10350000 4 2586000
19 | Residual (within columns) 7628000 40 190700
20 | Total 17970000 |44
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff. |qg Significant? P < 0.05? Summary
23 | CONTvs DZP 2 -1334 9.164 Yes
24 | CONT vs OEPT 400 -1039 7.137 Yes b
25 | CONT vs OEPT 200 -903.1 6.204 Yes e
26 | CONT vs OEPT 100 -374.2 2.571 No ns
27 | OEPT 100vs DZP 2 -959.7 6.593 Yes BEx
28 | OEPT 100 vs OEPT 400 -664.7 4.566 Yes b
29 | OEPT 100 vs OEPT 200 -528.9 3.633 Yes i
30 | OEPT 200vs DZP 2 -430.8 2.959 No ns
31 | OEPT 200 vs OEPT 400 -135.8 No ns
32 | OEPT 400vs DZP 2 -295.0 No ns
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Analise do teste “t” entre 0s grupos: OEPT 100 mg/kg e Controle, sobre a laténcia para a
morte em camundongos submetidos ao teste de convulsdes induzidas por Pentilenotetrazol.

t test
1 |Table Analyzed Data 2
2 |Column A CONT
3 |vs Vs
4 |ColumnC OEPT 100
5
6 |Unpairedt test
7 P value 0.0376
8 P value summary *
9 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed
11 | t, df t=2.267 df=16
12
13 |How big is the difference?
14 | Mean £ SEM of column A 466.1 £ 97.90 N=9
15 | Mean + SEM of column C 840.3 + 132.9 N=9
16 | Difference between means -374.2 £ 165.1
17 | 95% confidence interval -724.210 -24.24
18 | R squared 0.2431
19
20 |F test to compare variances
21 | F,DFn, Did 1.843,8, 8
22 | Pvalue 0.4053
23 | P value summary ns
24 | Are variances significantly different? No
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Coluna Estatistica da investigacdo do mecanismo de acdo do OEPT sobre a laténcia para
primeira convulsdo em camundongos submetidos ao teste de convulsdes induzida por
pentilenotetrazol (PTZ).

1way ANOVA A B c D E
Column statistics CONT DzP 2 DZP2 + FLUS5 | OEPT 200 | OEPT 200 + FLU 5
Y Y Y Y Y
1 [Number of values (9 9 9 9 9
2
3 [Minimum 97.00 1800 390.0 75.00 35.00
4 |25% Percentile 108.5 1800 429.0 106.0 47.00
5 [Median 130.0 1800 497.0 215.0 89.00
6 |75% Percentile 160.5 1800 622.5 383.0 171.0
7 |Maximum 177.0 1800 1800 590.0 278.0
8
9 [Mean 133.8 1800 642.8 2614 111.7
10 |Std. Deviation 28.66 0.0 4425 170.7 81.30
11 |Std. Error 9.552 0.0 1475 56.90 27.10
12
13 |Lower 95% ClI 111.8 1800 302.6 130.2 49.18
14 |Upper 95% CI 155.8 1800 982.9 392.6 174.2
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Analise ANOVA da investigacdo do mecanismo de acdo do OEPT sobre a laténcia para
primeira convulsdo em camundongos submetidos ao teste de convulsdes induzida por
pentilenotetrazol (PTZ).

1way ANOVA
Tabular results

1 |Table Analyzed Data 1

2

3 [One-way analysis of variance

4 | Pvalue < 0.0001
5 | P value summary o

6 | Are means signif. different? (P < 0.({Yes

7 Number of groups 5

8 | F 97.39

9 R squared 0.9069
10

11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected)

13 | Pvalue

14 | P value summary ns

15 | Do the variances differ signif. (P < O|[No

16

17 |ANOVA Table SS df MS

18 | Treatment (between columns) 18110000 (4 4526000

19 | Residual (within columns) 1859000 40 46480

20 [ Total 19970000 (44

21

22 |Newman-Keuls Multiple Comparison |Mean Diff. |g Significant? P < 0.05? Summary
23 | OEPT 200 + FLU 5vs DZP 2 -1688 23.49 Yes o
24 | OEPT 200 + FLU 5vs DZP 2 + FLU|-531.1 7.391 Yes e
25 | OEPT 200 + FLU 5vs OEPT 200 |[-149.8 2.084 No ns
26 | OEPT 200 + FLU 5 vs CONT -22.11 No ns
27 | CONT vs DZP 2 -1666 23.19 Yes ox
28 | CONTvsDZP2 +FLU5 -509.0 7.083 Yes o
29 | CONT vs OEPT 200 -127.7 No ns
30 | OEPT 200vs DZP 2 -1539 21.41 Yes x
31 | OEPT200vs DZP2 + FLU 5 -381.3 5.307 Yes o

32 | DZP2 +FLU5vs DZP 2 -1157 16.10 Yes
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Analise do teste “t” entre 0s grupos: OEPT 200 mg/kg e Controle, sobre a laténcia para a
primeira convulsdo, no teste de convulsdes induzidas por Pentilenotetrazol.

t test
Table Analyzed Data 1
Column A CONT
VS VS
Column D OEPT 200
Unpaired 1 test

P value 0.0418

*

P value summary
Are means signif. different? (P < 0.(|Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=2.213 df=16

How big is the difference?

Mean + SEM of column A 133.8 £ 9.552 N=9
Mean + SEM of column D 261.4 +56.90 N=9
Difference between means -127.7 £57.69
95% confidence interval -250.0 to -5.357

R squared 0.2343

R Ny [ Wy N T Y T N TN W Wy W -
o|lo(wlo|lo| p|lw|np| || @ NGB w N =

20 [F test to compare variances

21 | F,DFn, Dfd 35.48, 8,8
22 | Pvalue < 0.0001
23 | P value summary o

24 | Are variances significantly differentYes
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Analise do teste “t” entre 0S grupos: Controle e DZP 2 + FLU 2,5, sobre a laténcia para a
primeira convulsdo, no teste de convulsdes induzidas por Pentilenotetrazol.

t test
1 |Table Analyzed Data 1
2 [Column A CONT
3 |vs Vs
4 [ColumnC DZP 2 + FLUS5
5
6 |Unpaired t test
7 P value 0.0033
8 P value summary **
9 | Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed
11 t, df t=3.444 df=16
12
13 |How big is the difference?
14 | Mean + SEM of column A 133.8 +9.552 N=9
15 | Mean + SEM of column C 642.8 + 147.5 N=9
16 | Difference between means -509.0 + 147.8
17 | 95% confidence interval -822.4 t0 -195.6
18 | R squared 0.4257
19
20 |F test to compare variances
21 | F,DFn, Dfd 238.4,8,8
22 | Pvalue < 0.0001
23 | P value summary E
24 | Are variances significantly different? Yes
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Analise do teste “t” entre 0s grupos: OEPT 200 + FLU 5 e OEPT 200 sobre a laténcia para a
primeira convulsdo, no teste de convulsdes induzidas por Pentilenotetrazol.

t test
Table Analyzed Data 1
Column D OEPT 200
VS VS
Column E OEPT 200 + FLU 5

Unpaired t test

P value 0.0303

P value summary *

Are means signif. different? (P < 0.(]Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=2.377 df=16

How big is the difference?

Mean + SEM of column D

261.4 +£56.90 N=9

Mean + SEM of column E

111.7 £27.10 N=9

Difference between means

149.8 +63.02

95% confidence interval

16.17 t0 283 .4

R squared

0.2609

[y [N R [T W [ oy O N QS Ty N W QS Wy N -y
olo(dlo|la|ls|lw| | =@ RN WM

20 (F test to compare variances

21 | F,DFn, Dfd 4408, 8, 8
22 | Pvalue 0.0508

23 | P value summary ns

24 | Are variances significantly different?No
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Coluna Estatistica da investigacdo do mecanismo de acdo do OEPT sobre a laténcia para a
morte dos camundongos submetidos ao teste de convulsfes induzida por pentilenotetrazol
(PTZ).

1way ANOVA A B c D E
Column statistics CONT DZP 2 DZP2 +FLU5 | OEPT 200 | OEPT 200 + FLU 5
Y Y Y Y Y
1 |Number of values |9 9 9 9 9
2
3 [Minimum 325.0 1800 400.0 475.0 498.0
4 [25% Percentile 346.5 1800 524.5 588.5 607.5
5 [Median 413.0 1800 891.0 1800 856.0
6 |75% Percentile 507.0 1800 939.0 1800 1006
7 |Maximum 576.0 1800 1800 1800 1035
8
9 [Mean 427.8 1800 858.1 1374 802.7
10 |Std. Deviation 90.41 0.0 4145 619.6 204.4
11 |Std. Error 30.14 0.0 138.2 206.5 68.13
12
13 |Lower 95% ClI 358.3 1800 539.5 897.7 645.6
14 |Upper 95% CI 497.3 1800 1177 1850 959.8
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Analise ANOVA da investigacdo do mecanismo de acdo do OEPT sobre a laténcia para a
morte dos camundongos submetidos ao teste de convulsfes induzida por pentilenotetrazol
(PTZ).

iway ANOVA
Tabular results

Table Analyzed Data 2

One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.(Yes

Number of groups 5
F 21.41
R squared 0.6816

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)
P value
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < O|No

— o o e e o o e | ek
o|lo|Nlo|o|a|wn a|o|@ @ N oL =

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 10370000 |4 2593000

Residual (within columns) 4845000 40 121100
20 | Total 15220000 |44
21
22 [Newman-Keuls Multiple Comparison [Mean Diff. |g Significant? P < 0.057 Summary
23 | CONTvs DZP 2 -1372 11.83 Yes o
24 | CONT vs OEPT 200 -946.2 8.156 Yes ok
25 | CONTvsDZP 2+ FLU5 -430.3 3.709 Yes *
26 | CONT vs OEPT 200 + FLU 5 -374.9 3.232 Yes *
27 | OEPT 200 + FLU 5vs DZP 2 -997.3 8.597 Yes x
28 | OEPT 200 + FLU 5vs OEPT 200 |[-571.3 4.925 Yes *
29 | OEPT 200 + FLU 5vs DZP 2 + FLU|-55.44 0.4779 No ns
30 | DZP 2+ FLU5vs DZP 2 -941.9 8.119 Yes ok
31 | DZP 2 + FLU 5vs OEPT 200 -515.9 4.447 Yes *
32 | OEPT 200vs DZP 2 -426.0 3.672 Yes *
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Coluna Estatistica do Efeito do OEPT (100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) sobre a laténcia de sono
em camundongos submetidos ao teste de potencializacdo do sono induzido por Pentobarbital.

OEPT-TS.pzf:Col. stats of Data 1 - Wed Dec 17 18:07:28 2014

A B [ D E
Col. stats CONT DZP 2 OEPT 100 | OEPT 200 | OEPT 400

Y Y Y Y Y

1 [Number of values 7 7 7 7 7

2

3 [Minimum 300.0 105.0 196.0 152.0 143.0

4 |25% Percentile 330.0 115.0 204.0 184.0 150.0

5 [Median 382.0 125.0 234.0 240.0 185.0

6 |75% Percentile 4350 164.0 286.0 360.0 206.0

7 [Maximum 500.0 333.0 339.0 415.0 210.0

8

9 [Mean 383.6 160.0 252.0 2599 176.0

10 [Std. Deviation 68.11 79.25 50.69 94.35 27.62

11 |Std. Error 25.74 29.95 19.16 35.66 10.44

12

13 [Lower 95% Cl of mean |320.6 86.71 205.1 1726 150.5

14 |Upper 95% Cl of mean |446.6 2333 208.9 347 1 2015

15

16 [Sum 2685 1120 1764 1819 1232
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Analise ANOVA do Efeito do OEPT (100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) sobre a laténcia do sono em
camundongos submetidos ao teste de potencializacdo do sono induzido por Pentobarbital.

OEPT-TS.pzf:1way ANOVA of Data 1 - Wed Dec 17 18:07:50 2014

iway ANOVA
1 |Table Analyzed Data 1
2
3 |One-way analysis of variance
4 P value < 0.0001
5 P value summary e
6 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
7 Number of groups 5
8 F 11.89
9 R squared 0.6131
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 8.057
13 | Pvalue 0.0895
14 | P value summary ns
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |No
16
17 |ANOVA Table SS df MS
18 | Treatment (between columns) 220100 4 55040
19 | Residual (within columns) 138900 30 4631
20 | Total 359100 34
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff. |q Significant? P < 0.057 Summary
23 | DZP 2vs CONT -223.6 8.692 Yes b
24 | DZP 2 vs OEPT 200 -99.86 3.882 Yes *
25 | DZP 2vs OEPT 100 -92.00 3.577 Yes *
26 | DZP 2 vs OEPT 400 -16.00 0.6221 No ns
27 | OEPT 400 vs CONT -207.6 8.070 Yes
28 | OEPT 400 vs OEPT 200 -83.86 3.260 No ns
29 | OEPT 400 vs OEPT 100 -76.00 No ns
30 | OEPT 100 vs CONT -131.6 5.115 Yes b
31 | OEPT 100 vs OEPT 200 -7.857 No ns
32 | OEPT 200 vs CONT -123.7 4.810 Yes b
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Analise do teste “t” entre 0s grupos: OEPT 400 mg/kg e 100 mg/kg, sobre a laténcia para o
sono, em camundongos submetidos ao teste de potencializacdo do sono induzido por

Pentobarbital.

t test

1 |Table Analyzed Data 1

2 |Column C OEPT 100

3 |vs VS

4 |Column E OEPT 400

5

6 |Unpaired t test

7 P value 0.0045

8 P value summary *

9 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed

11 i, df t=3.483 df=12
12

13 [How big is the difference?

14 | Mean £ SEM of column C 252.0 £19.16 N=7
15 | Mean + SEM of column E 176.0 £ 10.44 N=7
16 | Difference between means 76.00 + 21.82
17 | 95% confidence interval 28.46 to 123.5
18 | R squared 0.5028

19

20 |F test to compare variances

21 | F,DFn, Dfd 3.367, 6, 6

22 | Pvalue 0.1652

23 | P value summary ns

24 | Are variances significantly different? No
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Analise do teste “t” entre 0S grupos: OEPT 400 mg/kg e OEPT 200 mg/kg, sobre a laténcia
para 0 sono, em camundongos submetidos teste de potencializacdo do sono induzido por

Pentobarbital.

t test

1 |[Table Analyzed Data 1

2 |ColumnD OEPT 200

3 |vs Vs

4 |ColumnE OEPT 400

5

6 |Unpaired t test

7 P value 0.0435

8 P value summary *

9 Are means signif. different? (P < 0.05) [Yes

10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed

11 i, df t=2.257 df=12
12

13 |How big is the difference?

14 | Mean + SEM of column D 259.9 £ 35.66 N=7
15 | Mean + SEM of column E 176.0 £ 10.44 N=7
16 | Difference between means 83.86 + 37.16
17 | 95% confidence interval 2.887 to 164.8
18 | R squared 0.2979

19

20 [F test to compare variances

21 | F,DFn, Dfd 11.67,6, 6

22 | Pvalue 0.0087

23 | P value summary **

24 | Are variances significantly different? Yes
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Coluna Estatistica do Efeito do OEPT (100, 200 e 400 mg/Kg, i.p.) sobre a duracdo do sono
em camundongos submetidos ao teste de potencializacdo do sono induzido por Pentobarbital.

OEPT-TS.pzf:Col. stats of Data 2 - Wed Dec 17 18:08:21 2014

A B [ D E
Col. stats CONT DZP 2 OEPT 100 | OEPT 200 | OEPT 400

Y Y Y Y Y

1 |Number of values 7 7 7 7 7

2

3 [Minimum 2315 3840 2160 2520 3840

4 |25% Percentile 2410 4980 2390 2580 4080

5 |Median 3370 6060 2900 2760 4120

6 |75% Percentile 3437 6120 3287 3426 5066

7 [Maximum 3565 6960 3429 3760 5280

8

9 [Mean 3005 5614 2821 2977 4428

10 |Std. Deviation 554.4 1010 458.7 4731 551.7

11 [Std. Error 209.6 381.9 173.4 178.8 2085

12

13 [Lower 95% Cl of mean |2493 4680 2397 2539 3918

14 |Upper 95% Cl of mean |3518 6549 3245 3414 4938

15

16 |Sum 21037 39300 19746 20836 30995
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Analise ANOVA Efeito do OEPT (100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) sobre a duracdo do sono em
camundongos submetidos ao teste de potencializacdo do sono induzido por Pentobarbital.

OEPT-TS.pzf:iway ANOVA of Data 2 - Wed Dec 17 18:08:46 2014

1way ANOVA
1 |Table Analyzed Data 2
2
3 |One-way analysis of variance
4 P value < 0.0001
5 P value summary o
6 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
7 Number of groups 5
8 | F 25.18
9 R squared 0.7705
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 5.553
13 | Pvalue 0.2351
14 | P value summary ns
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |No
16
17 [ANOVA Table SS df MS
18 | Treatment (between columns) 41650000 |4 10410000
19 | Residual (within columns) 12400000 30 413400
20 | Total 54050000 |34
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff. |q Significant? P < 0.057 Summary
23 | OEPT 100vs DZP 2 -2793 11.49 Yes BEx
24 | OEPT 100 vs OEPT 400 -1607 6.613 Yes i
25 | OEPT 100vs CONT -184.4 0.7589 No ns
26 | OEPT 100 vs OEPT 200 -155.7 No ns
27 | OEPT 200 vs DZP 2 -2638 10.85 Yes
28 | OEPT 200 vs OEPT 400 -1451 5.972 Yes
29 | OEPT 200 vs CONT -28.71 No ns
30 | CONT vs DZP 2 -2609 10.74 Yes
31 | CONT vs OEPT 400 -1423 5.854 Yes
32 | OEPT 400vs DZP 2 -1188 4.882 Yes =
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Coluna estatistica do mecanismo de acdo do OEPT sobre a laténcia do sono em camundongos

submetidos ao teste de potencializacdo do sono induzido por Pentobarbital.

A B C b E
Col. stats CONT DZP2 | DZP2+FLU5 | OEPT400 | OEPT400+FLUS5

Y Y v Y v

1 [Number of values 9 9 9 9 9

2

3 [Minimum 310.0 77.00 149.0 95.00 185.0

4 |25% Percentile 341.0 82.50 238.0 117.0 2095

5 |Median 378.0 100.0 248.0 146.0 220.0

6 |75% Percentile 4205 1245 296.0 1725 3315

7 [Maximum 432.0 129.0 345.0 185.0 426.0

8

9 [Mean 376.7 1031 2593 1443 2621

10 [Std. Deviation 4288 2059 5512 30.95 88.03

11 |Std. Error 14.29 6.865 18.37 10.32 29.34

12

13 [Lower 95% Cl of mean [343.7 8728 217.0 1205 194.4

14 [Upper 95% Cl of mean |409.6 118.9 3017 168.1 3298

15

16 [Sum 3390 928.0 2334 1299 5359
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Analise ANOVA do mecanismo de acdo do OEPT sobre a laténcia do sono em camundongos
submetidos ao teste de potencializacdo do sono induzido por Pentobarbital.

1way ANOVA
1 |Table Analyzed Data 1
2
3 |One-way analysis of variance
4 | Pvalue < 0.0001
5 P value summary A
6 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
7 Number of groups 5
8 F 37.62
9 R squared 0.7900
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 17.40
13 | Pvalue 0.0016
14 | P value summary *
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes
16
17 |ANOVA Table SS df MS
18 | Treatment (between columns) 421500 4 105400
19 | Residual (within columns) 112100 40 2802
20 | Total 533600 44
21
22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test [Mean Diff. |q Significant? P < 0.057 Summary
23 | DZP 2 vs CONT -273.6 15.50 Yes e
24 | DZP 2vs OEPT 400 + FLU 5 -159.0 9.012 Yes
25 | DZP2vsDZP 2+ FLUS -156.2 8.854 Yes
26 | DZP 2 vs OEPT 400 -41.22 2.336 No ns
27 | OEPT 400 vs CONT -232.3 1317 Yes
28 | OEPT 400 vs OEPT 400 + FLU 5 -117.8 6.675 Yes
29 | OEPT 400vs DZP 2 + FLU5 -115.0 6.518 Yes
30 | DZP 2 + FLU 5vs CONT -117.3 6.650 Yes
31 | DZP 2 + FLU 5vs OEPT 400 + FLU5  |-2.778 0.1574 No ns
32 | OEPT 400 + FLU 5vs CONT -114.6 6.493 Yes
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Analise do teste “t” entre 0s grupos: DZP 2 e OEPT 400, sobre a laténcia para o sono, em

camundongos submetidos teste de potencializagcdo do sono induzido por Pentobarbital.

t test
1 |Table Analyzed Data 1
2 |[Column B DZP 2
3 |vs Vs
4 |Column D OEPT 400
5
6 |[Unpaired t test
7 P value 0.0043
8 P value summary **
9 | Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
10 | One- or two-tailed P value? Two-tailed
11 t, df t=3.326 df=16
12
13 [How big is the difference?
14 | Mean + SEM of column B 103.1 £6.865 N=9
15 | Mean + SEM of column D 144.3 £ 10.32 N=9
16 | Difference between means -41.22 £+12.39
17 | 95% confidence interval -67.49 to -14.95
18 | R squared 0.4088
19
20 |F test to compare variances
21 | F,DFn, Dfd 2.259, 8, 8
22 | Pvalue 0.2702
23 | P value summary ns
24 | Are variances significantly different? No
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Coluna estatistica do mecanismo de acdo do OEPT sobre a duracdo do sono dos camundongos

submetidos ao teste de potencializacdo do sono induzido por Pentobarbital.

A B C D E
Col. stats CONT DZP2 | DZP2+FLU5 | OEPT400 | OEPT 400+ FLUS

v v v Y v

1 |Number of values 9 9 9 9 9

2

3 [Minimum 1020 6376 1412 3480 1090

4 |25% Percentile 1197 6514 2328 3950 1307

5 |Median 1463 6817 2987 4987 1731

6 |75% Percentile 1746 10304 3108 5607 2105

7 [Maximum 2243 10800 4578 5978 2860

8

9 |Mean 1507 8123 3034 4789 1767

10 [Sid. Deviation 3775 1931 1040 8743 5615

11 [Sid. Error 125.8 643.6 3467 2014 187.2

12

13 [Lower 95% Cl of mean [1216 6639 2234 4117 1336

14 [Upper 95% Cl of mean |1797 9607 3833 5461 2199

15

16 [Sum 13559 73105 27305 43105 15907
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Analise ANOVA do mecanismo de acdo do OEPT sobre a duragdo do sono dos camundongos
submetidos ao teste de potencializacdo do sono induzido por Pentobarbital.

1way ANOVA
1 |Table Analyzed Data 2
2
3 |One-way analysis of variance
4 | Pvalue < 0.0001
5 P value summary o
6 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
7 | Number of groups 5
8 | F 55.27
9 R squared 0.8468
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 22.21
13 | Pvalue 0.0002
14 | P value summary o
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes
16
17 |ANOVA Table SS df MS
18 | Treatment (between columns) 266700000 (4 66680000
19 | Residual (within columns) 48250000 40 1206000
20 | Total 315000000 |44
21
22 [Newman-Keuls Multiple Comparison Test [Mean Diff.  |q Significant? P < 0.057 Summary
23 | CONTvs DZP 2 -6616 18.07 Yes o
24 | CONT vs OEPT 400 -3283 8.967 Yes e
25 | CONTvsDZP 2+ FLU5 -1527 4.172 Yes :
26 | CONTvs OEPT 400 + FLU 5 -260.9 0.7126 No ns
27 | OEPT 400 + FLU 5vs DZP 2 -6355 17.36 Yes
28 | OEPT 400 + FLU 5 vs OEPT 400 -3022 8.254 Yes
29 | OEPT 400+ FLU5vsDZP 2 +FLU5 |-1266 3.459 Yes :
30 | DZP2 +FLU5vs DZP 2 -5089 13.90 Yes
31 | DZP 2 + FLU 5vs OEPT 400 -1756 4.795 Yes =
32 | OEPT 400vs DZP 2 -3333 9.105 Yes
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Coluna Estatistica do efeito do OEPT (100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) sobre a perda do reflexo
postural em camundongos submetidos a inducéo do sono com Eter etilico.

Project1:1way ANOVA of Data 1:Column statistics - Wed Dec 17 18:40:23 2014

1way ANOVA A B C D E
Column statistics CONT DZP 2 OEPT 100 | OEPT 200 | OEPT 400
Y Y Y Y Y

1 |Number of values |9 9 9 9 9
2
3 |Minimum 16.00 22.00 18.00 20.00 29.00
4 |25% Percentile 18.50 24.00 21.00 23.00 31.00
5 |Median 20.00 26.00 25.00 26.00 36.00
6 |75% Percentile 21.00 35.50 28.00 28.00 38.00
7 |Maximum 23.00 36.00 32.00 29.00 48.00
8
9 [Mean 19.89 29.22 24.89 25.44 35.78
10 [Std. Deviation 2.028 5.890 4.457 3.005 5.696
11 [Std. Error 0.6759 1.963 1.486 1.002 1.899
12
13 |Lower 95% CI 18.33 24.69 21.46 23.13 31.40
14 |(Upper 95% CI 21.45 33.75 28.31 27.75 40.16
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Analise ANOVA Efeito do OEPT (100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) sobre a perda do reflexo
postural em camundongos submetidos a inducéo do sono com Eter etilico.

iway ANOVA
Tabular results

1 |Table Analyzed Data 1

2

3 |One-way analysis of variance

4 P value < 0.0001

5 | Pvalue summary o

6 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

7 Number of groups 5

8 | F 17.75

9 R squared 0.6396

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic (corrected) 6.980

13 | Pvalue 0.1369

14 | P value summary ns

15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |[No

16

17 |ANOVA Table SS df MS

18 | Treatment (between columns) 1421 4 355.1

19 | Residual (within columns) 800.4 40 20.01

20 | Total 2221 44

21

22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test |Mean Diff. |q Significant? P < 0.057 Summary
23 | CONT vs OEPT 400 -17.56 11.77 Yes
24 | CONTvs DZP 2 -7.333 4918 Yes o
25 | CONT vs OEPT 200 -7.222 4.843 Yes **
26 | CONT vs OEPT 100 -6.667 4.471 Yes **
27 | OEPT 100 vs OEPT 400 -10.89 7.302 Yes
28 | OEPT 100 vs DZP 2 -0.6667 0.4471 No ns
29 | OEPT 100 vs OEPT 200 -0.5556 No ns
30 | OEPT 200 vs OEPT 400 -10.33 6.930 Yes
31 | OEPT 200vs DZP 2 -0.1111 No ns
32 | pZP 2 vs OEPT 400 -10.22 6.855 Yes
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Coluna Estatistica do Efeito do OEPT (100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) sobre a duracdo do sono

em camundongos submetidos a inducéo do sono com Eter etilico.

Project1:1way ANOVA of Data 2:Column statistics - Wed Dec 17 19:40:10 2014

iway ANOVA A B C D E
Column statistics CONT DZP 2 OEPT 100 | OEPT 200 | OEPT 400
Y Y Y Y Y

1 [Number of values |9 9 9 9 9
2
3 [Minimum 56.00 244.0 164.0 149.0 223.0
4 |25% Percentile 62.50 288.0 168.0 156.5 238.5
5 |Median 70.00 292.0 186.0 166.0 271.0
6 |75% Percentile 86.00 344.0 224.5 195.5 289.0
7 |Maximum 95.00 450.0 251.0 230.0 303.0
8
9 [Mean 74.22 316.3 195.2 175.4 266.9
10 [Std. Deviation 13.25 60.46 31.79 26.33 27.85
11 [Std. Error 4.418 20.15 10.60 8.778 9.285
12
13 |Lower 95% ClI 64.03 269.9 170.8 155.2 245.5
14 |(Upper 95% CI 84.41 362.8 219.7 195.7 288.3
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Analise ANOVA Efeito do OEPT (100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) sobre a duragdo do sono em

camundongos submetidos a inducdo do sono com Eter etilico.

iway ANOVA
Tabular results

1 |Table Analyzed Data 2

2

3 |One-way analysis of variance

4 P value < 0.0001

5 | Pvalue summary o

6 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

7 Number of groups 5

8 | F 52.32

9 R squared 0.8395

10

11 |Bartlett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic (corrected) 25.74

13 | Pvalue < 0.0001

14 | P value summary o

15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes

16

17 |ANOVA Table SS df MS

18 | Treatment (between columns) 370400 4 92590

19 | Residual (within columns) 70790 40 1770

20 | Total 441200 44

21

22 |Newman-Keuls Multiple Comparison Test [Mean Diff. |q Significant? P < 0.05? Summary
23 | CONTvs DZP 2 -270.2 19.27 Yes
24 | CONT vs OEPT 400 -192.7 13.74 Yes
25 | CONT vs OEPT 100 -121.0 8.629 Yes b
26 | CONT vs OEPT 200 -101.2 7.218 Yes
27 | OEPT 200 vs DZP 2 -169.0 12.05 Yes
28 | OEPT 200 vs OEPT 400 -91.44 6.521 Yes b
29 | OEPT 200 vs OEPT 100 -19.78 1.410 No ns
30 [ OEPT 100 vs DZP 2 -149.2 10.64 Yes
31 | OEPT 100 vs OEPT 400 -71.67 5.111 Yes
32 | OEPT 400 vs DZP 2 -77.56 5.531 Yes




