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RESUMO

As alteragdes neurocomportamentais tem atingido considerével parcela da populagéo
mundial, dentre estes transtornos estdo a ansiedade e a depressao que causam limitagdes
tanto psicoldgicas, como também fisicas. E muitas plantas medicinas tem sido alvo de
estudos na psicofarmacologia, com intuito de contribuir para a producdo de novos
farmacos psicoativos com menor apresentacdo de efeitos adversos. O piperonal, sendo
um composto derivado do safrol, produto obtido da Piper hispidinervum, possui
comprovada acdo antibacteriana, na prevencdo da esteatose hepatica, na prevencao da
resisténcia a insulina e possivel atividade ansiolitica. O alcool piperonilico é um
metabdlito do piperonal, obtido de espécies do género Piper spp. ou da
biotransformagdo da piperina e piperonal em ratos. Portanto, o estudo objetivou
investigar a influéncia alcool piperonilico no sistema nervoso central e seus efeitos
ansiolitico simile e antidepressivo simile através da analise de alteracOes
neurocomportamentais em camundongos e melhor caracterizacdo do seu mecanismo de
acdo. Em estudos iniciais o alcool piperonilico apresentou efeito estimulante no teste de
triagem farmacologica, também a dose letal 50 foi definida acima de 5.000 mg/kg,
caracterizando, previamente, uma substancia com baixa toxicidade. A investigacdo da
atividade ansiolitica foi realizada no teste do labirinto em cruz elevado e teste da placa
perfurada, em que o composto diminuiu 0 comportamento ansiogénico causado pelo
aparato nos camundongos nas doses escolhidas, sendo a dose de 50mg/kg a melhor. Os
métodos para investigacdo de efeito tipo antidepressivo foram o teste de nado forcado,
no qual a diminui¢do do tempo de imobilidade foi melhor obtida nas doses de 25 e 50
mg/kg e o teste de suspensdo da cauda em que apenas a dose de 50mg/kg apresentou
reducdo significativo sobre o tempo de imobilidade. E para validar os resultados obtidos
e comprovar que o efeito tipo antidepressivo do alcool piperonilico ndo foi devido a um
efeito estimulante no sistema nervoso central, foram realizados os teste de campo aberto
em que o animal ndo apresentou alteracdo motora em relacdo ao grupo controle na
avaliacdo da ambulacdo esponténea e também, o teste do rota-rod com o qual ndo se
observou altera¢cdes motoras induzidas pelo composto. O Ultimo teste realizado foi para
investigar a atuacdo do alcool piperonilico na via serotoninérgica através do teste de
nado forcado, entdo utilizando a cetanserina 1mg/kg, antagonista do receptor 5-HT>,

verificou-se uma reversdo da redugdo do tempo de imobilidade obtida com o alcool



piperonilico, obtendo-se um tempo de imobilidade do grupo tratado com cetanserina
1mg/kg /alcool piperonilico 50mg/kg similar ao observado no grupo controle,
caracterizando um possivel envolvimento do sistema serotoninérgico na atividade
ansiolitica simile e antidepressiva simile do alcool piperonilico. E possivel concluir,
diante dos resultados obtidos que o alcool piperonilico apresentou atividade
significativa tipo antidepressiva e na redugdo do comportamento ansiogénico dos

animais.

Palavras-chave: alcool piperonilico, estimulante, sistema serotoninérgico, ansiedade,

depressao.



ABSTRACT

Neurobehavioral alterations reach considerable amount of worldwide population,
among these disorders, anxiety and depression that are cause of psychological and
physical limitations. And many medicine plants have been a target on
psychopharmacological studies to produce new psychoactive drugs with less adverse
effects. Piperonal is derived from safrol, and obtained from Piper hispidinervum has
proven antibacterial activity, prevention of liver steatosis, insulin resistance and
possible anxiolytic-like activity. Piperonyl alcohol is obtained from Piper. Spp. Species
or from piperine biometabolism in rats. Therefore the main goal of this study is to
investigate the piperonyl alcohol influence on central nervous system and its anxiolytic-
like and antidepressant-like effects, through the evaluation of neurobehavioral
alterations on mice and the elucidation of its mechanism of action. The compound in
initial tests presented stimulant effect on pharmacological screening and its letal dose 50
was defined above 5.000mg/kg characterizing, previously, a low toxicity substance.
The investigation of anxiolytic activity was performed at cross elevated test and hole
board test, it was observed that the compound decreased the anxiogenic behavior caused
by the apparatus in the mices at the chosen doses, and 50mg/Kkg it is the better dose. The
methods to investigate antidepressant-like activity it was forced swin test , that
decreased the immobility time at the doses of 25mg/kg and 50mg/kg and the tail
suspension test that the dose of 50mg/kg showed significant effect on immobility time.
To validate the results obtained and prove that the antidepressant like effect of piperonyl
alcohol it is not a stimulant effect on central nervous system it was realized the open
field test, the animals treated with piperonyl alcohol did not show locomotor alterations
compared to control groups, results confirmed by rota-rod test, where the animals also
did not show any locomotor alteration induced by drug test. The last test performed it
was forced swim test to investigate the involvement of serotoninergic via at anxiolytic
like and antidepressant like effect, then it was used ketanserin 1mg/kg , as 5-HT,
receptor antagonist, it was verified an increase of immobility time, abolishing the
piperonyl alcohol effect. The immobility time of the group treat with ketanserin 1mg/kg
/ piperonyl alcohol 50mg/kg it was similar to control group, characterizing a possible
involvement of serotoninergic system at anxiolytic like and antidepressant like effect of

drug. It is possible to conclude front of obtained results that the piperonyl alcohol



showed significant antidepressant like effect and reduced anxiogenic behavior in the

mice.

Keywords: piperonyl alcohol; stimulant; serotoninergic system; anxiety; depression.
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INTRODUCAO




1.1 Consideracdes gerais do transtorno de ansiedade e depressao

A ansiedade € caracterizada por uma sensacdo de mal-estar psiquico, traduzido
em perturbacdes somaticas, como sintomas gastricos e cardiorrespiratorios (SOUZA,
2017). Esse sentimento & considerado uma patologia quando manifestado de forma

exagerada frente ao estimulo ansiogénico (SOARES, 2017).

Estes estimulos podem ser um episodio de estresse, como um trauma, assim
como o individuo desenvolver ansiedade/depressdo diante de estresse crénico, como
viver em um grande centro urbano (MARTINS, 2018). Em estudo realizado por Ogawa
e colaboradores (2019), de que a falta de uma quantidade adequada de horas de sono e
atividade fisica, sdo fatores intimamente associados ao desenvolvimento de quadro de

ansiedade/ depressdo em adolescentes.

A depressdo junto a ansiedade esta associada ao prejuizo das relacdes sociais e a
reducdo da qualidade de vida. O desenvolvimento do transtorno de ansiedade
generalizada (TAG) associado ao transtorno depressivo maior (TDM) tem diagnostico
mais frequente do que a ocorréncia dos transtornos isoladamente (PATRIQUIN, 2018),
sendo a estimativa da do TAG/TDM em torno de 50 a 60% dos casos. Atentando ao fato
de que desenvolver um quadro de ansiedade aumenta o risco do desenvolvimento de

sintomas depressivos e vice-versa (GARCIA, 2018).

Os sinais e sintomas mais comuns da ansiedade ocorrem pela via de ativagédo do
sistema simpético que promove sudorese e tremor, aumento da frequéncia cardiaca
(palpitacGes), tontura e tensdo muscular, nduseas, hiperventilacdo ou parada respiratoria,
além de hipersecrecdo géastrica e aumento da motilidade intestinal (SOEIRO, 2017),
assim como sintomas psiquicos, como irritabilidade, insénia, falta de concentracéo,
nervosismo e excesso de preocupacdo (ALMEIDA, 2006). Quando ocorre com
sintomas depressivos podem ser observadas também alteracdes de humor, alteracdes
vegetativas, com perda de apetite e disturbios do sono, e alteragcbes cognitivas
(MONTEIRO, 2016).

De forma que o desenvolvimento destes transtornos e seus respectivos sinais e
sintomas podem ser explicados pela teoria monoaminérgica que afirma ser alteracGes na
quantidade de neurotransmissores e na funcdo de receptores, principalmente dos
sistemas serotoninérgico e noradrenérgico, 0S principais responsaveis por estas
patologias (KATZUNG, 2017).



Um dos sistemas envolvidos na neurobiologia da ansiedade é o sistema limbico.
Em estudos em animais, estados similares sdo mediados por estruturas como a amidala,
que possui importante papel na resposta ao medo, hipocampo, cértex pré-frontal, locus
coeruleus e matéria cinzenta periaquedutal, envolvendo trés sistemas de
neurotransmissores centrais que sdo o serotoninérgico, gabaérgico e o noradrenérgico
(BASTOS, 2011)

A amidala tem apresentado importante papel em pacientes diagnosticados com
TAG, pois estudos recentes observaram que a conectividade diminuida entre o0 a
amidala e o cortex pré-frontal esta intimamente associado ao diagnéstico de TAG, pois

o0 cortex pré-frontal possui papel critico no controle da emogdo (PATRIQUIN, 2018).

Assim como foi observado em pacientes diagnosticados com depressdo que ha
uma reducdo no volume da matéria cinzenta e reducdo do cortex pré-frontal e do
hipocampo, regides que medeiam aspectos cognitivos, como culpa e inutilidade
(KRISNAN, 2008).

Nos altimos anos ocorreu um aumento consideravel da porcao da populagdo que
apresenta esta patologia, em resposta as grandes mudancas econémica, social e cultural
ocorridas no cenario mundial (BRAGA, 2011; FREITAS, 2013). Seu desenvolvimento
ocorre ao longo da vida adulta, tendo inicio precoce em adultos jovens e pode estar
associada a condi¢fes como doencas cardiacas ou outras doencas neuroldgicas e a sua
importancia se da pelo aumento gradativo dos custos com o seu tratamento (HARRO,
2017). Além de comprovadamente as mulheres terem o dobro de chances de serem

acometidas por transtornos de humor do que os homens (REISNER, 2016)

Os transtornos de ansiedade sdo classificados em subtipos e segundo o0 DSM-5
sdo: transtorno de ansiedade de separacdo, mutismo seletivo, fobia especifica, fobia
social, transtorno de panico, agorafobia, TAG, transtorno de ansiedade induzido por
substancia, transtorno de ansiedade devido a outra condicdo médica, transtorno de
ansiedade especificado e transtorno de ansiedade ndo especificado (SCHATZBERG,
2017).

Devido a ansiedade se apresentar como uma comorbidade da depressdo, e vice-
versa, sendo relativamente frequente observar os dois transtornos no mesmo paciente,
os tratamentos atuais associam multiplas drogas, por isso ha uma busca por moléculas
com superior perfil farmacoldgico e possivelmente mais efetivos em multiplos alvos
(BENNEH, 2018).



1.2 Tratamento para a ansiedade e depressao

Atualmente entende-se que o desenvolvimento de transtorno depressivo e
transtorno de ansiedade advém de uma série de fatores, como mencionado
anteriormente, assim como ndo had um tratamento Unico para todos os graus de
depressdo e ansiedade. A primeira op¢do, para transtornos leves a medianos, € a
psicoterapia e acompanhamento do paciente, de forma a focar em suas emocdes e
pensamentos, outras opc¢des sdo aliar a terapia a exercicios fisicos e atividades, como
yoga. Porém para transtornos medianos a severos, junto a terapia cognitiva, 0s
profissionais optam pelo tratamento farmacoldgico com antidepressivos (ROZANSKI,
2012).

O tratamento farmacologico para transtornos mentais € extensivamente
pesquisado desde a Antiguidade, passando por depressores do SNC, como o etanol, até
os barbituricos introduzidos em 1903 na pratica médica, porém apenas em 1957 o
primeiro benzodiazepinico, clordiazepoxido, foi sintetizado e inserido no mercado em
1960, por Leo Sternbach. E o diazepam, em 1963 (BERNIK, 1990).

Dentre os principais medicamentos ainda utilizados no tratamento para o
transtorno de ansiedade estdo os benzodiazepinicos e barbitdricos, estes em menor
quantidade. Porém acompanhado ao efeito ansiolitico dos sedativos-hipnéticos had uma
série de desvantagens que incluem risco de dependéncia, efeitos amnésicos e efeitos
depressores sobre as fungdes cognitivas e psicomotoras (KATZUNG, 2017).

Devido a ocorréncia da comorbidade ansiedade/depressdo, a maioria dos casos
de transtornos de humor séo tratados com antidepressivos de classes mais novas, como
os inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRS) e inibidores seletivos da
recaptacao de serotonina e norepinefrina (ISRSN).

A introducdo de benzodiazepinicos e antidepressivos triciclicos (ADT) foi um
importante passo na farmacoterapia do transtorno de ansiedade generalizada e
depressdo, que é caracterizada como uma condicao cronica e necessitando de tratamento
mais prolongado, segundo Schatzerberg (2017), tendo esses medicamentos demonstrado
um nivel aceitavel de risco/ beneficio. Porém, a introducdo no mercado de ISRS e
ISRSN apresentou um grande avanco principalmente na seguranca e nivel de

risco/beneficio no tratamento da ansiedade generalizada e hoje esses farmacos séo os



farmacos de escolha para iniciar o tratamento da ansiedade e ansiedade associada a
sintomas depressivos (KOEN, 2011).

Tendo em vista que o sistema serotoninérgico tem grande implicacdo nas
mudancas de humor, diminuicdo da energia, funcdo cognitiva, sono, apetite e libido,
alteracbes vistas comumente em pacientes com transtorno depressivo e outros
transtornos de humor, que os principais tratamentos medicamentosos estdo voltados
para aumentar os niveis de serotonina no cérebro, assim como corrigir a desregulacéo de
outros neurotransmissores, como a norepinefrina (KAUR, 2019).

Tendo sido observado, por imagens do cérebro, que a densidade de transportador
de recaptacdo de serotonina é inversamente proporcional a severidade dos sintomas
desenvolvidos em paciente com TAG, assim como dados endossam a hipétese de que a
desregulacdo da sinalizacdo monoaminérgica induz a uma diminuicdo do receptor 5-
HT1a na amidala e ndcleo dorsal da rafe em pacientes com TAG (MARTIN, 2009).

Os ISRSs inibem a recaptacdo de serotonina na membrana pré-sinaptica pela
bomba transportadora de 5- hidroxitriptamina (SERT), aumentando aa concentracao
deste neurotransmissor na fenda sindptica. Os medicamentos desta classe disponiveis
hoje para uso sdo citalopram, escitalopram, fluvoxamina, fluoxetina, paroxetina e
sertralina (SCHATZBERG, 2017).

Os ISRSNs tem como mecanismo de acéo a inibicdo da recaptacdo de serotonina
e norepinefrina, como a venlafaxina, desvenlafaxina e duloxetina. A venlafaxina é um
inibidor mais efetivo da serotonina e a duloxetina um inibidor mais efetivo da
norepinefrina. Sendo a venlafaxina o primeiro antidepressivo aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA) para tratamento do TAG (SCHATZBERG, 2017).

Os benzodiazepinicos possuem efeito ansiolitico se ligando a um sitio especifico
do receptor do acido y-aminobutirico, potencializando o efeito inibitério do GABA.
Porém, essa classe de medicamentos ndo € a primeira escolha para tratamento de
ansiedade, devido ao numero de efeitos adversos, incluindo sedacdo, piora da
concentracdo e dependéncia fisica (KOEN, 2011). Além de ndo ser a melhor escolha
para tratar pacientes com comorbidade, como TAG/TDM.

Atualmente o tratamento dos sintomas do TAG e TAG/TDM ¢ realizado com 0s
ISRS, de forma que se observa o tratamento dos sintomas e reversao de anormalidades

cerebrais, como a elevada atividade da amigdala (MARTIN, 2009).



1.3 Alcool Piperonilico

O uso de produtos naturais iniciou-se ha milhares de anos por populagdes de
varios paises com o intuito de tratar diversas patologias, para os quais eram utilizados,
como forma alternativa ou complementar aos medicamentos sintéticos (AMARAL,
2010).

Tem crescido, ao redor do mundo, o uso de plantas medicinais para o
desenvolvimento de nutracéuticos para o tratamento de depressdo e outros transtornos
de humor. Ha, atualmente, estudos nédo clinicos envolvendo principios ativos de plantas
que agem por diferentes mecanismos e de diferentes classes fitoquimicas, como
esteroides, saponinas, alcaloides, terpenos e fenilpropandides (MARTINS, 2018).

Sendo os 6leos essenciais os produtos mais utilizados. Estes sdo produtos
volateis de origem vegetal, obtidos por processo fisico, como destilacdo por arraste com
vapor de agua, destilacdo a pressdo reduzida ou outro método dependendo da
localizacdo no vegetal. Sdo encontrados mais frequentemente em flores, folhas e frutos.
Atualmente sdo utilizados nas indUstrias alimenticias, farmacéuticas, cosmética e
aromaterapia (HENRIQUES, 2009).

De fato, os Oleos essenciais e alguns de seus principais componentes Sao
largamente utilizados como terapia complementar para transtornos como ansiedade,
depressao e estresse (LYRA, 2010).

Dentre os 0leos essenciais, esta 0 6leo essencial obtido de plantas da familia
Piperaceae, do género Pipper spp. e coletivamente conhecidas como pimenta preta e
pimenta longa. A piperina, constitui cerca de 6 a 11% do 6leo essencial da pimenta-
preta e é o principal precursor do piperonal e alcool piperonilico (CONCON, 1981).

O piperonal (Figura 1) é normalmente obtido por isolamento do 6leo essencial a
partir da coleta de Ocotea Cymbaru ou Piper hispidinervum, porém este processo €é caro
e demorado. De forma que foi estudada uma nova rota de obtengéo do piperonal a partir
do alcool piperonilico pela via de oxidacdo de Oppenailer que é mais econdmica e
segura (BORZATTA, 2009). Sendo o alcool piperonilico um precursor do piperonal
sinteticamente. Assim como o alcool piperonilico pode ser sintetizado a partir do

piperonal pela reacdo com reagente de Grignard (SRINIVAS, 2016).
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Figura 1 Estrutura quimica do piperonal.
Fonte: Sigma-Aldrich

O piperonal (ou heliotropina) apresenta aplicacGes industriais no ramo de
cosméticos como fixador de fragrancias, além de ser matéria prima para componentes
de maior valor agregado na industria farmacéutica. (CREMASCO, 2012). E sua
atividade calmante também pdde ser visualizada, uma vez que ja foi utilizado por via
inalatéria como aromaterapia em pacientes submetidos ao exame de ressonancia
magnética, em que 63% pacientes do grupo mantido em ambiente contendo o piperonal
relataram sentir-se menos ansiosos durante o exame. (REED, 1994). Outras atividades
também associadas ao piperonal sdo a prevencao de esteatose hepatica e resisténcia a
insulina em camundongos submetidos a dietas hipercaléricas (LI, 2013) e atividade
antibacteriana (BOWLES, 1998).

A atividade antidepressiva de algumas espécies do género Piper spp., como a
Piper longum, P. laetispicum, P. methysiticum Fort e P. tuberculatum, j& foi observada,
porém em extratos brutos, ndo havendo na literatura estudos com os compostos isolados

como a piperina, piperonal e o alcool piperonilico (Figura 2) (MARTINS, 2018).
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0

Figura 2 Estrutura quimica do alcool piperonilico.
Fonte: Sigma Aldrich
O composto e classificado como um monoterpenoide aromatico oxigenado
(GROSS, 2017), classe que constitui a maior parte dos componentes dos 6leos volateis
obtidos por processo de destilagio (SIMOES, 2017).



O anel piperonilico é encontrado em um grande nimero de compostos naturais e
possui comprovada acdo antiviral e anticancerigena. No entanto, compostos sintéticos
contendo o anel piperonilico, devido a sua maior pureza e facilidade de obtengdo para
realizacéo de estudos, apresentam muitas atividades biologicas, como anticonvulsivante,
anticancer e antiparasitaria (SRINIVAS, 2016).

Em um estudo farmacocinético realizado por Bhat e Chandrasekara, (1987)
sobre a metabolizagdo da piperina, principal metabolito das plantas género Piper spp.
demonstrando que a clivagem oxidativa da cadeia lateral da piperina pode levar a
formacdo do piperonal. Subsequentemente forma o aldeido metilenodioxifenil,
piperonal e por oxidagdo forma o acido piperonilico e por reducéo, o alcool piperonilico
(Figura 3). Observando-se que o 4alcool piperonilico serd& formado em toda

administracao de piperina e piperonal nos organismos.
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Figura 3 Esquema do processo de biotransformacéo de piperina em ratos
Fonte: BHAT, G., 1987

Um estudo realizado por Kamienski e Casida, (1970) investigou a metabolizacéo
do alcool piperonilico e compostos relacionados, como o piperonal e acido piperonilico,
administrando-os acoplados ao metileno — C** — dioxifenil em ratos, camundongos e
hamster. Os resultados apontaram que o piperonal é majoritariamente convertido em
alcool piperonilico e acido piperonilico e que na amostra de urina acumulada por 12h,
em animais tratados com o alcool piperonilico, piperonilglicina foi o principal

metabdlito.



Portanto, devido a pouca informacédo referente ao composto e poucas pesquisas
quanto ao seu potencial farmacol6gico, o presente estudo objetivou investigar a
atividade tipo-ansiolitica e tipo-antidepressiva do &lcool piperonilico em camundongos

Swiss  Mus musculus e principal mecanismo de acdo envolvido.
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JUSTIFICATIVA
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De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude mais de 300 milhGes de
pessoas estdo sofrendo com a depresséo e 1 em cada 13 sofrem com a ansiedade ao
redor do mundo, pois a ansiedade associada a outras fobias e o transtorno depressivo
maior S0 os transtornos mentais mais comuns (GOANTA, 2019). Estima-se que a
ansiedade seja a segunda causa de incapacitacdo mundial entre os transtornos
psiquiatricos e o Brasil € o quinto colocado no diagndstico de depresséo e lidera na taxa
de pessoas diagnosticadas com ansiedade, sendo esta a terceira causa de pedidos de
afastamento (SOUZA, 2017).

A relevancia de alto grau de comorbidades, prevaléncia alto indice dos
transtornos de ansiedade e depressdo, tanto em paises desenvolvidos como
subdesenvolvidos, leva a necessidade de ampliar as opgdes terapéuticas e melhor
conhecer a neurogquimica envolvida no desenvolvimento destes transtornos, tendo em
vista os efeitos adversos apresentados pelos antidepressivos e benzodiazepinicos usados
nos tratamentos de transtorno de humor (FIORELLI, 2017).

Outra razdo para o seguinte estudo sdo as opcOes terapéuticas atuais para a
ansiedade, que consiste em antidepressivos mais atuais e benzodiazepinicos quando ha
apresentacdo de insonia (MANGOLINI, 2019). Além dos efeitos adversos, estas classes
de medicamentos estdo entre 0s principais xenobioticos a causar intoxicacdo de acordo
com o Sistema Nacional de Informacdes Tdxico-Farmacoldgicas (Sinitox), podendo
causar depressao respiratoria e levar a 6bito (SECRETARIA DE SAUDE, 2020).

Um estudo de Reed (1994), demonstrou a atividade do piperonal na reducdo da
ansiedade através da aromaterapia em pacientes submetidos ao exame de ressonancia
magnética, porém ndo foram realizados estudos posteriores com a substancia para
estabelecimento de doses seguras para uso e estudos comportamentais complementares
gue comprovem seu efeito ansiolitico, assim como ndo ha estudos com o alcool
piperonilico, um dos ultimos metabdlitos formados na biotransformacédo da piperina
(BHAT, G., 1987).

PublicacGes recentes comprovaram a atividade do piperonal contra a resisténcia
a insulina (LI, X., 2014), diminuicdo de hiperlipidemia e marcadores como niveis de
triglicerideos, colesterol total e lipoproteina de muito baixa densidade (LDL)
(MERIGA, B., 2017) alem de possuir efeito modulador neuroendocrino
(CHONPATHOMPIKUNLERT, P., 2010). Sabe-se que a diabetes e obesidade podem

desenvolver comportamento semelhante a ansiedade, através da diminuicdo da liberacao
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de serotonina, inibicdo da triptofano hidroxilase-2 (PRABHAKAR, V., 2015) pelo
aumento de leptina (MORRIS, A. et al, 2012), por isso ansiedade e depressdo séo 0s
transtornos mentais mais comuns entre pacientes obesos (SHARAFI, 2020). Porém, h&
pouca informacdo se o piperonal e seus metabolitos, dentre eles o alcool piperonilico,
agem também na melhora de sintomas provocados por estes transtornos, além de

melhorar os pardmetros bioquimicos.

Justifica-se, portanto a realizacdo de estudos para investigacdo de atividade
ansiolitica e antidepressiva do alcool piperonilico, sabendo-se que compostos contendo
piperazina sdo agonistas especificos 5-HT,c, induzindo anorexia, perda de peso, efeito
ansiolitico e antidepressivo, sem causar mal-estar relacionado ao sistema nervoso
central (SINGH, 2019).
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OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Inferir a influéncia do composto alcool piperonilico no sistema nervoso central,
através da analise de possiveis alteracbes neurocomportamentais causadas pelo

composto em camundongos.

3.2 Objetivos Especificos

Realizar ensaio farmacol6gico ndo clinico para possivel atividade ansiolitica -

simile do alcool piperonilico;

e Verificar a seguranca das doses escolhidas através do teste de triagem

farmacoldgica

e Determinar a toxicidade aguda pelo teste da DLsg

e Avaliar a atividade ansiolitica - simile através de modelos experimentais de

labirinto em cruz elevado, teste da placa perfurada e teste do campo aberto;

e Auvaliacdo da atividade antidepressiva-simile através do teste de nado forcado e

suspensdo da cauda;
e Verificar a possivel atuacdo do alcool piperonilico no sistema serotoninérgico;

e Verificar a existéncia de possiveis efeitos adversos, como toxicidade, efeito

sedativo e alteragcbes motoras mediante o teste de rota rod.



15

MATERIAL E METODOS
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4.1 Substancias

e Alcool Piperonilico (peso molecular: 150,13 g/mol) — Sigma Aldrich
e Cetanserina (peso molecular: 395,43g/mol)— Sigma Aldrich

e Diazepam 10mg/ 2mL — Merck (Brasil);

e Fluoxetina 20mg — Teuto (Brasil)

e Solucéo salina (NaCl a 0,9 %) — Merck (Brasil);

e Solucéo de Tween 80 a 2 % (Polissorbato 80) — Vatec (Brasil);

e Tofranil® (cloridrato de imipramina) 25mg — Aspen Pharma (Brasil)

4.2 Animais

Para a realizacdo da triagem farmacoldgica e subsequentes experimentos
foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus), albinos, adultos, machos e
fémeas (para estudo da dose letal 50 (DLsp)), com peso entre 25-35g, com
aproximadamente 3 meses de idade. Os animais serdo provenientes do Biotério Prof.
Dr. Thomas George do Instituto de Pesquisa de Farmacos e Medicamentos (IPeFarm)
da Universidade Federal da Paraiba.

No Biotério, os animais foram alojados em gaiolas de polietileno, mantidos sob
condi¢cdes monitoradas de temperatura equivalente a 21 + 2°C, com livre acesso a uma
dieta controlada a base de racdo tipo pellets e &gua disponivel em garrafas de polietileno
com bicos de inox, encaixadas na parte superior da grade metalica da gaiola. Os animais
tambeém foram mantidos em ciclos claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara de 6:00

as 18:00 horas e pesados antes da realizacéo dos testes.

Os testes foram realizados ap6s aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica do
Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB), sob o nimero
6886230818 (Anexo 1).

4.3 Condicdes experimentais

O ensaio farmacolégico ndo clinico foi realizado no Laboratério de
Psicofarmacologia - IPeFarm/UFPB. Os animais foram previamente selecionados,
pesados e transferidos ao local de experimentacdo no dia anterior aos testes, afim de que

pudessem se adaptar ao novo ambiente, minimizando o estresse aos animais.
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Foram entdo, mantidos a temperaturas de 21°C+2°C e privados de agua e racdo
30 minutos antes dos testes, os quais foram realizados no periodo compreendido entre
8:00 as 12:00, sendo os animais utilizados apenas uma Unica vez e em seguida
eutanasiados por deslocamento cervical.

Em todos os procedimentos experimentais a cada aparato utilizado pelos animais
foram realizadas limpezas com etanol a 10% a fim de remover qualquer vestigio de
cheiro deixado pelo animal que possa interferir nos resultados comportamentais

apresentados pelo animal posteriormente analisado.

4.4 Métodos

A sequéncia de metodologias utilizadas para a avaliagdo da atividade
psicofarmacoldgica do alcool piperonilico esta apresentada na figura abaixo (Figura 4):

TESTES PRELIMINARES

Triagem farmacoldgica e Teste de toxicidade (DLs)

AVALIACAO DE ATIVIDADE LOCOMOTORA

Teste do Rota-rod

AVALIACAO DE ATIVIDADE ANSIOLITICA SIMILE

Teste do Campo Aberto

Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Teste da Placa Perfurada

AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIDEPRESSIVA SIMILE

Teste do Nado Forcado

Teste da Suspensao da Cauda
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INVESTIGACAO DO MECANISMO DE ACAO

Participacao do sistema serotoninérgico

Figura 4: Desenho esquematico dos testes realizados para investigar a atividade psicofarmacoldgica do
alcool piperonilico.

4.4.1 Teste de triagem farmacoldgica comportamental e investigacao da dose letal
50 (DLso)

A triagem farmacoldgica é realizada com o objetivo de avaliar o
resultado deste teste para direcionar o estudo para testes mais especificos como os que
investigam atividade antidepressiva, ansiolitica, neuroléptica, anticonvulsivante e
analgeésica, assim como para a escolha das doses a serem usadas (ALMEIDA, 2006).

Para avaliar o perfil da droga no sistema nervoso central (SNC) foi utilizado o
protocolo oferecido pelo guia 423 da Organizacdo de Cooperacdo e de
Desenvolvimento Econdémico (OECD) (Figura 5), sendo utilizados camundongos
fémeas (n=3), previamente pesadas e marcadas com aproximadamente 30 minutos antes
do experimento, foram divididas em dois grupos, nos quais foram administrados salina
0,9% e alcool piperonilico na dose de 300mg/kg via intraperitoneal, pois como nao ha
nenhuma informacéo a respeito da toxicidade do composto, preconiza-se iniciar o teste
por uma dosagem intermediaria. Sendo a solucdo do &lcool piperonilico preparada
anteriormente ao experimento, a substancia foi pesada em balanca de precisao e diluida

em tween 80 a 5%.
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300mg/kg
3 animals

2000mg/kg
3 animals

5mg/kg
3 animals

50mg/kg
3 animals

5mg/kg 50mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
1
<D, —Cb D —Cé CD oD
o>
A 4
Category Category 2 Category 3 Category 4 Category 5 Category 5 or
> 05 > 5.50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 Unclassified

y

3(at 300)
at 1% step

Figura 5 Protocolo OECD para determinacdo da DLg, em animais, iniciando o teste a partir da dose de
300mg/kg.

Apds os respectivos tratamentos, todos os animais foram observados para que a
identificacdo de comportamentos ou mesmo as alteracdes que indicassem a atividade
farmacoldgica no SNC. Foram observadas por 4 horas seguidas, para analise de
parametros comportamentais e possiveis alteracdes fisioldgicas, de acordo com a ficha
esquematizada no quadro 1. Observando possiveis alteracbes como atividades
estimulantes, depressivas do sistema nervoso central e efeitos sobre o sistema nervoso
autdbnomo, como defecacdo, salivagdo, miccdo e piloerecdo e também por 14 dias
consecutivos para avaliacdo de sobrevivéncia (ALMEIDA, 2006). De acordo com o

quadro apresentado abaixo:

Quadro 1 Parametros avaliados no teste de triagem psicofarmacoldgica e teste de DLsg

para novas substancias

Quantificacdo dos efeitos

(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito aumentado,

Atividade Farmacoldgica o
(++) efeito intenso

Até 30 min 1h 2h 3h 4h

1- SNC

a - estimulante

Agressividade

Ambulac¢do aumentada
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Andar em circulo

Bocejo

Convulsdes

Levantar

Pedalar

Saltos

Vocalizagdo

Abducao das patas do trem
posterior

Analgesia

Ataxia

Cauda de Straub

Perda do reflexo auricular

Ptose palpebral

2 — SN Auténomo

Defecacgéo

Estereotipia
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Diarreia

Miccao

Lacrimejamento

Salivacgéo

Respiragao

Cianose

Piloerecédo

Forca para agarrar

Tonus muscular

3 - Morte

Posteriormente outros dois outros grupos de camundongos fémeas (n=3),
previamente pesadas e marcadas com aproximadamente 30 minutos antes do
experimento, foram administrados salina 0,9% (controle) e alcool piperonilico na dose
de 2.000 mg/kg. Foram observadas por 4 horas seguidas, para analise de parametros
comportamentais e possiveis alteracdes fisioldgicas e por 14 dias consecutivos para
avaliacdo de sobrevivéncia (CORSO, 2019).

4.4.2 Teste de rota-rod (RRT)

Foram usados cinco grupos camundongos machos (n=6), controle (solu¢do NaCl
0,9%), diazepam 4mg/kg (DZP 4mg), alcool piperonilico (AP) 25, 50 e 100 mg/kg
administrados por via intraperitoneal (i.p.) que foram colocados no aparato, teste que €
utilizado para a detec¢do do comprometimento motor devido a agentes farmacoldgicos.
O aparelho consiste em uma barra de plastico ndo escorregadia, 3,0 cm de didmetro,
rodando a 10 rpm. Cada camundongo serd colocado no aparelho para avaliar a
capacidade de caminhar na barra rotativa, com tolerancia de até trés quedas
(PULTRINI, 2006; COSTA, 2013). Os animais foram observados no tempo de 30, 60 e
120 minutos ap6s a administracdo do composto.

Para evitar um viés de incapacidade ndo relacionada ao tratamento
medicamentoso, 0s animais serdo avaliados em um teste de rotina, 24 horas antes do
inicio do procedimento experimental. Apenas 0s animais que realizaram

satisfatoriamente nesta avaliacdo inicial serdo avaliados no RRT. (COSTA, 2013).
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Figura 6 Aparato do teste de rota-rod.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.4.3 Teste do campo aberto

O teste de campo aberto foi em principios proposto por Hall (1934) para testar a
atividade exploratoria de roedores em ambientes ndo familiares. A tendéncia natural do
animal em um ambiente novo é de explora-lo, apesar do estresse e do conflito
provocado pelo ambiente novo (MONTGOMERY, 1955).

Estudos tém mostrado que alteragcBes na capacidade exploratéria do animal
apresenta correlagdo com a ansiedade em humanos (TREIT; 2009). Assim o teste de
campo aberto é um procedimento experimental conveniente para avaliar o potencial de
drogas que atuam no sistema nervoso central.

Os pardmetros experimentais avaliados foram: o namero total de cruzamentos,
levantar, autolimpeza e defecacéo, de acordo com a figura 8.

No procedimento experimental desta etapa, foram utilizados cinco grupos de 06
camundongos (machos), divididos em 03 doses: AP 25, 50, 100 mg/kg (grupo
experimental), controle (solugdo NaCl 0,9%) e padrdo (DZP 1 mg/kg), via i.p., de
maneira que cada animal foi submetido individualmente ao aparelho, apresentado na
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figura 7, por 5 minutos. Sendo o aparato constituido de uma base de 30 x 30 cm,
marcado em uma circunferéncia interna e externa e uma redoma medindo 30 cm de

altura x 30 cm de didmetro em acrilico transparente.

Figura 7 Aparato utilizado no teste de campo aberto.

Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 8 Pardmetros avaliados no teste de campo aberto — de cima para baixo: cruzamento;
comportamento de risco, levantamento (rearing) e auto-limpeza (grooming).

Fonte: Valvassori, 2017.

4.4.4 Teste do labirinto em cruz elevado (LCE)

O labirinto consiste de um aparato feito em acrilico, de cor cinza com quatro
bracos, sendo dois bragos abertos e dois bracos fechados por paredes de 30 cm de altura.
Cada brago mede 15 cm de comprimento por 5 cm de largura. O labirinto é apoiado sob
um suporte com 38,5 cm elevado em relacdo ao solo (Figura 9) (BIALA; KRUK, 2008;
LEITE, 2008). O teste tem como finalidade verificar os possiveis efeitos ansioliticos
(LISTER, 1987; BARETTA, 2012).

Apobs meia hora da administracdo dos tratamentos, os animais foram levados ao
LCE. Os animais foram colocados, individualmente na plataforma, sendo registrado o
namero de vezes que eles entraram nos bragos aberto e fechado, bem como o tempo de
permanéncia durante 5 minutos. Considerando-se entrada nos bracos quando o animal
encontrar-se com as quatro patas dentro dos limites dos mesmos (PELLOW , 1985.;
LEITE, 2008).

Foram utilizados cinco grupos de 06 camundongos (machos), divididos em 03 doses
do grupo experimental AP 25,50 e 100mg/kg, controle (salina) e DZP 1mg, via i.p, de
maneira que cada animal foi avaliado por 5 minutos, logo ap6s 30 minutos completados da
administracdo da substancia, de acordo com o grupo previamente separado, pesado e

identificado.
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Figura 9 Aparato utilizado no teste de labirinto em cruz elevado.

Fonte: Arquivo pessoal

4.4.5 Teste da placa perfurada

O teste da placa perfurada é um teste comportamental para avaliacdo da
atividade ansiolitica do alcool piperonilico (ALMEIDA, 2006). A substancia foi
administrada nos animais que 30 minutos depois foram colocados no centro da placa
por 5 minutos para livre exploracdo. Neste teste foram utilizados cinco grupos de 06
camundongos (machos), divididos em 03 doses do grupo experimental AP 2550 e
100mg/kg, controle (salina) e DZP 1mg, via i.p, de maneira que cada animal foi avaliado

por 5 minutos.

. A placa perfurada é constituida de um material de acrilico (50 X 50cm) com 4
buracos equidistantes em cada linha e coluna (Figura 10). Foram avaliados o nimero de
quadrantes percorridos e o namero de mergulhos (head-dipping) da cabeca do animal
nos buracos da placa (TAKEDA, 1998). Apds cada avaliacdo o aparato foi limpo com
alcool etilico 10%.
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Figura 10 Aparato utilizado no teste da placa perfurada

Fonte: Arquivo pessoal

4.4.6 Teste do nado forcado (TNF)

O teste de nado forcado (TNF) é um teste comportamental usado para avaliacdo
de drogas antidepressivas, eficacia antidepressiva de novos compostos e manipulacdes
experimentais que tem como objetivo prevenir estados semelhantes a depressdo. Sendo
os camundongos colocados em um tanque transparente que é preenchido com agua e €
medida a mobilidade relacionada ao comportamento de escape (Figura 11) (ALMEIDA,
2006; VALVASSORI, 2017).

Neste teste foram utilizados cinco grupos de 06 camundongos (machos),
divididos em 03 doses de AP 25, 50 e 100mg/kg, controle (salina) e DZP 1mg, via i.p.,
de maneira que cada animal foi avaliado por 5 minutos, logo apés 30 minutos
completados da administracdo da substancia, de acordo com o grupo previamente
separado, pesado e identificado.
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Figura 11 Avaliacéo do tempo de imobilidade no teste de nado forgado.

Fonte: Valvassori, 2017

4.4.7 Teste da suspensao da cauda (TSC)

O teste de suspensdo da cauda (TSC), semelhantemente a TNF, avalia a possivel
atividade antidepressiva / estimulante da substancia de acordo com a reducéo do tempo

de imobilidade do camundongo suspenso, em local sem escape, durante 5 minutos.

Neste teste foram utilizados cinco grupos de 06 camundongos (machos),
divididos em 03 doses do grupo experimental (AP 25, 50, 100 mg/kg), controle (salina)
e DZP 1 mg/kg, via i.p., e apés 30 minutos da administracdo das substancias, os animais
foram submetidos ao teste (ALMEIDA, 2006).

Figura 12 Avaliacdo do tempo de mobilidade no teste de suspensdo da cauda.
Fonte: Valvassori, 2017.
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4.4.8 O papel do sistema serotoninérgico na atividade do alcool piperonilico

Para investigar uma possivel contribuigcdo do sistema serotoninérgico, os animais
foram divididos em 6 grupos, em 2 destes grupos, os animais foram tratados com
cetanserina (1 mg/kg, via i.p). Decorridos 15 minutos da administracdo da cetanserina,
foi administrado fluoxetina 10 mg/kg ou alcool piperonilico na dose de 50 mg/kg, antes
do experimento. Nos outros grupos os animais foram testados com salina (NaCl 0,9%),
cetanserina 1mg/kg, imipramina 30mg/kg e fluoxetina 10 mg/kg. E passado 30 minutos

do tratamento, os animais foram submetidos ao TNF e observados por 5 minutos.

Quadro 2. Grupos e substancias administradas no teste de investigacdo do

envolvimento do sistema serotoninérgico na atividade do alcool piperonilico.

Grupos Drogas e concentragéo
Grupo | Salina 0,9%
Grupo Il Fluoxetina 10 mg/kg
Grupo Il Imipramina 30 mg/kg
Grupo IV Cetanserina 1 mg/kg
Grupo V Cetanserina 1mg/kg + Fluoxetina 10 mg/kg
Grupo VI Cetanserina 1mg/kg + Alcool Piperonilico 50 mg/kg

4.5 Andlise estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados, foi utilizado o GraphPadPrism (version
7.00, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Mediante os resultados foram
definidos os testes estatisticos mais apropriados apds analise do teste de normalidade,
foram utilizados ANOVA seguido pelo teste de Tukey e teste de Kruskall — Wallis
seguido pelo teste de Dunn. Os resultados foram considerados significativos quando

apresentaram um nivel de significancia de 95% (p< 0,05).



29

RESULTADOS E
DISCUSSAO




30

5.1 Testes preliminares
5.1.1 Triagem farmacoldgica e teste de toxicidade aguda

Para identificar a possivel DLsy do composto, foi realizado o teste de acordo com
0 Guia 423 (OECD, 2001) em que, inicialmente, foi administrada a dose de 300mg/kg
via i.p em 3 camundongos fémeas e observados por 4 horas apds a administracéo e,
apos isso, 0s animais foram observados até o décimo quarto dia, quanto a sobrevivéncia,

perda ou ganho de peso, micgéo, defecacéo e alteragcdes motoras.

Durante as 4 horas foram observadas alteracdes comportamentais em relagédo ao
grupo controle que apresentou caracteristicas que indicaram agéo estimulante no sistema

nervoso central em animais tratados com alcool piperonilico, como consta no quadro 3:

Quadro 3: Alteragbes comportamentais observadas em camundongos Swiss Mus
musculus pelo uso alcool piperonilico na dose de 300 mg/kg, em administragdo Unica

por via intraperitoneal.

Atividade Efeitos observados

Farmacologica | A 3omin | 60min | 120min | 180min | 240 min

Sistema Nervoso Central

a - Estimulante

Autolimpeza + + + + +
Escalar - + + + -
Levantar + + + + +

Sistema Nervoso Autbnomo

Forca para + + + + +

agarrar

Legenda: (0) Efeito ausente, (-) Efeito diminuido, (+) Efeito presente, (++) Efeito intenso.

Durante as quatros horas iniciais, 0s principais aspectos observados foram a
manifestacdo de acOes da estimulagdo do sistema nervoso central (SNC), como a o
comportamento de auto-limpeza, escalar e levantar, ndo apresentando alteragfes que

caracterizassem depressio do SNC, nem alteracbes que inviabilizassem o
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prosseguimento dos testes como convulsdes, piloerecdo ou contor¢do abdominal. Todos

0s animais do grupo controle e do grupo tratado sobreviveram por 14 dias.

Baseado no estudo de Hagan (1965), em que foi demonstrado em um precursor
do alcool piperonilico, o piperonal, tem meia-vida de 2.700 mg/kg em administracdo
por via oral em dose Unica, trés camundongos fémeas foram submetidas ao teste com a
dose de 2.000 mg/kg via i.p. e foram monitoradas por 14 dias, semelhantemente quando
testados com a dose de 300mg/kg.

Quadro 4: Alteracdes comportamentais observadas em camundongos fémeas Swiss
(Mus musculus) causadas pelo alcool piperonilico na dose de 2.000 mg/kg, em

administracdo Unica por via intraperitoneal.

Atividade Efeitos observados

Farmacologica | awe30min | 60min | 120min | 180min | 240 min

Sistema Nervoso Central

a - Estimulante

Autolimpeza - + + + +
Escalar - - - + +
Levantar - + + + +

b - Depressora

Ambulacgéo
L + - 0 0 0
diminuida
Perda do reflexo
_ 0 + + + +
auricular
Resposta ao
0 + + + +

toque diminuida

Sistema Nervoso Autdnomo

Forca para

agarrar

Legenda: (0) Efeito ausente, (-) Efeito diminuido, (+) Efeito presente, (++) Efeito intenso.
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Os efeitos iniciais foram reducdo da ambulacdo nos 30 primeiros minutos,
resposta ao toque, assim como reflexo auricular e forca para agarrar diminuidos nas
primeiras horas apds a administracdo, efeitos reversiveis, pois estes parametros

retornaram a normalidade no dia seguinte a administragéo.

Visto que nenhum animal morreu durante os 14 dias de observacao, o teste foi
repetido em mais trés camundongos fémeas, com a dose de 2.000 mg/kg, pela mesma

via e todos os animais sobreviveram.

Visto que nenhum animal morreu ao final dos 14 dias de observacdo estima-se
que a DLso do alcool piperonilico esteja classificada na categoria 5, acima de 5.000
mg/kg, sendo um composto com boa seguranca, de acordo com os dados preliminares.
Indo ao encontro das novas descobertas e pesquisas para novos medicamentos usados
para transtornos de humor, como a depressdo, e transtornos de ansiedade
(SCHATZBERG, 2017). Principalmente, os inibidores seletivos da receptacdo de
serotonina que sdo populares como primeira escolha de tratamento para a depresséo e
outros transtornos de humor, devido a sua seguranca na overdose (BARBEY, 1998)

5.2 Avaliacdo da atividade locomotora

5.2.1 Teste de rota-rod (RRT)

O RRT foi desenvolvido em 1968 por Jonas e Roberts para avaliar a
performance neuro-motora de roedores e até hoje é extensamente usado para a
investigar alteragdo da coordenagdo motora induzida por substancias, neurotoxicidade e

efeitos adversos neuroldgicos como ataxia e sedag¢do (CHA, 2016)
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Figura 13 Efeito do alcool piperonilico nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg via i.p. sobre o tempo de
permanéncia na barra girat6ria no teste de rota-rod (A) 30 minutos (B) 60 minutos e (C) 120 minutos apds
administracéo da substancia. Os valores estdo expressos como média £ e.p.m. (n=6). ANOVA uma via
seguido pelo teste de Tukey .Valores significativos: “a”, “b” e “c” vs CONTROLE, DZP 4mg ¢ AP 25mg
respectivamente, quando p<0,05. DZP 4mg = diazepam 4mg/kg, AP 25mg = alcool piperonilico
25mg/kg.

Os animais tratados com o alcool piperonilico nas concentragdes de 25mg/kg
(170,8 = 4.85s), 50 mg/kg (166,7 = 9,75s) e 100 mg/kg (154,6 + 8,38s) ndo
apresentaram nenhuma alteracgdo significativa em relagdo ao controle (157,7 = 8,25s)
quanto ao efeito miorrelaxante no tempo de 30 minutos ap6s administracdo das
sustancias (Figura 13A). Os animais tratados com o diazepam na dose de 4mg/kg (4,17

+ 0,44s), que possui acdo comprovadamente sedativa, diminuiu significativamente o



34

tempo dos animais na barra giratoria. Ratificando que compostos depressores do SNC
(barbitaricos, neurolépticos, benzodiazepinicos e etanol), assim como miorrelaxantes,
diminuem o tempo de permanéncia do animal na barra giratoria, devido ao efeito

sedativo adverso apresentado por essas substancias (PENHA, 2014).

O grupo diazepam durante o tempo observado de 60 minutos (6 + 0,53s) (Figura
13B) e 120 minutos (27 * 6,74s) (Figura 13C) apds administracdo da substancia
apresentou diminuicdo do efeito sedativo, permanecendo mais tempo na barra giratoria,
porém tempo significativamente menor em relacdo ao grupo controle nos tempos de 60
(175 + 3,66) e 120 minutos (179,2 £ 0,61). Demonstrando o efeito sedativo do
diazepam, ao contrario do alcool piperonilico que ndo apresentou efeito qualquer

miorrelaxante ou sedativo nas trés doses testadas.

5.3 Avaliacéo da atividade ansiolitica simile
5.3.1 Teste do campo aberto

Como avaliacdo para investigar o potencial ansiolitico do composto os animais
tratados com o alcool piperonilico nas concentracdes de 25, 50 e 100mg/kg e o
resultado obtido ndo refletiu o perfil estimulante do composto frente ao diazepam. Ja
que o teste de campo aberto é usado para promover uma mensuracdo qualitativa e

quantitativa da atividade exploratdria e locomotora de roedores (VALVASSORI, 2017).
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Figura 14 Efeito do alcool piperonilico em 25, 50 e 100mg/kg via i.p. sobre 0 nimero de cruzamentos.

(A) No teste de campo aberto. (B) No teste de placa perfurada. Os valores estdo expressos como média +

e.p.m. (n=6). ANOVA “one way” seguido pelo teste de Tukey. Valores significativos: “a” e “b” vs

CONTROLE e DZP 1mg respectivamente, quando p<0,05. DZP 1mg = diazepam 1mg/kg.
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Na avaliacdo da ambulacdo espontanea verificou-se que o composto néo
prejudicou a atividade motora, ndo apresentando diferenca significativa da ambulacao
espontanea dos grupos tratados nas doses de 25 (92,15 + 9,26), 50 (86,83 + 3,58) e
100mg/kg (82,43 £ 4,56) comparado grupo controle (86,83 + 3,58) (Figura 14A), sendo
um bom indicativo de que o alcool piperonilico ndo alterou, nas concentracGes
propostas, a locomocgédo dos animais. Corroborando o resultado obtido no teste de rota-
rod, de que ndo possui efeito sedativo nessas doses, assim como ndo h& atividade
estimulante que poderia induzir a um resultado falso-positivo nos testes de nado forcado
e de suspensao da cauda, realizados neste estudo para investigacao de possivel atividade
tipo antidepressiva (OLIVEIRA, 2016).

O parametro foi avaliado por um segundo teste para investigar atividade
ansiolitica, o teste de placa perfurada. Este aparato mostrou ter sensibilidade para

avaliacdo de drogas psicoestimulantes (SOUZA, 2016).

O élcool piperonilico nas doses de 25 mg/kg (45,88 + 7,85), 50mg/kg (48,38 +
4,36) e 100mg/kg (39,88 + 3,08) apresentou, em concordancia ao resultado obtido no
teste de campo aberto, resultado similar no teste de placa perfurada, ndo mostrando
diferenca significativa em relacdo ao grupo salina (52,63 + 3,03), porém obteve-se
diferenca significativa em relacdo ao grupo tratado com diazepam 1mg/kg (92,43 +
9,50) (Figura 14B).

Na avaliacdo do numero de levantamentos (rearing) ndo houve diferenca
significativa no comportamento exploratério dos camundongos tratados com a
substancia teste em relacdo ao grupo controle. Entretanto, os animais tratados com
diazepam 1mg/kg (27,17 = 4,25) apresentaram diferenca significativa em relacdo ao
grupo controle (43,33 + 3,22) e ao grupo tratado com o alcool piperonilico na dose de
25mg/kg (43,15 + 3,66) (Figura 15), possivelmente devido ao efeito sedativo do
diazepam que diminuiu o0 nimero de levantamentos. Corroborando os resultados obtidos
no teste de rota-rod em que apenas 0s animais tratados com o diazepam apresentaram

reducdo no tempo de permanéncia na barra devido ao seu efeito sedativo.
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Figura 15 Efeito do alcool piperonilico nas doses de 25, 50 e 100mg/kg via i.p. sobre o nimero de
rearings (levantamento) no teste de campo aberto. Os valores estdo expressos como média £ e.p.m. (n=6).
ANOVA “one way” seguido pelo teste de Tukey. Valores significativos: “a” e “b” vs CONTROLE e DZP
1mg respectivamente, quando p<0,05. DZP 1mg = diazepam 1mg/kg.

O resultado obtido é justificado por um estudo realizado por Hlinak e
colaboradores, (2009) em que se observou que apesar do diazepam ser um farmaco
ansiolitico, a partir da dose de 1 mg/kg, o nimero de levantamentos era menor que do
grupo controle, talvez pelo efeito sedativo apresentado pela dose, j& que em doses
menores 0 numero de levantamentos foi maior. Achado ratificado por Casarrubea e
colaboradores, (2011) em que o nimero de cruzamentos de ratos tratados com dosagens
ndo sedativas do diazepam, no teste de placa perfurada aumentou, demonstrando
atividade ansiolitica por deixar os animais menos ansiosos em ambiente ndo familiar,
mas ndo aumentou o numero de rearings, pois 0 aumento deste parametro também é

avaliado na caracterizacao do perfil ansiolitico do composto.

A alteracdo do comportamento de auto-limpeza também foi avaliada, pois seu
aumento pode ser intensificado por alguns procedimentos moderadamente estressantes
tais como a agitagdo da caixa de transporte do animal, transportar e alocar o animal em

um novo ambiente ou a imersdo em agua (GUILD, 1981).
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Figura 16 Efeito do alcool piperonilico nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg via i.p. no tempo de grooming
(auto-limpeza) no teste de campo aberto. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. (n=6).
ANOVA “one way” seguido pelo teste de Tukey. Valor significativo: “a” vs CONTROLE quando p<0,05

De acordo com o resultado obtido podemos afirmar que a reducdo do tempo de
grooming do grupo tratado com o diazepam 1mg/kg (6,91 + 0,56s) e as dosagens de 25
(4,55 £ 1,40s) e 50mg/kg (8,2 £ 1,15s) em relagdo ao grupo controle (13,17 £ 2,72s),
conforme representado na figura 16, caracteriza o perfil ansiolitico do benzodiazepinico,
assim como diminuicdo do comportamento ansiogénico com o grupo tratado com a

substancia teste em todas as doses.

O estudo realizado por Hlinak e colaboradores, (2009) corrobora os resultados
obtidos neste experimento, pois também demonstrou diminuicao significativa do tempo
de grooming em relacdo ao grupo controle, nas dosagens de diazepam de 0,1, 0,3 e 1
mg/kg. Confirmando a atividade ansiolitica do diazepam, podendo-se pressupor

pronunciada atividade ansiolitica do alcool piperonilico na dose de 25 e 50 mg/kg.

Acredita-se que o comportamento de grooming, por ser uma atividade
locomotora que envolva ndo somente o sistema colinérgico, mas também, diferentes

populacdes de receptores dopaminérgicos, principalmente D1 e D2 (GUILD, 1981).

Esta hipdtese foi confirmada por Taylor e colaboradores, (2010) em que o
SKF38393, um composto agonista do receptor D1, aumentou 0 tempo, assim como o
namero de groomings, mas o haloperidol, um antagonista do receptor D2 -
dopaminérgico usado no tratamento da sindrome de Tourette, aboliu os efeitos de
SKF38393 e suprimindo o grooming, confirmando o envolvimento do sistema

dopaminérgico nesse comportamento (TAYLOR, 2010).
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Diante do exposto e do resultado de inibicdo do grooming apresentado pelos
grupos tratados com o &lcool piperonilico, evidencia-se a necessidade de maiores
investigacGes da atuagdo do composto sobre 0s sistemas colinérgicos e dopaminérgicos.

5.3.2 Teste do labirinto em cruz elevado (LCE)

O LCE tem sido descrito como um método simples para analise da resposta
ao comportamento semelhante a ansiedade causada em roedores (PELLOW, 1985).
Ele evoca o medo de altura e de espacos abertos demonstrado pelos camundongos
(BENNEH, 2018).

E amplamente realizado para investigacio de drogas com possivel atividade
ansiolitica, a maioria delas compostos semelhantes as benzodiazepinas, classe que
possui comprovada atividade ansiolitica (CASARRUBEA, 2015). Assim como,
benzodiazepinicos, baixas doses de alcool aumentam a permanéncia em bracos abertos,

assim como substancias ansiogénicas o diminuem (PELLOW, 1985).

Porém foi demonstrado que substancias com acédo inibitéria sobre a recaptacao
de serotonina (ISRS) que sdo usados em disturbios de ansiedade, ndo apresentam efeitos
tipo ansioliticos no modelo de labirinto em cruz elevado. Pois, camundongos tratados
crbnica e agudamente com antidepressivos (inibidores da monoaminoxidases (IMAO),
ADT e ISRS) e avaliados no LCE apresentaram comportamento ansiogénico, sendo este
modelo altamente sensivel para farmacos benzodiazepinicos ou que atuem sobre o
sistema gabaérgico (BORSINI, 2002).
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Figura 17 Efeito do alcool piperonilico nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg via i.p. sobre o nimero de

entradas nos bragos abertos no teste do LCE. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. (n=6).
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ANOVA “one way” — Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Valor significativo: “a” vs CONTROLE
guando p<0,05.

Para verificar provavel atividade ansiolitica foi realizado o teste com o alcool
piperonilico (AP) nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg comparado ao grupo controle e
ao diazepam 1mg/kg (DZP 1mg) (controle positivo). Apenas a dose de 50mg/kg
(6,5 £ 0,53) apresentou resultado significativo em relagdo ao controle (3,17 + 0,44),
aumentando o numero de entradas nos bragos abertos (Figura 17). Indicando efeito
ansiolitico — simile do composto no comportamento do animal, diferentemente do
padrédo comportamental normal dos camundongos, que frente a um ambiente novo
apresenta, como comportamento predominante, se esconder em ambiente fechado,
piloerecdo e congelamento (freezing) (VATAEVA, 2003). Pois, 0 comportamento
relacionado a ansiedade, como conhecido, reforca o medo e facilita o

armazenamento de memorias relacionadas a ele (WANG, 2019)
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Figura 18 Efeito do alcool piperonilico nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg via i.p. sobre o tempo
permanéncia nos bragos abertos. Os valores estdo expressos como média = e.p.m. (n=6). ANOVA “one
way” — Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Valor significativo: “a” vs CONTROLE quando
p<0,05.

No mesmo teste verificou-se que as doses de 50mg/kg (46,68 + 5,16s) e
100mg/kg (57,33 + 11,28s) aumentaram significativamente o tempo que o0s
camundongos permaneceram nos bracos abertos em relagdo ao grupo controle (19,68 +

2,61s), sendo um indicativo de que o alcool piperonilico diminuiu o comportamento
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ansiogénico causado pela altura e exposi¢cdo aos bragcos abertos do aparato, ambiente
ndo protegido, nos animais (Figura 18). Comportamento ratificado por Odeon e
colaboradores, (2019) que considera a permanéncia nos bragos abertos no LCE como

um indicativo de baixos niveis de ansiedade (ODEON, 2019).

Todavia, ha evidéncias e inimeros registros de que os roedores tem clara
preferéncia durante os 5 minutos do teste pelos bragos fechados e que a permanéncia
nos bragos abertos apenas indica uma diminuicdo do nivel de ansiedade
(CASARRUBEA, 2015).

Camundongos em geral caminham mais livremente nos bracos fechados,
permanecendo mais tempo neste espaco, mas quando estdo sob efeitos de ansioliticos
alteram seu comportamento normal e passam mais tempo nos bragos abertos, assim
como aumentam a porcentagem de entrada (BENNEH, 2018). Tendo em vista estas
afirmacdes pode-se indicar que o alcool piperonilico na dose de 50 mg/kg apresentou
significativa atividade tipo ansiolitica simile por aumentar o nimero de entradas e o

tempo de permanéncia dos camundongos nos bragos abertos.

5.3.3 Teste da placa perfurada

O teste em questdo é largamente utilizado para investigacdo de atividade
ansiolitica. Desenvolvido por Boissier e Simon em 1962 (BOISSIER, 1962) e oferece
um método fécil para avaliar o comportamento de camundongos a ambientes nao
familiares, avaliando o nimero de mergulhos (head-dips) (CASARRUBEA, 2010)

O fundamento do teste se baseia na teoria de que a diminuicdo do nivel de
ansiedade aumenta a exploracdo de ambiente novo pelo animal (ambulacdo) e 0 numero
de mergulhos (head-dip), assim como um comportamento ansioso diminui a exploragéo
na placa perfurada (CASARRUBEA, 2010; CASARRUBEA, 2011).

Quando o animal esta sob efeito de um farmaco ansiolitico observa-se um
aumento do comportamento de mergulhar a cabega nos furos da placa, portanto a
medida em que o animal perde o medo tende a aumentar 0 comportamento exploratério
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE PLANTAS MEDICINAIS, 2003). Contudo, 0
comportamento natural do animal € evitar as areas ndo protegidas do aparato, como a

area central, devido ao medo natural de predacdo (SOUZA, 2016).
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Figura 19 Efeito do alcool piperonilico nas doses de 25, 50 e 100mg/kg via i.p. sobre o nimero de head-
dippings (mergulhos) no teste de placa perfurada. Os valores estdo expressos como média £ e.p.m. (n=6).
ANOVA “one way” seguido pelo teste de Tukey. Valores significativos: “a”, “b” e “c” vs CONTROLE,
DZP 1mg e AP 25mg respectivamente, quando p<0,05. DZP 1mg = diazepam 1mg/kg, AP 25mg = élcool
piperonilico 25mg/kg.

Para confirmar o efeito ansiolitico do alcool piperonilico apresentado pelos
resultados obtidos em testes anteriores, no teste de placa perfurada observou-se que o
alcool piperonilico induziu a um aumento do comportamento exploratério dos
camundongos na dosagem de 25 mg/kg (29,88 + 2,29) em relagdo ao grupo controle
(14,88 *+ 1,44) (Figura 19), corroborando a premissa da diminuicdo do namero de
mergulhos em niveis altos de ansiedade, e aumento, em niveis de ansiedade baixos.
(CASARRUBEA, 2017).

Houve diferenca também entre as concentragdes, em que se observa que as
melhores doses para atividade ansiolitica-simile sdo a de 25mg/kg e 50mg/kg,
reiterando o observado nos testes para atividade ansiolitica realizados neste estudo. As
doses de 50mg/kg (21 + 1,25) e 100mg/kg (16,13 + 0,81) indicam o0 que houvera
afirmado Takeda e colaboradores, (1998) de que a atuacdo sobre o sistema
serotoninérgico pode ndo alterar o nimero de mergulhos, como nas doses de 50 e
100mg/kg, ou até mesmo diminui-los comparado aos animais do grupo controle
(KLIETHERMES, 2006). Indicando que o alcool piperonilico pode agir em mais de um

sistema envolvido na regulacdo do comportamento.

Contudo o teste de placa perfurada isoladamente ndo apresenta resultados

sensiveis e precisos sobre a atividade tipo ansiolitica do composto, necessitando de
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complementariedade (CASARRUBEA, 2017), dada pelos teste de LCE e campo aberto
que atestam o efeito ansiolitico - simile do &lcool piperonilico.

5.4 Avaliacao da atividade antidepressiva simile
5.4.1 Teste do nado forcado (TNF)

O TNF foi realizado para avaliacdo de atividade antidepressiva induzida pelo
alcool piperonilico. Visando simular condicdes estressantes a fim de produzir condigdes
comparaveis ao quadro de depressao e ansiedade caracterizado em humanos (Ql, 2007).
Tendo em vista que o nado forgado vem sendo relacionado a mudancas dos niveis de
fatores neurotréficos derivados do cérebro (BDNF), mudancas dos niveis de serotonina
e diminuicdo dos niveis de cinase regulada por sinal extracelular (ERK 1/2) em regides
hipotalamicas (FRANCA, 2016).

A exposicdo a condigOes estressoras agudas de forma repetida leva ao
desenvolvimento de estresse cronico em humanos e em animais, sendo este uma das

principais condi¢des para o desenvolvimento de ansiedade e depressao (Ql, 2007)

O uso do TNF para induzir estresse em ratos e camundongos é amplamente
disseminado (BADOWSKA-SZALEWSKA, 2010). E a postura imoével adotada pelo
animal estaria relacionada a um estado de “desisténcia”, de “desespero
comportamental”, que se assemelharia a sentimentos de tristeza, retardo psicomotor e
fadiga de um individuo deprimido, correlacionando-se assim, a sindrome depressiva
humana (DIXON, 1998).

Porém, apenas a exposi¢do aguda causaria estresse, pois foi verificado que a
exposicdo crbnica de camundongos ao TNF, se assimila a um exercicio leve,

diminuindo o comportamento semelhante a ansiedade em animais ( FRANCA, 2016).
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Figura 20 Efeito do alcool piperonilico nas doses de 25, 50 e 100mg/kg via i.p. sobre o tempo de
imobilidade dos camundongos submetidos ao teste de nado forcado. Os valores estdo expressos como
média £ e.p.m. (n=6). ANOVA “one way” seguido pelo teste de Tukey. Valor significativo: “a” vs
CONTROLE quando p<0,05.

Neste teste foi realizada a exposi¢do aguda de camundongos, sem treinamento
prévio, ao TNF, observando-se que tanto a imipramina 30mg/kg (78,88 + 12,465s),
quanto as concentragdes de 25mg/kg (79,63 £ 9,69s), 50mg/kg (88 + 8,80s) e 100mg/kg
(107,1 £ 12,44s) do alcool piperonilico diminuiram o tempo de imobilidade dos
camundongos em relacdo ao grupo controle (179,9 + 13,94s) (Figura 20).
Demonstrando que a droga tem possivel atividade tipo antidepressiva. Sendo esta
atividade mais pronunciada nas menores concentragdes (25 e 50mg/kg), diminuindo na

concentracdo de 100mg/kg.

Uma diminuicdo do tempo de imobilidade é considerado um bom valor preditivo
na avaliacdo de potenciais agentes antidepressivos (VINOD, 2012). Tendo em vista que
0 TNF, assim como o teste de suspensdo da cauda (TSC) sdo altamente sensiveis e
relativamente especificos para a maioria das classes de antidepressivos, como 0s
IMAOs, ADT e ISRS.

Isto € de fato observado comparando a diminui¢do da imobilidade de animais
tratados com imipramina, um classico antidepressivo triciclico, que atua inibindo a
recaptacdo de serotonina e norepinefrina e aumentando a concentracdo destes
neurotransmissores na fenda sinaptica onde ativam seus respectivos receptores
(RIBEIRO, PUPO, 2015)

Apesar de especifico, substancias estimulantes como a cafeina e cocaina podem
gerar resultados falso-positivo no TNF, assim como o TSC, devido ao aumento a
atividade locomotora e ndo a atividade antidepressiva da substancia (OLIVEIRA, 2016).
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Por isso todos os animais foram submetidos ao teste de campo aberto, no qual foi
demonstrado que ndo houve alteracdo significativa da atividade locomotora espontanea
dos camundongos, validando o resultado obtido do TNF e TSC.

5.4.2 Teste da suspenséo da cauda (TSC)

O procedimento foi desenvolvido por Steru e colaboradores (1985) e avalia a
imobilidade do camundongo quando suspenso pela cauda por determinado periodo
(PALUCHA-PONIEWIEIRA, 2014), tendo o mesmo fundamento do TNF em que o
aumento do tempo de imobilidade estda relacionado a uma agao de “desisténcia” do
animal, indicando um comportamento depressivo. O TSC assim como o TNF sdo
ferramentas comportamentais amplamente utilizadas na investigacdo de atividade

antidepressiva de varias drogas (ZENI, 2012).

Apds a obtencdo do resultado do TNF, o TSC foi entdo realizado de modo a
complementar o resultado obtido anteriormente no TNF, em que o tempo de
imobilidade foi analisado em animais tratados com salina, imipramina e alcool

piperonilico nas doses de 25, 50 e 100mg/kg, conforme grafico abaixo:
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Figura 21 Efeito do alcool piperonilico nas doses de 25, 50 e 100mg/kg via i.p. no tempo de imobilidade
dos camundongos submetidos ao teste de suspensdo da cauda. Os valores estdo expressos como média
e.p.m. (n=6). ANOVA “one way” seguido pelo teste de Tukey. Valor significativo: “a” vs CONTROLE
quando p<0,05.

Os animais foram avaliados durante 5 minutos ininterruptos e observou-se que
as todas as concentracGes escolhidas diminuiram o tempo de imobilidade (25mg/kg:
1149 + 5,2s; 50mg/kg: 106,9 = 6,6s; 100mg/kg: 116,9 + 5,8s) dos animais sem

diferenca significativa entre 0s grupos tratados com a substancia teste e a substancia
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padrdo (imipramina 30mg/kg) (84,13 £ 10,2s) em relacdo ao grupo controle (161,5 +
12,94s) (Figura 21).

O tempo de imobilidadade no TSC tem relagcdo direta com a concentracdo de
serotonina, demonstrada através da deplecdo de 5-HT em camundongos e blogueio da
acao antidepressiva da fluoxetina, assim como com a ativacdo de receptores do tipo 5-
HT,anc, qQue quando antagonizado aumentou o tempo de imobilidade dos animais
(PALUCHA — PONIEWIEIRA, 2014).

5.5 Investigacdo do mecanismo de acao
5.5.1 Investigacdo da acdo do alcool piperonilico sobre o sistema serotoninérgico

De acordo com a hipétese monoaminérgica, 0 neurotransmissor 5-HT esta
envolvido na neurobiologia da depresséo e que alteragcdes na funcdo e quantidades na
fenda sinaptica da serotonina, noradrenalina e dopamina induz o aparecimento de
sintomas depressivos (KRISHNAN, 2008).

Atualmente, o sistema serotoninérgico é considerado o principal sistema
envolvido na neurobiologia da depressdo e existem varios farmacos antidepressivos
cujo mecanismo de acdo se baseia no aumento de 5-HT na fenda sinaptica (HAYASHI,
2008). Dentre estas classes de medicamentos, estdo ISRS, porém sabe-se que apesar de
aumentar os niveis de serotonina rapidamente, o efeito clinico é observado com
semanas de tratamento (KRISHNAN, 2008; BASTOS, 2011).

Um estudo realizado por Gross e colaboradores, (2017), constatou a interacao do
alcool piperonilico com o receptor de tiramina em Rhipicephalus micropolus, podendo
ocorrer como modulador alostérico, apresentando similaridade estrutural com a
tiramina. A tiramina, por sua vez, ndo ativa diretamente 0s receptores adrenérgicos, mas
pode ser um substrato para sistemas de recaptacdo de serotonina e € degradada pela

monoaminoxidase, prolongando a ativacdo adrenérgica (DeCS, 2019).

Mao e colaboradores, (2011) observou que a piperina, molécula precursora do
alcool piperonilico, diminuiu o tempo de imobilidade nos testes do nado forgado e da
suspensdo da cauda, ratificando a atividade tipo antidepressiva anteriormente observada
em outros estudos (LI, 2007). Posteriormente, constatou-se que este efeito foi devido a
regulacdo para cima do nivel de serotonina no cérebro e sua atuacdo em receptores 5-

HT. Pois, a hipotese serotoninérgica da depressao sugere que 0s sintomas depressivos
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estdo relacionados a reducdo da concentracdo do 5-HT nas sinapses cerebrais e que 0
reforco em sua concentragdo ou mimetizacdo da molécula deste neurotransmissor é

capaz de induzir acdo antidepressiva (MAO, 2014).

Contudo dados recentes demonstraram a acdo da piperazina sobre receptores 5-
HT,s e 5-HT,c (SINGH, 2019), pois a ativacdo de receptores 5-HT; e 5-HT, tem
implicagédo direta na regulagdo do humor e alteragdo na modulacdo destes receptores
esta diretamente relacionada na etiologia da depressdo (TAKEDA, 1998; ZENI, 2012).
A atuacdo sobre receptores 5-HT, ativa diretamente interneurénios gabaérgicos no
nucleo basolateral da amigdala (WANG, 2019).

Portanto para investigar a atuacdo do &lcool piperonilico sobre o sistema
serotoninérgico utilizou-se cetanserina 1mg/kg (CET 1mg), antagonista seletivo do
receptor 5-HT,a e 5-HT,c (LEVIN 2008), largamente utilizada para investigar a atuagdo
de compostos sobre o sistema serotoninérgico e em sua atividade antidepressiva e
ansiolitica (BORSINI, 1994; PINHEIRO, 2002; SANTOS, 2003). Assim como a
imipramina usada como controle positivo em testes como o0 TNF e o TSC por atuar
sobre o sistema serotoninérgico e noradrenérgico (KAUR, 2019) e a fluoxetina (FLX

10mg) por ter atuacdo especifica sobre o sistema serotoninérgico.

Sendo a cetanserina utilizada isoladamente, para comparar seu efeito no TNF,
como um controle negativo, em relagcdo aos demais grupos e utilizado em combinagéo
com a fluoxetina (substancia padrdo) e o alcool piperonilico (substancia teste) a fim de

avaliar sua acdo antagonista sobre o efeito das substancias antidepressivas utilizadas.

Diante dos resultados dos testes anteriores verificou-se que a dose de 50mg/kg
do alcool piperonilico foi a que apresentou os melhores resultados nos testes realizados,
revelando ndo ser uma substancia com efeito dose-dependente, devido a uma possivel
saturacdo do sitio ativo, apresentando efeitos significativos nas menores doses (ZENI,

2012), por isso esta dose foi escolhida.

Objetivou-se entdo verificar possivel reversdo do efeito antidepressivo-simile
apresentado pelo &lcool piperonilico no teste de nado forcado e suspensdo da cauda,
realizados anteriormente. A cetanserina foi administrada e 15 minutos apos, a
substéncia padrdo ou a substéncia teste foi administrada. Sendo todos 0s grupos

avaliados 30 minutos depois.
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Figura 22 Investigacdo da via serotoninérgica como possivel mecanismo de acéo do alcool piperonilico
através do teste do nado for¢ado Os valores estdo expressos como média + e.p.m. (n=6). ANOVA “one
way” seguido pelo teste de Tukey. Valores significativos: “a” “b” e “c” vs CONTROLE, FLX 10mg e AP
50mg respectivamente, quando p<0,05.

A acdo anti-imobilidade no teste de nado forcado é provavelmente
mediada pelos receptores 5-HTa € 5-HT,c, porém apenas a diminuic¢éo da concentracao
de serotonina na fenda sinéptica nao altera este parametro (BORSINI, 1994). Por esta
razao no grupo tratado apenas com a cetanserina (152 + 11,74s) ocorreu um aumento no

tempo de imobilidade.

De acordo com o resultado apresentado na figura 22, observa-se aumento do
tempo de imobilidade nos grupos tratados com cetanserina/ fluoxetina 10mg/kg
(150,1+9,52s) e cetanserina/ alcool piperonilico 50mg/kg (186,1+8,02s) em relagdo ao
tempo de imobilidade da fluoxetina 10mg/kg (102,6+6,32s) e ao alcool piperonilico
50mg/kg (88+8,81s), caracterizando a agdo antidepressiva — simile e ansiolitica-simile
do alcool piperonilico devido a sua atuacdo sobre receptores do tipo 5-HT,ac. pois 0
composto teste ndo foi capaz de reverter a acdo da cetanserina sobre receptores do tipo
5-HT..

E possivel que o alcool piperonilico também aumente a concentragdo sinaptica
de serotonina, tendo em vista que camundongos tratados com piperina, em um estudo
realizado por Mori e colaboradores, (1985) a substancia foi capaz de aumentar a
concentracdo de 5-HT, fato que sera investigado em estudos posteriores, mas que
fundamenta-se no resultado obtido principalmente no TSC em que a reducdo do tempo
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de imobilidade tem estreita relagdo com a concentracdo de serotonina na fenda
sinaptica.

O sistema serotoninérgico atua ndo somente no quadro de depressdo, mas
também sobre a ansiedade, sendo os receptores 5-HTi, 5-HT,, 5-HT3 0s principais
envolvidos na atividade ansiolitica (BARNES, 1999). Pois, Mello e Branddo (1995) ja
mostraram o efeito ansiolitico, em rato, da p - metil — 5 — hidroxitriptamina, um
agonista 5-HT; altamente seletivo, pelo teste de labirinto em cruz elevado (PINHEIRO,
2002).

Pode-se entdo inferir que o efeito ansiolitico — simile e antidepressivo — simile
do alcool piperonilico é devido a sua atuacdo sobre receptores 5-HT, demonstrado
através dos testes comportamentais realizados neste estudo.



CONCLUSAO
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Frente aos resultados obtidos conclui-se que ndo foram observados efeitos
adversos graves no uso de alcool piperonilico, apresentando-se como uma substancia

consideravelmente segura, com DLsg definida acima de 5.00mg/kg.

O composto causou reducdes significativas no comportamento ansiogénico dos
animais nas concentracfes de 25 e 50mg/kg, além da atividade antidepressiva simile
caracterizada nos testes do nado forcado e suspensdo da cauda, devido ao provéavel
envolvimento do sistema serotoninérgico com a evidente participacdo de receptores do
tipo 5-HT,,

Todavia os testes comportamentais necessitam de complementaridade para
melhor compreensdo dos aspectos neuroquimicos alterados pelo composto e sua atuacdo
sobre outros sistemas em seu mecanismo de acdo, como o0 gabaérgico e noradrenérgico,

gue serdo investigados a posteriori.
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Anexo 1
Universidade
Federal da
Paraiba

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estudo néo-clinico da atividade psicofarmacolégica do piperonal", protocolada sob o CEUA
n2 6886230818 (0 000407), SOb a responsabilidade de Reinaldo Nobrega de Almeida e equipe; Thallita Karla Silva do Nascimento
Gonzaga - que envolve a produ¢do, manutencgao e/ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Parafba
(CEUA/UFPB) na reunido de 01/11/2018.

We certify that the proposal "Non-clinical study of piperonal psychopharmacological activity”, utilizing 216 Heterogenics mice (216
males), protocol number CEUA 6886230818 (o ooo407), under the responsibility of Reinaldo Nobrega de Almeida and team;
Thallita Karla Silva do Nascimento Gonzaga - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University
of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 11/01/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 10/2018 a 10/2019 Area: Fisiologia E Patologia
Origem: Unidade de Produgao Animal IPeFarM

Espécie:  Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 60 a 90 dias N: 216
Linhagem: Mus musculus - Swiss Peso: 25a30g

Local do experimento: O ensaio farmacoldgico ndo clinico sera realizado no Laboratério de Psicofarmacologia - CCS/UFPB e no
biotério Prof. Thomas George do Centro de Ciéncias da Saude ( CCS da Universidade Federal da Paraiba (UFPB)).
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