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RESUMO

O alcool cinamico (AC) é um fenilpropanoide encontrado no dleo essencial da casca da
canela. Analogos do AC possuem efeito no Sistema Nervoso Central descrito na
literatura, entretanto ndo ha relatos de estudos da atividade farmacoldgica do alcool
cindmico. Na triagem farmacoldgica comportamental, as diferentes doses testadas pela
via intraperitoneal (12,5; 25; 50; 100; 200mg/kg) apresentaram alteracdes
comportamentais psicodepressoras, tais como ambulagdo diminuida, ptose palpebral
analgesia e perda do reflexo auricular. Ndo foram observados mortes. A DLsg foi
estimada em aproximadamente 500 mg/kg, seguindo o protocolo da OECD 432. Nos
experimentos subsequentes foram elencadas as doses de 12,5, 25, 50, 100 e 200 mg/kg
(i.p.). No teste do campo aberto verificou-se que o AC apresenta um perfil de droga
psicodepressora, pois houve uma diminuicdo significativa em parametros como
ambulacéo e rearing dos animais. Atraves do teste do rota-rod pode-se constatar que 0s
animais tratados com o AC ndo apresentaram alteracdes na coordenacdo motora,
descartando um possivel efeito neurotoxico ou miorrelaxante. Para avaliacdo da
atividade ansiolitica, o teste do labirinto em cruz elevado ndo apresentou alteracdes
significativas no tempo de permanéncia nos bragos aberto, mostrando uma néo atividade
ansiolitica do AC. No teste do nado forcado o AC aumentou o tempo de imobilidade
dos camundongos submetidos ao protocolo, reforgando o efeito depressor, apresentados
nos testes preliminares. No teste da formalina houve diminui¢do do tempo de lambida
nas duas fases, evidenciando que o AC promove antinocicepgdo central.

Palavras chaves: Alcool Cinamico, Atividade farmacoldgica, Sistema nervoso central,
Ansiedade, Depressao, Nocicepcao.



ABSTRACT

Cinnamic alcohol (AC) is a phenylpropanoid found found in the essential oil of
cinnamon bark. AC analogs have effect in the Central Nervous System already reported
in the literature, however there are no reports of studies of the pharmacological activity
of cinnamic alcohol. In the behavioral pharmacological screening, the different doses
tested by the intraperitoneal route (12.5, 25, 50, 100 and 200mg / kg) presented
psychodepressive behavioral alterations, such as decreased ambulation, ptosis eyelid
analgesia and loss of atrial reflex. No deaths were observed. LD50 was estimated to be
approximately 500 mg / kg, following the protocol of OECD 432. In the subsequent
experiments, doses of 12.5, 25, 50, 100 and 200 mg / kg (i.p.) were listed. In the open
field test it was verified that the AC presents a psychodepressive drug profile, because
there was a significant decrease in parameters such as ambulation and rearing of the
animals. Through the rota-rod test, it was possible to verify that the animals treated with
AC had no alterations in motor coordination, ruling out a possible neurotoxic or
myorelaxant effect. In order to evaluate the anxiolytic activity, the high labyrinth test
did not show significant changes in the length of stay in the open arms, showing a non-
anxiolytic AC activity. In the forced swimming test, CA increased the immobility time
of the mice submitted to the protocol, reinforcing the depressor effect, presented in the
preliminary tests. In the formalin test there was a decrease in the licking time in the two
phases, evidencing that CA promotes central antinociception.

Keywords: Cinnamic alcohol, Pharmacological activity, Central nervous system,
Anxiety, Depression, Nociception.
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1. INTRODUCAO
Produtos naturais constituem uma valorosa fonte de substancias com atividades
farmacoldgicas. Alguns compostos oriundos de plantas viabilizam moldes estruturais
para o desenvolvimento de substdncias sintéticas. Ha muito tempo, plantas com
atividade psicoativa tém sido utilizadas com finalidades terapéuticas. A investigagéo
farmacoldgica de produtos naturais com atividade no Sistema Nervoso Central (SNC)
tem beneficiado a compreensdo das bases neuroquimicas de muitas doengas, como:

ansiedade, depressao, além do tratamento da dor crénica e aguda (Passos, 2009).

De acordo com 0 DSM V a ansiedade é a antecipacdo de ameaga futura. Estando
mais frequentemente associada a tensdo muscular e vigilancia em preparacdo para
perigo futuro e comportamentos de cautela ou esquiva. E considerada um sinal de alerta
que indica um perigo iminente e prepara a pessoa a tomar decisdes para lidar com a

ameaca. Esta ameaca é desconhecida, interna, vaga ou conflituosa (Sadock, 2016).

Os transtornos de ansiedade s&o o0s mais prevalentes dentre os transtornos
mentais (12,6%/ano). Um estudo multicéntrico realizado em seis paises europeus
avaliou a predominancia dos transtornos ansiosos ao longo da vida, observando-se uma
prevaléncia de 13,6% da populacdo (Brentini, 2018). Oliveira, (2006) destaca que
sintomas de ansiedade, na maioria das vezes, podem vir associado a transtornos

depressivos e a doengas fisicas.

A depressdo é uma condicdo médica comum, cronica e recorrente, associada
frequentemente a incapacitacdo funcional e comprometimento da saude fisica (Fleck,
2003). Atinge cerca de 121 milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo considerado
um grande problema de salde pablica. No Brasil, de acordo com a Pesquisa Nacional
por Amostra de Domicilios (PNAD) de 2008, 9,2% das pessoas com 60 anos ou mais
declararam sofrer de depresséo (Prata, 2011).
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Outro transtorno envolvendo o SNC é a dor, que foi definida pela Associagdo
Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel relacionado a uma injuria tecidual real ou potencial (Santos et al, 2015).
Cerca de 117 milhGes dos norte americanos, referem pelo menos uma condi¢do de salde
cronica, destes, cerca de 33% apresentam multiplas condigdes cronicas (Millstein,
2018). No Brasil a prevaléncia da dor cronica varia entre 28 e 41% da populacdo

(Posso et al, 2016).

Dentre as modalidades de tratamento destes transtornos, o tratamento
farmacoldgico tem uma maior utilizacdo devido a sua eficdcia comprovada. Entretanto
ressalta-se a importancia do estudo com produtos naturais como estratégia para o

desenvolvimento de novos farmacos analgésicos (Barreiro; Bolzani, 2009).

Dentre os produtos naturais os Oleos essenciais (OE) tem se destacado por
apresentarem atividade no SNC. Pesquisas tém comprovado efeitos dos OEs utilizados
habitualmente por populagdes de varios paises no tratamento de problemas relacionados
com o sistema nervoso, como ansiedade, depressao e insonia (Machado, 2011; Costa,

2013).

Atualmente, foram identificadas aproximadamente 250 espécies do género de
canela no mundo inteiro com utilizacdo para diversas finalidades terapéuticas (Rao &

Gan, 2014).

Cinnamomum cassia (Lauraceae) € uma espécie de arvore de folha perene,
comum na Coréia, China e no Japédo, conhecida comumente por “canela-aromatica” e
tem sido utilizada farmacologicamente na medicina popular com a finalidade de tratar

varias doencas inflamatdrias (Seo et al., 2005). Seus extratos contém diversos
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componentes ativos, como; alcool cindmico, aldeido cindmico e acido cinamico (Figura

1).

. _COOH
@NOH W@

CO9H100 COH8O C9 H8 O2

(A) (B) (©€)
Figura 1 — Estrutura quimica do alcool cindmico (A), aldeido cindmico (B) e acido

cindmico(C)
Fonte: Pubchem 2018.

Nas ultimas décadas, estudos mostraram que o 4acido cindmico e seus
derivados possuem uma variedade de atividades biologicas, incluindo;
anticancerigenos, anti-inflamatorios, anti-hepatotoxico, antimicrobianos, antivirais,
dentre outros (Cuan et al.,, 2017). O alcool cindmico € um fenilpropandide de cor
branca para amarelo sélido naturalmente encontrado no 6leo essencial da casca da
canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) solivel em &gua e glicerol (PUBCHEM,

2018).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideracdes sobre a Psicofarmacologia

Psicofarmacologia é a parte da farmacologia que direciona seus estudos para
drogas com atividade no sistema nervoso central (SNC) e seus efeitos sobre processos
cerebrais como a cognicdo, o humor e outros fendmenos psicologicos (Nutt;

Lingfordhughes, 2004; Almeida, 2006).

Os farmacos que atuam modificando o funcionamento do SNC sdo definidas
como psicofarmacos, representando umas das mais importantes classes de
medicamento. Podem ser classificadas em grandes grupos, tentando abranger um maior

numero de farmaco com acédo sobre 0 SNC (Almeida; Barbosa-filho, 2006):

- Psicoanalépticos - estimulam a atividade do SNC. Abrangem as drogas que
excitam o psiquismo, reduzindo a depressdo, melhorando o humor e induzindo o estado

de vigilia. (Almeida, 2006);

- Psicolépticos — Reducdo da atividade do SNC. Comtemplam esta classe 0s
ansioliticos, hipndticos, neurolépticos, analgésicos opioides, alcoois, anestésicos gerais

e anticonvulsivantes (Almeida, 2006);

- Psicodislépticos — Caracterizadas por gerar fendmenos psicopatoldgicos
relacionados a sensopercepcéo, pensamento e atividade motora. Trata-se de uma classe
de drogas perturbadoras de atividade do SNC, sendo também chamadas de
alucinégenos. Podem ser: alucindgenos verdadeiros [ex: éxtase, dietilamida do acido
lisérgico (LSD) e heroina] e alucinégenos secundarios (ex: atropina e escopolamina)

(Almeida; Barbosa filho, 2006);
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- Parapsicotrépicos — Empregado frequentemente na clinica psiquiatrica e/ou
neuroldgica, ndo apresentam um perfil adequado a nenhuma das classes anteriores. Sdo
exemplos destes, os estabilizadores do humor, as drogas usadas para o tratamento do

alcoolismo e as drogas antiparkinsonianas (Almeida, 2006).

Na psicofarmacologia, os modelos animais tém sido utilizados para o estudo de
farmacos ou neurobiologia dos transtornos mentais, na tentativa de melhor conhecer os
mecanismos das doencas e seus tratamentos. Os produtos naturais representam uma
importante fonte de pesquisa de psicofarmacos, j& que muitos desses podem exercer
efeitos sobre a consciéncia, emocdo e cognigdo (Schanaider; Silva, 2004; Almeida,

2006; Passos et al., 2009).

2.2 Ansiedade

De acordo com o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-5) os transtornos de ansiedade incluem transtornos que compartilham
caracteristicas de medo e ansiedade excessivos. Medo € a resposta emocional a ameaca
iminente real ou percebida, enquanto ansiedade ¢ a antecipacdo de ameagca futura. Esse
dois estados se diferenciam, com o medo sendo mais frequentemente associado a
periodos de excitabilidade autondmica aumentada, necessaria para luta ou fuga, e a
ansiedade sendo mais frequentemente associada a tensdo muscular e vigilancia em
preparacdo para perigo futuro e comportamentos de cautela ou esquiva (Associacao

Americana de Psiquiatria, 2013).

A ansiedade e o medo sdo emogdes fisiologicas adaptativas servindo como
mecanismo de defesa. No entanto, quando estes estados adaptativos tornam-se tragos de

um individuo, estes podem ser danosos tanto fisicamente, quanto psicologicamente
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(Sylvers, 2011). A ansiedade normal e o medo patolégico sdo manifestados por

distdrbios de humor, comportamento e pensamento (Almeida et al., 2004).

Diferenciam-se pois, o medo é um estado emocional aversivo em que o
organismo é motivado para escapar de uma ameaca especifica e iminente, enquanto, a
ansiedade, é um estado emocional aversivo que ocorre quando um organismo se
aproxima de uma ameaca ambigua e incerta (Leite; Siqueira, 2006; Sylvers, 2011). Os
transtornos de ansiedade patol6dgicos se diferenciam do medo ou da ansiedade
adaptativos por serem excessivos ou persistirem além de periodos apropriados ao nivel

de desenvolvimento (Associacdo Americana de Psiquiatria, 2013).

Os principais sintomas provocados pela ansiedade sdo as disfun¢des do sistema
nervoso autbnomo como aumento da frequéncia cardiaca e forca de contragdo, dispneia,
aumento da secrecdo gastrica, urgéncias de miccdo e defecacdo, sudorese, tensdo
muscular, sensa¢do de medo e estresse psicologico, levando o paciente a referir dor

(Graeff; Guimarées, 1999, Almeida et al., 2010).

O diagnéstico de cada tipo de transtorno de ansiedade ocorre quando 0s
sintomas ndo sdo frutos dos efeitos fisiolégicos do uso de substancias ou de outra
condicdo médica (Associacdo Americana de Psiquiatria, 2013). Os transtornos da
ansiedade séo variados no que diz respeito as suas manifestacGes, bem como a resposta
terapéutica (Jardim et al., 1999). A ansiedade patoldgica € um fendmeno heterogéneo
incluindo o transtorno de panico (TP), o transtorno obsessivo-compulsivo (TOC), as
fobias, o transtorno de ansiedade generalizada (TAG), a agorafobia e o transtorno de

estresse pos-traumatico (Teixeira; Zangrossi JR.; Graeff, 2000; Graeff; Del-bem, 2008).

No transtorno de ansiedade social (fobia social), o individuo se esquiva de

interacdes e situacdes sociais que envolvem a possibilidade de ser avaliado, evitando
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situacdes de exposicao a pessoas que ndo sdo familiares, a idea¢do cognitiva associada é

a de ser avaliado negativamente (Associacdo Americana de Psiquiatria, 2013).

A principal caracteristica do TP é a ocorréncia de ataques de pénico
repetidamente e inesperadamente, aflorando sentimentos de medo e pavor,
acompanhados por sintomas neurovegetativos marcantes. O tratamento preventivo para
este tipo de desordem pode levar o individuo a desenvolver agorafobia, o que leva o
paciente a ficar temeroso de sair de casa desacompanhado (Graeff; Del-bem, 2008). As
caracteristicas essenciais do transtorno de ansiedade generalizada sdo ansiedade e
preocupagdo excessivas, com intensidade e duracdo ou frequéncia da ansiedade
desproporcional a realidade (Graeff; Del-bem, 2008; Associagdo Americana de
Psiquiatria, 2013). Os transtornos de ansiedade vém se tornando doengas cada vez mais
comuns, e, estando associado a outros transtornos psiquiatricos, o que leva a uma
diminuigdo na qualidade de vida do paciente (Almeida et al., 2004; Seo et al., 2007;

Linck et al., 2010; Zalta, 2011).

O tratamento farmacoldgico para estas desordens provoca altos custos, gerando
um importante problema de saude publica em paises desenvolvidos (Almeida et al.,
2004). As drogas capazes de reduzir a ansiedade estdo representadas pelos
benzodiazepinicos (BZDs), por exemplo: diazepam, lorazepam, oxazepam, midazolam,

triazolam, dentre outros (Abreu; Acurcio; Resende, 2000).

A descoberta do primeiro benzodiazepinico (clordiazep6xido), com eficacia em
termos ansioliticos, ampliou a pesquisa na area da ansiedade, promovendo uma maior
validagdo farmacologica dos modelos animais. Os farmacos da classe dos
benzodiazepinicos apresentam atividade ansiolitica, hipndtico/sedativa,

anticonvulsivante e relaxante muscular. Sendo sua modulacéo alostérica de receptores

23



GABA&, responsavel por sua atividade ansiolitica, aumentando a transmisséo nervosa

mediada pelo GABA. (Stahl, 2000; Fenner, 2006).

Os BZDs agem no receptor de acido gama-aminobutirico tipo A (GABAA),
atuando na regulagdo de processos emocionais, modulando quadros de ansiedade (Savi¢
et al., 2006; Depino, 2008). Ao se ligar ao receptor, os BZDs levam a uma mudanca
conformacional no mesmo, potencializando os efeitos do GABA, neurotransmissor
inibidor do Sistema Nervoso Central (Sonavane et al., 2002) acarretando no aumento
da capacidade do GABA em ativar seus receptores, levando a abertura dos canais de
ions cloreto, consequentemente o influxo do mesmo, causando uma hiperpolarizagdo

celular (Andreatini, 2001).

Devido aos efeitos colaterais dos BZDs, como: sedacdo, amnésia, dependéncia,
sindrome de abstinéncia e relaxamento muscular, e mesmo com a grande quantidade de
medicamentos ansioliticos disponiveis para comercializacdo, tem-se despertado o
interesse da busca por novas drogas ansiolitica por parte dos pesquisadores. (Seo et al.,
2007). Diversas plantas medicinais apresentam efeito sobre 0 SNC, atuando em algumas

condigdes, como, depressédo, ansiedade e dor (Blanco et al., 2009).
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2.3 Depressao

Os transtornos de humor sdo alteracGes patologicas episédicas no estado
emocional, associadas a anormalidades na cognicdo e comportamento (American
Psychiatric Association, 2013). Dentre os transtornos de humor, a depresséo maior
evidencia-se por ser uma das doencas neuropsiquiatricas mais frequentes (Wong &
Licinio, 2001; Nestler et al., 2002). De acordo com Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), a depressdo afeta 322 milhGes de pessoas no mundo. Apresentou um
crescimento de 18,4% no periodo de 2005 a 2015 (OMS, 2015). Em levantamento
realizado em 2017, estimou-se que 5,8% da populacéo brasileira sofre de depressdo, o
que representa 11,5 milhdes de pessoas com a doenga. O Brasil € o pais com maior
prevaléncia de depressdo da Ameérica Latina e 0 segundo com maior prevaléncia no
continente americano, seguido dos Estados Unidos, com 5,9% de pessoas acometidas

pela depressdo (OMS, 2017).

A etiologia da depressdo ainda ndo foi totalmente esclarecida (Elhwuegi, 2004)
porém ja é sabido que apresenta um carater multifatorial, podendo estar relacionado a
fatores ambientais como, estresse emocional ou doenca fisica, e também com fatores
genéticos, em torno de 40 a 50% do risco de desenvolver o transtorno apresenta
influéncia genética (Berton e Nestler, 2006). De acordo com 0 DSM-V, os transtornos
de humor séo classificados como transtorno depressivo maior, definido por episodios
depressivos recorrentes e transtorno afetivo bipolar, que manifesta episddios de

depressdo alternados com episodios de mania ou hipomania (APA, 2013; Neis, 2013).

Os critérios para o diagnéstico da depressdo maior se baseiam em sintomas,
estabelecidos pelo DSM-V, como: humor deprimido quase todo o tempo, diminuicéo

marcante no interesse ou prazer em todas ou quase todas as atividades, ganho ou perda
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de peso ou apetite, insdnia ou hipersonia, agitacdo ou retardo psicomotor, fadiga ou falta
de energia, sentimentos de culpa ou desvalia excessivos, diminuicdo na capacidade de

concentracdo e pensamentos recorrentes de morte ou ideacdo suicida (APA, 2013).

Grande parte dos farmacos disponiveis para o tratamento da depressdo atuam na
modulacdo dos sistemas monoaminérgicos, e a diminuicdo na funcdo desses sistemas
esta associada ao transtorno (Hashimoto, 2011). Diversas classes de antidepressivos séo
utilizados para o tratamento da depressédo, como os inibidores da monoamina oxidase
(iMAO), triciclicos, inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) e de
noradrenalina (ISRN), além de antidepressivos atipicos (Morilak e Frazer, 2004: Lowry

et al., 2008; de Fatima Cunha, 2018).

Contudo, estes farmacos garantem uma reducdo completa dos sintomas para
apenas cerca de 50% dos individuos (Berton e Nestler, 2006), além de causarem efeitos
colaterais como, ganho de peso, hipotensdo, disfuncdo sexual, arritmia, dentre outros
(Serretti e Mandelli, 2010; Neis, 2013) que pode levar a ndo adesdo dos pacientes ao
tratamento (Brunello et al., 2002). Outro ponto negativo é o tempo da resposta
terapéutica destes farmacos, que chega a ocorrer de 3 a 5 semanas apés inicio do
tratamento. Em vista disso, evidencia-se a necessidade do desenvolvimento de

substancias capazes de aumentar a eficécia clinica no tratamento da depressao.

2.4 Dor

Desde a antiguidade, de acordo com os mais diversos registros, as civilizaces
buscam esclarecer as razdes que expliguem a ocorréncia da dor e idealizar

procedimentos atribuidos ao seu controle (Mauricio, 2009). A palavra “dor” vem do
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latim: dolore, que significa sofrimento (Fein, 2011). A dor foi conceituada pela primeira
vez em 1986 pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (International
Association for the Study of Pain — IASP), sendo definida como uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel relacionado a uma injdria tecidual real ou potencial
(Klaumann; Wouk; Sillas, 2008; Santos et al, 2015). Considerada um componente
essencial do sistema de defesa do organismo (Fein, 2011).

A prevaléncia da dor crbnica no Brasil € uma condi¢do clinica bastante
frequente, que acomete entre 28 e 41% da populagdo (Posso et al, 2016). E considerada
a principal causa de indenizagfes trabalhistas, absenteismo, licencas medicas e baixa
produtividade no trabalho (Bomfim, 2017). Na Europa aproximadamente 20% da
populagdo adulta tem dor cronica (Van Hecke, 2013). Nos EUA, cerca de 50% da
populacdo, referem pelo menos uma condicdo de salde cronica, destes até 1/3

apresentam mdltiplas condicdes cronicas (Millstein, 2018).

Classificada como uma das mais relevantes causas do sofrimento humano, a dor
provoca incapacidade e comprometimento da qualidade de vida (Bomfim, 2017). E
considerada como uma experiéncia complexa, onde envolve além da transducdo do
estimulo nociceptivo, o processamento cognitivo e emocional pelo encéfalo,
encarregado pelas diferentes respostas comportamentais processadas pelo cérebro.

(Julius; Basbaum, 2001; Scholz; Woolf, 2002).

A dor pode ser classificada em termos temporais, sendo aguda e croénica, de

acordo com (Graeff, 1984; Teixeira; Pimenta, 1994):

Dor aguda: tem funcdo de alerta e caracteriza-se pela combinacdo de leséo

tecidual, dor e ansiedade. Da-se devido a ativagdo das vias da dor e se faz acompanhar
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de manifestagOes neurovegetativas, como, taquicardia e sudorese, desaparecendo com a

resolucdo do processo patoldgico que lhe originou.

Dor cronica: Persiste por um maior periodo de tempo, geralmente, conduz
estresse, debilidade, alteracGes de sono, humor e apetite. Sob o0 aspecto conceitual, a dor
croénica pode estar associada a doengas cronicas ou decorrentes de lesdo do SNC ou

periférico.

Quanto a fisiopatologia, Menezes (1999) classifica a dor em:

Nociceptiva - ocorre quando existe um traumatismo nos receptores
nociceptivos, devido a alteracfes na sua estrutura anatomo-funcional com liberacdo de

substancias algogénicas nos tecidos.

Neurogénica — Dano diretamente sobre as inervacdes.

Neuropatica — Consequéncia do processamento somatossensorial anormal em

nivel periférico ou central, a exemplo, a dor do membro fantasma.

Inflamatdria — caracterizada pela sensibilizacdo dos neur6nios produzidos pela
ativacdo da cascata de citocinas, que s&o substancias liberadas no tecido inflamatério e

pelas células do sistema imunolégico.

Psicogénica — Ndo possui causa organica, expressando-se em consequéncia de

problemas psicoldgicos.

Importante destacar a diferenca entre os termos: dor e nocicep¢do. A nocicepcao
estd relacionada com o reconhecimento de sinais dolorosos pelo sistema nervoso,
podendo ocorrer independente da dor, pois caracteriza-se como um processo fisioldgico

gue néo apresenta um componente subjetivo (Loeser; Treede, 2008; Klaumann; Wouk;
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Sillas, 2008). A diferenca primordial entre a dor cronica e aguda ndo esta na duracao,
mas na inaptiddo do sistema nervoso em restabelecer a atividade neuronal para os niveis

homeostaticos normais (Vale, 2000).

A nocicepcdo € a identificacdo da injuria tecidual por transdutores
especializados ligados a fibras dos nervos periféricos do tipo A-3 (delta) e C (Quadro 1)
as quais realizam a transmissdo dos sinais ao sistema nervoso central, influenciados por
estimulos ambientais, fisicos ou quimicos (Loeser; Melzack, 1999). A dor possui uma
natureza subjetiva caracterizada por sintomas fisicos e psicoldgicos. O processamento
da dor envolve a ativacdo do coOrtex somatossensorial em &reas responsaveis pela
cognicéo, pela emocéo e pela sensacéo (Kupers; Kehlet, 2006; Klaumann; Wouk; Sillas,
2008; Schnakers et al., 2012), e ha indicios de ser influenciada pela ansiedade,

depressao, e outras variaveis psicolégicas.

Tabela 1. Tipos de Neurbnios Sensoriais primarios.

Aa e Ap Adlell C
Tipos de Fibras
- @«
Mielinizagéo Muita Pouca Ausente
Diametro (um) 10 2-6 04-1.2
Velocidade de 30 - 100 1,2-30 05-2
Conducéo (m/s)
Temperatura N&o reconhece Tipo |1 >53°C > 43°C
Tipo 1l > 43°C
Tipo de sinal Propriocepc¢éo Térmico, mecanicoe Térmico, mecanico e
quimico quimico

Fonte: Adaptado de Julius e Basbaum, 2001.

Baseado nestes conceitos, o termo dor é melhor aplicado a seres humanos do que

aos animais, pelo fato deste termo envolver um componente emocional e tendo em vista
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gue os animais ndo sdo capazes de verbalizar os componentes subjetivos da dor. Logo,
utiliza-se os termos dor e analgesia para humanos e nocicepcdo e antinocicep¢do para

animais (Jones, 1996).

2.4.1 Fisiologia da dor

A Transducgdo, transmissdo e modulacdo sdo mecanismos identificados no

processamento neural dos sinais nocivos que levam a sensacéo de dor.

A transducdo, refere-se a transformacdo dos estimulos nocivos externos em
potenciais de acdo. No processo de transducdo, na sensacdo dolorosa, ocorre uma
amplificacdo dos eventos pela liberacdo local de uma gama de substancias quimicas
denominadas de modo geral de substancias algogénicas, que aparecem em quantidade
consideravel nos tecidos devido a processos inflamatérios ou traumaéticos (Marquez,

2004; Mauricio, 2009).

A transmissdo do estimulo nocivo ocorre por meio de diferentes tipos de
neurdnios nociceptivos aferentes primarios, que sdo classificados em trés tipos: C, Ad e
AP, de acordo com sua estrutura, didmetro ¢ velocidade de conducédo (Julius; Basbaum,
2001). As fibras aferentes nociceptivas findam no corno dorsal da medula espinhal,
assim, a informacdo é transmitida da medula espinhal para o tronco encefalico e ao
tdlamo que em seguida, transmitem os sinais ao cortex, hipotalamo e sistema limbico

(Almeida, 2004; Golan et al, 2009).

A modulacdo permite que sinais nocivos chegados ao corno dorsal da medula
espinhal sejam inibidos, alterando a transmissédo do sinal para centros superiores. O
sistema de modulacdo enddgeno da dor constitui-se de interneurénios contido nas
camadas superficiais da medula espinhal e tratos neuronais descendentes, que podem

inibir a transmisséo do sinal de dor (Yaksh, 2006; Mauricio, 2009).
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2.4.2 Principais formas de tratamento da dor

O tratamento da dor parte da definicdo do diagnostico baseado na analise e

avaliacdo da mesma. Levando em consideracdo 0s mecanismos fisiopatologicos de sua

geracdo e manutencdo. O tratamento da dor inclui medidas farmacoldgicas e ndo

farmacoldgicas (Quadro 1).

Quadro 1. Medidas farmacologicas e ndo farmacoldgicas no tratamento da dor.

Tratamento Farmacol6gico

Tratamento Nao farmacoldgico

- Analgeésicos opioides

- Analgésicos antipiréticos

- Adjuvantes (antidepressivos,
neurolépticos, anticonvulsivantes,

- Medidas Psicoemocionais

- Medidas fisicas e de reabilitacdo
- Terapias complementares

- Outros

ansioliticos, miorrelaxantes. etc)

- Anti-inflamatdrios hormonais e nao-
hormonais.

- Antipsicoticos

- Bisfofonatos

- Corticoides

- Outros

Fonte: Adaptado de Neto (2009).

Dentre as modalidades de tratamento da dor disponiveis, o tratamento
farmacoldgico tem uma maior utilizacdo devido a sua eficacia comprovada. Grande
parte dos farmacos em uso clinico atualmente ou sdo de origem natural ou foram
sintetizados quimicamente a partir de produtos naturais. As plantas sdo importantes
fontes de substancias biologicamente ativas. Ainda que existam inimeras técnicas
disponiveis para a sintese de novos farmacos, a quimica de produtos naturais representa
uma alternativa bem sucedida. Varios metabdlitos secundarios ou especiais se
sobressairam como matérias-primas valiosas para a producdo de inUmeros
medicamentos que se encontram disponiveis para comercializagdo no mercado.
Ressaltando a importancia do estudo com produtos naturais como estratégia para o

desenvolvimento de novos farmacos analgésicos. (Barreiro; Bolzani, 2009)
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2.5 Produtos naturais

O uso de produtos naturais e seus metabdlitos no controle de varias doengas vém
sendo destacado pela ciéncia na atualidade, tendo em vista que um grande nimero de
medicamentos comercializados possui fonte priméria, com destaque para as plantas
medicinais. Oleos essenciais derivados de plantas exibem uma diversidade de
propriedades, como: ansioliticos, anticonvulsivantes, antinociceptivo, dentre outras.
Esses efeitos sdo atribuidos aos monoterpenos e fenilpropandides, que sdo os principais
componentes quimicos destes 6leos essenciais. Os fenilpropandides e derivados séo

formados a partir do acido chiquimico (Do Amaral, 2007; Souza 2011).

Devido ao grande ndmero de propriedades biologicas dos terpenos e
fenilpropanoides, como: anti-hiperglicémico, analgésico, anti-inflamatorio, atividades
antiparasitarias, efeito antitumoral, antimicrobiano, antifungico e antiviral. H4& um
crescente interesse na sua aplicacdo clinica (Sousa, 2011; Oliveira 2014). A busca
continua por novas drogas contribui de maneira relevante para a salde da populacéo,

podendo respaldar o uso empirico de algumas substancias.
2.6 Alcool cinamico

O élcool cindmico é um fenilpropandide de formula molecular CgH100O, cor
branca para amarelo sélido naturalmente encontrado no dleo essencial da casca da
canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) e de outras arvores/arbustos do género

Cinnamomum (PubChem, 2018).

Estudos mostraram que o acido cinamico e seus derivados possuem uma
variedade de atividades biol6gicas, incluindo; anticancerigenos, anti-inflamatorios,

anti-hepatotoxicos, antimicrobianos e antivirais (Cuan et al., 2017). No entanto, 0
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alcool cindmico ainda ndo havia sido investigado, quanto aos seus efeitos

farmacologicos no SNC.

No estudo de Cuan et al., (2017) foram examinados derivados de acido
cindmico na atividade antiepiléptica e neurotoxicidade, obtendo-se resultados que
mostraram uma excelente atividade anticonvulsivante em comparagdo com 0S outros
derivados.  Os compostos ativos foram selecionados para avaliar a atividade
antiepiléptica no modelo de convulsdo induzida por PTZ em camundongos, nas doses
de 100, 200 e 300 mg/kg. Os resultados evidenciaram que 0s compostos exibiram
atividade anticonvulsivante nas crises induzidas por PTZ a depender da doses. No
estudo de Gunia, et al, (2012) também observou-se atividade anticonvulsivante dos

derivados do acido cindmico.

Em estudo realizado por Yao, et al. (2015) foi investigado os efeitos do aldeido
cindmico em comportamentos semelhantes a depressdo em camundongos expostos a
Estresse Moderado Crénico Imprevisivel (CUMS) por 21 dias. Os resultados mostraram
que o tratamento com aldeido cindmico em uma dose diaria de 45 e 90 mg / kg, por via

oral, exibiu um potencial efeito antidepressivo.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

e Tracar o perfil psicofarmacoldgico do Alcool cindmico em Camundongos (mus
musculus) Swiss utilizando modelos animais.

3.2 Especificos

Realizar Triagem farmacoldgica comportamental

e Estimar a DLsdo alcool cindmico
e Avaliar uma possivel atividade ansiolitica do alcool cindmico em modelos

animais:

¢ Investigar uma possivel atividade antidepressiva do alcool cindmico em modelos

animais:

e Realizar ensaio farmacoldgico, afim de se avaliar uma possivel atividade

antinociceptiva do alcool cindmico em modelos animais.
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MATERIAL e METODOS

O esquema 01 ilustra a metodologia experimental utilizada para os estudos do &lcool

cindmico em camundongos.

[ Estudo para o perfil Psicofarmacolégico do A.C ]

Antidejressivo

Labirinto em Cruz Nado Forcado Teste de Formalina

Elevado

Esquema 01. Metodologia experimental
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4. MATERIAL e METODOS

4.1 MATERIAL

Para a realizacdo da triagem farmacologica comportamental e DLs,, foram
utilizados camundongos (mus musculus) albinos da linhagem suica, machos, 3 meses de
idade, pesando entre 25 a 35 g (Figura 2), provenientes do biotério Prof. Dr. George

Thomas do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba.

No biotério, os animais foram alojados em gaiolas de polietileno, contendo no
maximo 06 camundongos por gaiola, mantidos sob condi¢des monitoradas de
temperatura de 21 + 2° C, com livre acesso a uma dieta controlada a base de ragéo tipo
pellets (Purina®) e agua. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas,

sendo a fase clara da 6:00 as 18:00 horas.

Figura 2. Camundongo (mus musculus) albino.
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4.1.1 Condicdes experimentais

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério de Psicofarmacologia,
juntamente com o biotério Prof. Dr. Thomas George. Os camundongos eram
previamente alojados em gaiolas de polietileno, contendo seis animais cada, com um dia
(24h) de antecedéncia a execucdo dos testes, visando minimizar as possiveis alteracdes
comportamentais dos animais decorrentes da mudanca de ambiente, bem como permitir
uma adaptacdo a sala de experimentagdo. Os camundongos foram privados de agua e

racao apenas 60 min antes dos testes.

Antecedendo cada procedimento foi realizada a higienizacdo do(s) aparelho(s)
teste com alcool a 70% e durante os experimentos foi utilizado alcool a 10% (de baixa
graduacdo). Todos os experimentos foram realizados no periodo da tarde (12h00 as
17h00), e em seguida os animais foram eutanasiados. Todos o0s procedimentos
experimentais foram analisados e previamente aprovados pelo Comité de Etica na

Utilizac&o de Animais (CEUA) do Iperfarm/UFPB, sob a certiddo n° 084/2017.
4.1.2 Substancias utilizadas

v' Alcool cindmico

v Solucdo Salina 0,9%
v" Tween 80

v" Morfina

v Diazepam

v" Formalina

v Imipramina
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4.1.3 Especificacdes do alcool cinamico

O élcool cindmico (cinamol, alcool cinnamilico ou 3-fenilprop-2-en-1-ol; 104-
54-1; 3-fenil-2-propen-1-ol) é um fenilpropandide de cor branca para amarelo soélido
naturalmente encontrado no Oleo essencial da casca da canela (Cinnamomum
zeylanicum Blume) e de outras arvores/arbustos do género Cinnamomum. De formula

molecular CyH100 é um componente pouco soltvel em agua (PubChem, 2018).

o-x

Figura 3. Estrutura quimica do alcool cindmico (PubChem, 2018).

4.1.4 Preparacéo do Alcool Cinamico

Antecedendo a realizacdo dos testes, o alcool cindmico foi dissolvido em Tween
80 (Polissorbato 80) a 0,2% e em solugéo salina 0,9%. As doses utilizadas foram 12.5,
25, 50 e 100 e 200 mg/kg alcool cindmico para a administracéo pela via intraperitoneal
(i.p.). Como controle negativo, foi utilizado Tween 80 a 0,2% em solucédo salina 0,9%

(i.p.). Todas as doses das substancias, que foram administradas por via i.p. foram

40



calculadas de forma a possibilitar a injecdo de 0,1 mL/10 g de peso do camundongo. A

Unica excecao ocorreu com a formalina, que foi injetada, por via intraplantar.

4.1.5 Aparelho Utilizado no Teste do Rota-rod

Consiste em uma barra de 5,5 cm de diametro e 40 cm de comprimento, que gira a
uma velocidade ajustavel, dividida em segmentos iguais por 5 discos de acrilico. O
modelo de aparelho de rotarod utilizado foi o EFF 412 — Rotarod para camundongos —

Insight® (Figura 4).

Figura 4. Aparelho utilizado no teste RotaRod.

4.1.6 Aparelho Utilizado no Teste do Campo Aberto
O aparelho consiste de uma base dividida em 12 segmentos e um cilindro
transparente de 30 cm de diametro x 30 cm de altura. Utilizou-se o aparelho da marca

Insight®, modelo EP 154C (Figura 5).
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Figura 5. Aparelho utilizado no Teste do Campo Aberto.

4.1.7 Aparelho utilizado no Teste do Labirinto em Cruz Elevada

O labirinto consiste de um aparato feito em acrilico, de cor cinza com quatro
bracos, sendo dois bracos abertos e dois bragos 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 40 cm elevado em relagéo ao solo (figura 6).

Figura 6. Aparelho utilizado no Teste do Labirinto em Cruz Elevada.
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4.1.8 Aparelho utilizado no teste do Nado Forgado

O recipiente consiste em um cilindros de vidro ou acrilico transparente, medindo
18 cm de altura e 14 cm de didmetro, com volume total de 2 L, contendo 1,5 L de agua

a27°C.

Figura 7. Aparelho utilizado para o teste do nado forcado.

4.1.9 Aparelho utilizado no Teste da Formalina

O aparato consiste em um encaixe de metal que forma uma caixa triangular em
angulo de 45°, com os lados e altura medindo 25 cm cada, sendo duas paredes
espelhadas e uma de vidro transparente, dando ao observador um maior campo de visdo

(Figura 8). Este aparelho foi desenvolvido no Laboratério de Psicofarmacologia/UFPB.

Figura 8. Aparelho Utilizado no Teste da Formalina
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4.2 METODO

4.2.1 Estimativa da DL50

A Estimativa da DLsy viabiliza averiguar os possiveis efeitos tdxicos de
substancias e extratos, para estimar a dose responsavel pela morte de 50% dos animais
em estudo (Litchfield; Wilcoxon, 1949), permitindo a realizacdo dos testes
farmacologicos utilizando doses com uma margem de seguranca (Gracioso et al., 1998).

O protocolo requer a observacdo dos animais que foram submetidos a triagem
farmacoldgica comportamental, por um periodo de 04 horas. Os camundongos foram
mantidos no biotério com livre acesso a 4gua e comida, sendo monitorados a cada 24
horas durante um periodo de até 14 dias, para o registro de possiveis mortes, a fim de
estimar da DL50.

O método de classificacdo de toxicidade aguda é um procedimento faseado uso
de 3 animais de um unico sexo por etapa. Dependendo da mortalidade e / ou do estado
moribundo dos animais, em média, 2-4 etapas podem ser necessarias para permitir o
julgamento da toxicidade aguda da substdncia de ensaio. Este procedimento é
reproduzivel, usa muito poucos animais e é capaz de classificar substancias de modo
semelhante aos outros métodos de ensaio de toxicidade aguda (Diretrizes de ensaio 420
e 425). O método de classificacdo de toxicidade aguda baseia-se em avaliacdes
biométricas com doses, adequadamente separadas para permitir classificar uma

substancia para fins de avaliag&o de risco.
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4.2.2 Triagem farmacologica comportamental

A triagem farmacoldgica comportamental é realizada pelo emprego de alguns
critérios comparativos entre uma série de comportamentos apresentados pelos animais.
E uma metodologia preliminar que avalia o possivel efeito de uma droga no SNC e
SNA, e que possibilita caracterizar o efeito central da substancia (Almeida; Oliveira,

2006b; Almeida, 1999).

Os experimentos foram realizados de acordo com o protocolo experimental
descrito por Almeida e colaboradores (1999), adotado pelo Laboratério de
Psicofarmacologia. Os efeitos observados em cada periodo de tempo eram registrados
como ausentes ou presentes. Caso o efeito estivesse presente, um escore de intensidade
era marcado com um sinal positivo (efeito aumentado) ou dois sinais positivos (efeito
intenso). Se os comportamentos observados estivessem reduzidos ou ausentes, o efeito
da substancia era computado como um sinal negativo (efeito diminuido) ou através do
namero zero (ausente).

Foram utilizados camundongos machos (n = 8) separados em dois grupos, onde
o grupo experimental recebeu Alcool cindmico nas doses de 12.5, 25, 50, 100 e 200
mg/kg e o grupo controle recebeu o veiculo utilizado nas preparacdes (solucéo salina
0,9% e tween 80) via intraperitoneal. Os grupos de animais foram observados durante
um periodo de 04 horas, em que os diversos comportamentos ou alteracdes ocorridas
que indicassem atividade farmacoldgica no SNC, tomando como referéncia 0s
camundongos do grupo controle, foram registrados de acordo com a metodologia
descrita por (Almeida et al. 1999).

Parametros comportamentais foram observados durante as 4 primeiras horas nos
intervalos de 30, 60, 120, 180 e 240 minutos, conforme descritos no protocolo

experimental (figura 9). Tal metodologia possibilita conduzir o estudo farmacoldgico
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para utilizacdo de testes que levem a caracterizacdo de um efeito especifico (Franco,

2003).
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Protocolo experimental da Triagem Farmacolégica Comportamental

Substincia: Daose: Via: Data:
Horario: Animal/ Sexo / Idade:
Resp. pela administracio: Resp. pela observacao:

Quantificagio dos efeitos

e (0} sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso

FARMACOLOGICA

até 30° lh 2h 3h 4h

1-8NC

a — Estimulante
Agressividade
Ambulagio awmnerntada
Andar em circulo
Autolimpeza
Bocejo
Contorgdes abdormnais
Convulsdes
Escalar
Estereotipia
Imitabilidade
Levantar
Movimentacio intensa dasvibrissas
Pedalar
Sacudir a cabega
Saltos
Tremores
Vocalizacio

b — Depressora
Abducdo daspatas do trem posterior
Ambulagio dirminuida
Analgesia
Anestesia
Ataxia
Catatora
Cauda de Stzaub
Hipnose
Perda doreflexo auncular
Perda doreflexo comeal
Ptose palpebral
Feflexo do endireitamento
Eesposta ao toque diminuida
Sedagdo

2-8NA
Constipagio
Defecagio
Diarréia
Micgdo
Lacrimejamento
Salivagdo
Beszpiracio
Cianose
Piloerecio
Forga para agarmrar
Ténus muscular
3-Mortes

Obs.:

Figura 9. Protocolo experimental da triagem comportamental
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4.2.3 Avaliacéo da coordenacéo motora (teste do rota-rod)

O teste do Rota-rod foi proposto por Dunham e Miya (1957). E realizado para
detectar o efeito neurotoxico/miorrelaxante ou de incoordenacdo motora produzido por
agentes farmacoldgicos, tais como relaxantes musculares esqueléticos ou depressores do
SNC (Carlini; Burgos, 1979; Mattei; Franca, 2006).

Consiste em colocar camundongos sobre uma barra que gira a uma velocidade
constante de 7 r.p.m e verificar a capacidade do animal equilibrar-se sobre a mesma
(Mattei; Franga, 2006). Um dia antes (24h) do teste foi realizada uma pré-selecdo dos
animais, na qual foram considerados aptos ao teste 0s animais que permaneceram na
barra giratoria durante 3 minutos.

No experimento, os camundongos foram divididos em grupos de 6 animais, e
tratados com &lcool cindmico nas dose de 200 mg/kg. O grupo controle recebeu solugéo
salina 0.9% e Tween 80 a 5%. Passados 30 minutos das administraces, 0s animais
foram colocados no aparelho individualmente. Para cada animal foi registrado o tempo
de permanéncia total na barra, em um periodo de até 3 minutos, sendo o limite maximo
de trés quedas para cada animal (Dunham; Miya, 1957). Este procedimento foi repetido

com 60 e 120 minutos ap6s 0s tratamentos.
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4.2.4 Teste do Campo Aberto

O Teste do Campo Aberto é um procedimento adequado para mensurar nao
apenas comportamento de ansiedade, mas também sedacdo ou atividade exploratoria do
animal (Prut; Belzung, 2003). Consiste em uma arena circular com a finalidade de testar
os efeitos de ambientes ndo familiares sobre a emocionalidade em roedores (Hall,
1934). O animal apresenta como caracteristicas quando exposto a um ambiente novo, a
exploracdo, apesar do estresse e do conflito provocado pelo mesmo (Montgomery,
1955). O teste baseia-se em submeter o animal a um ambiente desconhecido, do qual a
fuga € impedida por paredes circundantes (Walsh; Cummins, 1976; Prut; Belzung,
2003).

Foram utilizados 5 grupos de 6 camundongos cada, onde o grupo experimental
foi tratado com Alcool cinamico nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg e o grupo controle
foi tratado com o veiculo (Solucdo Salina 0,9% e tween 80).

Trinta minutos apds os respectivos tratamentos por via intraperitoneal (i.p) 0s
animais foram colocados individualmente no centro da arena para explora-la livremente
por um periodo de 5 minutos.

Adotou-se como pardmetros: a ambulacdo (numero de cruzamentos dos
seguimentos pelo animal com as quatro patas), nimero de comportamentos de levantar
(rearing) e tempo de comportamento de autolimpeza (grooming) (Montgomery, 1955;
Leite; Siqueira, 2006).

Inicialmente o aparelho foi limpo com alcool a 70% e entre a colocagdo de cada
animal, o aparelho foi limpo com alcool a 10% a fim de se eliminar possiveis odores

deixados por animais anteriores.
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4.2.5 Teste do Labirinto em Cruz Elevada (LCE)

O LCE foi desenvolvido para a avaliacdo de ratos (Pellow et al., 1985) e,
posteriormente, adaptado para camundongos (Lister, 1987). Trata-se de uma
combinacdo de ambientes abertos e altura, no objetivo de gerar alteragcbes no
comportamento do animal, comumente relacionadas a sensacdo de ansiedade em
humanos (Schmitt; Hiemke, 1998). Baseia-se no comportamento natural dos roedores
em procurar permanecer em ambientes sombrios, perto de paredes e em evitar locais

elevados (Bradley et al., 2007a).

Foram utilizados cinco grupos de 6 camundongos tratados nas doses de 12,5, 25
e 50 mg/kg, por via i.p, um grupo controle tratado com o veiculo (Tween 80 e salina,
i.p) e outro grupo tratado com diazepam (1 mg/kg, i.p.), utilizado como padrao.
Passados 30 minutos ap0s 0s respectivos tratamentos os camundongos foram
submetidos a avaliacdo no labirinto. Os animais foram colocados individualmente na
plataforma central, voltado para um braco aberto. O nimero de entradas nos bragos
abertos e fechados, o tempo de permanéncia dos animais nos bracos abertos e fechados
e 0 numero de cruzamentos entre 0s bracos do labirinto foram registrados durante um
periodo de 5 min. Foi considerada como entrada no brago, quando todas as quatro patas

do animal estavam dentro do mesmo (Biala; Kruk, 2008).
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4.2.6 Teste do Nado Forcado

O modelo animal mais utilizado para triagem de novas drogas antidepressivas é
0 nado forcado (Cryan; Holmes, 2005). Apesar deste modelo ndo reproduzir
adequadamente a sintomatologia da depressdao observada em humanos, ele apresenta um
alto valor preditivo na procura por substancias antidepressivas (Willner, 2005), uma vez
que antidepressivos classicos reduzem o tempo de imobilidade neste protocolo (Cryan;

Page; Lucki, 2002).

Ao forcar os animais a nadar em um ambiente onde ndo ha possibilidade de
escapar, eventualmente param a luta (tentar sair) e cedem a estressante condicdo. Este
comportamento de imobilidade é considerado como um desespero comportamental, o
qual pode ser interpretado como um estado depressivo (Porsolt, 1977). Assim, estudos
sugerem que drogas que diminuem o tempo de imobilidade (T1), no modelo do nado

forcado, podem sugerir possivel acao tipo antidepressiva (Silva, 2007; Melo, 2006).

Os animais foram divididos em grupos (n=6) e tratados via intraperitoneal com
Salina (solucéo fisioldgica 0,9% — 0,1 mL/10 g), imipramina (30 mg/kg), € 0s grupos
experimentais (&lcool cindmico) nas doses de 25, 50 e 100mg/kg. Ap6s 30 minutos da
administracdo, cada animal foi colocado para nadar individualmente no cilindro por 6
minutos, sendo os 2 primeiros minutos de adaptacdo e durante os Ultimos 4 minutos foi
cronometrado o tempo de imobilidade (em segundos), parametro utilizado para avaliar o

efeito da droga neste modelo experimental (Porsolt et al, 1978).
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4.2.7 Teste da Formalina

O teste da formalina foi descrito por Vaz et al., (1996), que representa uma
modificagdo do modelo original de Hunskaar, Fasmar e Hole, (1985). Nesta
metodologia administra-se 20pL de uma solucdo de formalina 2,5% na regido
subplantar da pata posterior direita do animal, o que induz a estimulacdo dos
nociceptores, sendo o tempo de lambida da pata considerado indicativo de resposta
nociceptiva (Souza et al., 2000). Avaliado durante duas fases (Shibata et al., 1989).

A primeira fase ocorre nos 5 primeiros minutos ap6s a injecdo da formalina e,
provavelmente, é resultante da estimulacdo direta dos nociceptores, levando a uma
resposta neurogénica. A inibicdo dessa fase é indicativa de drogas analgésicas que
atuam em nivel central. Em seguida, h4 um periodo chamado de interfase (5-15 min),
que é caracterizado pelos mecanismos enddgenos de supressdao da dor (Gaumond,
2007). A segunda fase (15-30 minutos) é caracterizada por um processo inflamatorio,
gerada tanto pela estimulacdo de nociceptores como pela liberagdo de mediadores
inflamatorios (Hunskaar; Hole, 1987).

Cinco grupos de 6 camundongos receberam, por via i.p., 0 pré-tratamento com
50, 100 e 200 mg/kg de alcool cindmico, além de um grupo que recebeu o veiculo e
outro tratado com morfina 10 mg/kg (solubilizado em salina) que funcionou como
padrdo positivo.

Transcorrido 30 minutos dos tratamentos, injetou-se a solucdo de formalina na
pata do animal e em seguida foram colocados na caixa de observacdo sendo entédo
registrado o tempo de lambida da pata que recebeu a formalina nas duas fases

supracitadas. Uma reducdo dessa resposta dolorosa nos animais tratados com o dleo
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essencial em estudo, quando comparado ao grupo controle, indicard uma atividade

antinociceptiva.
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RESULTADOS



5. RESULTADOS

5.1 Estimativa da dose letal 50% (DLsp)

O élcool cindmico, administrado via i.p. na dose de 300 mg/kg, ndo promoveu

mortalidade nos camundongos (n=3) no periodo de 14 dias. Seguindo o protocolo

OECD 423 (Figura 10), foi administrado a dose de 2000 mg/kg, que promoveu

mortalidade em todos o0s animais. Baseando-se nesses resultados, de acordo com o

protocolo seguido, pdde-se estimar a DLsp, em aproximadamente 500mg/kg. Sendo

assim, admite-se preliminarmente que utilizando doses aproximadas a 1/3 da DLsp

pode-se ter uma margem de seguranca em relagdo a toxicidade mediante estudos

agudos.

Protocole OECD 413

NJnicie ~

300 mg'kg 1000 me'kg
3 amimais € 3 animaiz
G- D @D
300 mg'kg 2000 mg'kg
3 animais 3 animais
2-3) Q-1 C-D QU —g{u-ﬂ) GC-D D >
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v
Categoria 1 Categoria 1 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5 Categoria 5 ou ni
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Figura 10. Protocolo OECD 423. Procedimento de ensaio com dose inicial de 2000 mg / kg peso corporal.
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5.2 Efeito do Alcool cinamico na triagem farmacoldgica comportamental

As alteracbes comportamentais (Tabela 2) nos camundongos tratados com &lcool
cindmico via i.p, apresentaram diferencas marcantes em relagdo ao grupo controle, em
termos de atividade depressora do SNC.

Os animais tratados com a dose de 12.5, 25 e 50 mg/kg de alcool cinamico
apresentaram analgesia moderada nos primeiros 30 minutos. Outros comportamentos
depressores ou em nivel de sistema nervoso autbnomo ndo foram registrados nas
respectivas doses.

Na dose de 100 mg/kg os animais tratados continuaram apresentando analgesia
em relacdo ao grupo controle, nos primeiros 60 minutos de observagdo, sendo com uma
menor intensidade no minuto 60. Observou-se também, perda do reflexo auricular e
ambulacdo diminuida de forma menos intensa.

Na dose de 200 mg/kg, observou-se nos primeiros 30 minutos, analgesia, perda
do reflexo corneal e resposta ao toque diminuida de maneira intensa. Registraram-se
também, perda do reflexo auricular e ambula¢do diminuida de forma menos intensa.
Com 60 e 120 minutos observou-se analgesia discreta. Ndo foram presenciados efeitos
estimulantes ou em nivel de sistema nervoso autbnomo, na referida dose.

Com base nos resultados observados, pode-se constatar a atividade
psicofarmacolédgica tipo depressora, do &lcool cindmico. Diante disso as doses
escolhidas foram, 12,5, 25, 50, 100 e 200 mg/kg. Dessa forma, procedeu-se com a
continuidade dos experimentos, onde os estudos foram direcionados para atividades
gerais no sistema nervoso central e, posteriormente, para atividades especificas
(antinociceptiva, ansiolitica, depressora), afim de tracar o perfil psicofarmacolégico da

substancia.
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Tabela 2 - Alteragdes comportamentais observadas nos animais tratados com alcool Cinamico
nas doses de 500, 200, 100, 50, 25 e 12,5 mg/kg. [(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito

presente, (++) efeito intenso] n=8.

Até 30 (+) analgesia,
60 (-) analgesia
120 -
180 -
240 -
(++) analgesia, (+) Perda de reflexo
auricular, (++) Perda do reflexo corneal,
Até 30
(+) Resposta ao toque diminuida, (+)
ambulacéo diminuida.
60 (+) analgesia
120 (0) analgesia
180 (0) analgesia
240 (0) analgesia
(++) analgesia, (+) Ataxia, (+) Perda de
reflexo auricular, (++) Perda do reflexo
Até 30 corneal, (+) Reflexo do endireitamento,
(++) Resposta ao toque diminuida, (+)
ambulacéo diminuida.
60 (+) analgesia
120 (-) analgesia
180 (-) analgesia
240 (0) analgesia
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5.3 Testes gerais para avaliacdo da atividade no SNC

5.3.1 Teste do Rota rod

Conforme os resultados apresentados no teste do rota Rod, os camundongos
tratados com &lcool cindmico na dose 200 mg/kg ndo apresentaram alteracéo
significativa no tempo de permanéncia na barra giratoria (coordenacdo motora), em
relacdo aos animais do grupo controle (Grafico 1). Esta constatacdo se deu nos trés
tempos de observagdo, ou seja, aos 30” (200 mg/kg: 180 * 0.00 vs. 178 + 1.24), 60’
(200 mg/kg: 180 £ 0.00 vs. 180 £ 0.00) e 120’ (200 mg/kg: 179 + 1.15 vs 177 + 2.61)

apés 0s tratamentos.

RotaRod
2001
o e ] Tween as5%
Il AC 200 mg/k

150 g/kg
" Bl Diazepam 4 mg/kg
o
o 1004
IS
(]
|_

50

Gréfico 1 - Efeito do alcool cindmico na dose de 200 mg/kg (i.p.) sobre o tempo de
permanéncia na barra giratéria no teste do rota rod em camundongos. Os valores estdo
expressos como média + e.p.m. (n=6). ***p<0,001 vs grupo controle. ANOVA “one way” —
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.
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5.3.2 Teste do Campo Aberto

No gréfico 2, os animais que receberam alcool cindmico nas doses de 50, 100 e
200 mg/kg via i.p, apresentaram uma diminuigao significativa do parametro ambulagéo
nas doses de 100 mg/kg: 29.5 £ 2.87 e 200 mg/kg: 26.7 + 4.09) em relacdo ao grupo

controle (56.2 £ 6.45).

Ambulacéo

80 1
3 tweenasw

B Ac 50 mg/kg

_I

Bl Ac 100 mg/kg
Bl AcC 200 mg/kg

Ambulagédo (n°)
N B
o o
1 L

Gréfico 2 - Efeito do alcool cindmico nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg na ambulagdo no teste
do campo aberto em camundongos. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. (n=6).
**p<0,01 vs grupo controle. ANOVA “one way” — Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.

Em relacdo ao tempo de autolimpeza (grooming), no grafico 3, ndo houve uma
diferenca significativa ao comparar 0s animais tratados com alcool cindmico nas doses
de 50 mg/kg (7.17 + 1.40); 100 mg/kg ( 12.2+ 1.99) e 200 mg/kg ( 2.00 £ 0.77) em

relacdo ao grupo controle (7.80 £ 0.70).
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Grooming

151
] Tweenas%

—_ Bl Ac 50 mgikg
7]
= 107 Bl Ac 100 mg/kg
g 1 Il AcC 200 mg/kg
o
© 5+
O

0 T

Gréfico 3 - Efeito do alcool cindmico nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg (i.p.) sobre nimero de
grooming no teste do campo aberto. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. (n=6).
ANOVA “one way” — Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.

O parémetro levantar (rearing), apresentado no grafico 4, observou-se nas doses
de 100 e 200 mg/kg uma reducdo no namero de vezes em que este comportamento

ocorreu, em relacdo ao grupo controle (7.80 = 0.70).

Rearing
40 -
] Tweenas5%

o4 T B Ac 50 mg/kg
0 Bl Ac 100 mgikg
< 20- Bl AC 200 mg/kg
©
(]
[a'd

10+

Gréfico 4- Efeito do alcool cinamico nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg (i.p.) sobre nimero de
rearing no teste do campo aberto. Os valores estdo expressos como média £+ e.p.m. (n=6).
***n<0,001 vs grupo controle. ANOVA “one way” — Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.
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5.4 Teste do labirinto em cruz elevado

O tempo de permanéncia e 0 nimero de entrada nos bragos abertos nos animais
tratados com alcool cindmico nas doses de 12,5 mg/kg (42.5 + 5.15) e 25 mg/kg (54 *
8. 09) via i.p, ndo interferiram de maneira significante, no nimero de entradas e o tempo
de permanéncia nos bragos abertos, quando comparados da substéncia de referéncia

(padréo), diazepam, na dose de 1 mg/kg (32.4 + 3.27).

Os resultados apresentados nos graficos 5 e 6 demonstram que 0s animais
tratados com alcool cindmico nas doses de 12,5 mg/kg (5.50 = 0.64) e 25 mg/kg (5.57 +
0.71), via i.p, apresentaram alteracdes significativas no numero de entradas e no tempo

de permanéncia nos bragos abertos quando comparados ao controle negativo (2.33 +

TPBA
80
[CJ tweenas%
60 4 - Bl Ac12,5 mglkg
Bl Ac25 mglkg
[ Diazepam 1 mg/kg

Tempo (s)
»
o
1

_|

0.40).

Gréfico 5 - Efeito do alcool cindmico nas doses de 12,5 e 25 mg/kg (i.p.) sobre o tempo
permanéncia nos bragos abertos. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. (n=6).
**p<0,01 vs grupo controle ANOVA “one way” — Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.
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Gréfico 6 - Efeito do alcool cindmico nas doses de 12,5 e 25 mg/kg (i.p.) numero de entrada
nos bragos abertos. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. (n=6). **p<0,01 vs grupo
controle. ANOVA “one way” — Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.

5.5 Nado Forcado

O tempo de imobilidade dos animais tratados com Alcool cindmico (Gréfico 7),
em trés doses 25 mg/kg (122 £16.4), 50 mg/kg (129 £ 18.5) e 100 mg/kg 159 + 21.0),
via i.p. apenas a dose de 100 mg apresentou um maior tempo de imobilidade quando
comparado ao grupo controle (salina) (91.5 + 24.5), bem como ao grupo tratado com

substancia de referéncia (padrdo), imipramina 30 mg/kg (26.7 £ 16.5).

Nado Forcado
200 -
H 3 Tween a 5%
= 150 - = 25mg
e T B 50mg
E 100 T Bl 100mg
E Bl imipramina 30mg
= 50 4
0 T T

Gréfico 7 - Efeito do alcool cinamico nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg (i.p.) sobre o tempo de
imobilidade no teste do nado forcado. Os valores estdo expressos como média + e.p.m. (n=6).
**p<0,01 vs grupo controle. ANOVA “one way” — Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.
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5.6 Teste de Formalina

Na primeira fase do teste (Grafico 8), correspondente aos cinco primeiros
minutos apds a administracdo intraplantar da solucdo de formalina, verificou-se que os
animais tratados com Alcool cindmico, nas doses de 100 mg/kg (37.5 + 4.76) e 200
mg/kg ( 14.8 £ 4.59) diminuiram significativamente o tempo de lambida da pata, em
relagdo ao grupo controle (93.7 +£10.9). Além do mais, os resultados obtidos foram

semelhantes aos da substancia de referéncia (padrdo), morfina, na dose 10 mg/kg (9.83

+2.12).
1° Fase
150 A
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Gréfico 8 - Efeito do alcool cindmico nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg (i.p.) sobre o tempo de
lambida pata no teste da formalina (12 fase) em camundongos. Os valores estdo expressos como
média + e.p.m. (n=8). ***p<0,001 vs grupo controle. ANOVA “one way” — Tukey's seguido do
teste de Dunnet.

O comportamento de lamber a pata, assim como na primeira fase do teste,
também ocorreu uma diminuicdo na segunda fase (Grafico 9), que corresponde aos
quinze minutos finais do experimento. Os animais que receberam alcool cindmico nas
doses de 50 mg/kg (187 * 23.2), 100 mg/kg (107 + 24.0) e 200 mg/kg (30 £ 14.2)
tiveram o tempo de lambida da pata reduzido significativamente em relacdo ao grupo

controle (299 * 22.7) e semelhantemente a morfina (5.17 + 1.30).
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Gréfico 9 - Efeito do alcool cindmico nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg (i.p.) sobre o tempo de
lambida pata no teste da formalina (22 fase) em camundongos. Os valores estdo expressos como
média + e.p.m. (n=8). ***p<0,001 vs grupo controle. ANOVA “one way” — Tukey's seguido do
teste de Dunnet.
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6. DISCUSSAO
O interesse de estudar o alcool cindmico surgiu a partir dos efeitos no SNC
apresentado por substancias analogas relatados na literatura, como: antidepressivo
(Cuan et al., 2017 Gunia, et al, 2012) e anticonvulsivante (Yao et al, 2015). Este

historico estimulou as investigacdes do perfil psicofarmacoldgico do alcool cinamico.

A via de administracdo adotada foi a i.p. que é a via parenteral mais utilizada em
pesquisas com animais, devida a facilidade do procedimento e sua rapida absorcéo,

atingindo o efeito esperado em tempo equiparado ao da via endovenosa (Lukas, 1971).

Inicialmente foi realizada uma pesquisa sobre a toxicidade aguda do alcool
cindmico, onde temos a estimativa da DLs, como sendo o indicador de toxicidade
aguda, representando assim, o primeiro passo da andlise toxicoldgica (Lorke, 1983). O
objetivo de estimar a DLsy consiste na avaliacdo dos possiveis efeitos toxicos da
substancia em estudo, além de obter doses com uma margem de seguranga que possam
ser utilizadas, evitando-se assim a administracdo de doses toxicas, que mascaram 0S
efeitos observados em relacdo a verdadeira acdo psicofarmacoldgica da substancia em
analise (Salgado, 2011). Fundamentando-se nos resultados, de acordo com o protocolo
seguido, pode-se estimar a DLsp, em aproximadamente 500mg/kg de peso corporal, 0
que forneceu uma boa margem de seguranga para a padronizacdo das doses de 12.5, 25,
50, 100 e 200 mg/kg a serem utilizadas nos camundongos, pela via i.p., nos testes
subsequentes.

A triagem farmacoldgica comportamental viabiliza averiguar o perfil
farmacologico de uma substancia, pela avaliacdo preliminar de atividade sobre o SNC e
autonomo (Almeida et al., 1999; Almeida; Oliveira, 2006). Analgesia foi o principal
efeito apresentado pelo alcool cindmico nos camundongos, durante o periodo de

triagem. Este parametro foi observado em todas as doses administradas via i.p,
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sugerindo um perfil antinociceptivo do alcool cindmico. Pdde-se observar também
outros parametro como: perda do reflexo corneal, resposta ao toque diminuida, perda do

reflexo auricular, sedacdo e ambulagédo diminuida.

Baseando-se nos resultados observados na triagem farmacoldgica
comportamental, indicativos de efeito depressor da substancia, partiu-se para a
realizacdo dos testes gerais que confirmariam a atividade psicodepressora do alcool
cindmico, onde foi elencado o Teste do Campo Aberto (Hall, 1934).

O teste do campo aberto é indicado para medir a ansiedade ou atividade
exploratdria do animal (Prut & Belzung, 2003). Ao ser introduzido em um ambiente
desconhecido a tendéncia natural do animal é a de explora-lo, mesmo com o estresse do
conflito causado pela repulsa ao desconhecido (Montgomery, 1955). O principal fator
ansiogénico deste modelo ¢ a retirada do animal do ambiente em que esta familiarizado
e transferi-lo para ambiente do teste (campo aberto) (Ennaceur, et al, 2006).

Apesar deste modelo animal ser utilizado frequentemente para avaliar o
comportamento de ansiedade, ndo se caracteriza como um método especifico, visto que
ndo tem sido estudado apenas drogas ansioliticas (benzodiazepinicos), mas também
substancias estimulantes (anfetaminas), epileptogénicas e sedativas (neurolépticos) (Prut
& Belzung, 2003), justificando, assim, seu uso como teste geral.

No teste anunciado, foram observados os seguintes parametros: ambulacéo
(comportamento exploratério horizontal), tempo de autolimpeza (grooming), nimero de
vezes em que o animal levantava (rearing — comportamento exploratorio vertical).

A atividade locomotora do animal em um ambiente novo, representada pela
ambulacdo, esta diretamente relacionada com o grau de excitabilidade do SNC, onde se

tem que o aumento da atividade exploratéria é observado apos o tratamento dos animais
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com drogas ansioliticas, enquanto a reducdo desse comportamento é indicativo de
atividade sedativa (Franco et al., 2005).

Para avaliacdo da atividade exploratéria leva-se em consideracdo numero total
de cruzamentos no campo aberto. Podendo ser modulado por farmacos que apresentem
atividade no SNC ou atuem como relaxantes musculares periféricos (Salgado, P. 2011).

Diante de situagbes estressantes, como a exposicdo a um ambiente
desconhecido, também se avalia o grau de ansiedade do roedor, o comportamento de
rearing, onde se contabiliza o nUmero de vezes em que o animal se ergue, apoiando-se
apenas sobre suas patas posteriores. O numero de rearing tende a aumentar com a
utilizacdo de substancias com atividade ansiolitica, a reducdo deste parametro é
indicativa de drogas sedativas (Johansson, 1989; Shaw et al., 2007).

No presente estudo, os animais tratados com alcool cindmico, no comportamento
exploratorio horizontal (ambulagdo), no comportamento exploratério vertical (rearing)
e no comportamento de grooming, na dose de 50 mg/kg néo foi observado alteragdes
significativas, corroborando com o estudo de Cosentino (2004) e Norte (2005), onde se
avaliou os fenilpropandides estragole e metil eugenol, respectivamente, nao
observando-se alteragdes nestes parametros no teste do campo aberto.

Nas doses de 100 e 200 mg/kg, observou-se uma reducdo do parametro
ambulacdo e rearing, insinuando que a substancia teste tem efeito similar ao
apresentado por substancias depressoras do SNC. Estes achados sugerem que nestas
doses o alcool cinamico apresenta um perfil de droga psicodepressora.

O grooming é tido como um comportamento natural do animal, em situacdes de
estresses, mostra-se exacerbado. O tempo de grooming no teste do campo aberto
diminui em animais tratados com drogas ansioliticas (Kalueff & Tuohimaa, 2005),

situacGes de medo ou ansiedade tendem a aumentar este comportamento (Shaw et al.,
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2007). Nos animais tratados com alcool cindmico, em todas as doses testadas, ndo
houve alteracdo significativa neste parametro em relacdo aos animais do grupo controle.

Durante o estudo de uma nova substancia, uma etapa relevante € a investigacdo
de possiveis reacdes adversas, as quais estdo presentes em algumas classes de
medicamentos ja comercializados. Os benzodiazepinicos (BZDs) sdo medicamentos
amplamente utilizados por seus efeitos ansioliticos e anticonvulsivantes (Kavvadias et
al.,, 2004). Entretanto, podem causar efeitos considerados indesejaveis em um
ansiolitico, como a sedacdo e o miorrelaxamento (Almeida et al., 2009; Almeida et al.,

2010).

Uma Metodologia bastante utilizada nesta fase da pesquisa é o teste da barra
giratdria (rotarod), visto que pode-se detectar algum comprometimento motor causados
por agentes farmacoldgicos (Pultrini et al, 2006). Podendo-se também avaliar a
integridade da coordenagdo motora dos animais, levando em consideragéo a capacidade
do animal caminhar na barra giratoria durante um intervalo de tempo pré-determinado.
(Capasso et al., 1996). Quando os animais tratados com a droga a ser investigada,
apresentam um desempenho semelhante aos animais do grupo controle, significa a falta

de comprometimento motor (Blanco et al., 2009).

Os animais tratados com alcool cindmico na dose de 200 mg/kg, via i.p, ndo
apresentaram alteracdo significativa no tempo de permanéncia na barra giratéria em
relacdo aos animais do grupo controle, descartando algum efeito miorelaxante ou
neurotéxico. E importante a avaliacdo da funcdo motora, apds um tratamento, para ndo
gerar resultados falso-positivos nos modelos animais de nocicep¢do, uma vez que
distdrbios na atividade locomotora do animal podem levar a conclusdes erroneas, tais

como efeito “pseudo-antinociceptivo” (Wilhelm et al., 2009).
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O teste do Labirinto em Cruz elevado (LCE) é um modelo amplamente utilizado
para o estudo do comportamento de ansiedade em ratos e camundongos. Substancias
que apresentem atividade ansiolitica tendem a aumentar o nimero de entrados e o
tempo de permanéncia nos bracos abertos. (Santos et al., 2006; Daza-losada et al.,
2008). O teste é baseado na aversao natural que os roedores apresentam a areas abertas e
elevadas (Raupp et al., 2008), sendo o mais utilizado na procura de novas substancias
com atividade semelhante aos benzodiazepinicos (Chen et al., 2004). O comportamento
natural dos roedores é preferencialmente ambientes fechados, pela sensacdo de

seguranca que eles proporcionam e menor claridade (Almeida et al., 2004).

Neste trabalho, os parametros observados neste teste foram: nimero de entradas
e o tempo de permanéncia nos bragos abertos (Almeida, 2006). O &lcool cindmico
aumentou significativamente o ndmero de entradas e o tempo de permanéncia dos
camundongos nos bragos abertos do labirinto, nas duas doses testadas. Estes resultados
indicam uma atividade ansiolitica da substancia em estudo. Corroborando com (Deng et
al, 2010) onde substancias com atividade ansiolitica apresentam resultado semelhante
aos de animais tradados com diazepam (que é a droga utilizada com padrdo positivo),

aumentando o numero de entrada e o tempo de permanecia nos bragos abertos.

A depressdo € um transtorno psicologico que apresenta registros, porém ainda
ndo é completamente conhecida, sendo caracterizada como uma perturbacdo de ordem
emocional cujas alteracdes envolvem esferas da cognicao, fisiologia, comportamentos e
emocao (de Aradjo Pinheiro, 2018) assim modelos animais foram desenvolvidos com a
finalidade de investigar a depressao (Fernandes, 2012). O modelo animal escolhido para
avaliar um possivel efeito antidepressivo do alcool cindmico foi o teste do Nado

Forcado. Este modelo apresenta um alto valor preditivo para drogas antidepressivas,
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mesmo 0 modelo nédo reproduzindo adequadamente a sintomatologia da depresséo em

humanos (Willner, 2005).

Esse teste é baseado na observacdo de roedores ao ser colocados dentro de um
cilindro com &gua, de forma a ndo haver possibilidade de fuga. Ao forcar os animais a
nadar em um ambiente onde ndo h& possibilidade de escapar, 0s mesmos apresentam
comportamentos passivos (flutuacdo) (Fernandes, 2012). Este comportamento de
imobilidade é considerado como um desespero comportamental, o qual pode ser
interpretado como um estado depressivo (Porsolt, 1977). Nesta perspectiva, estudos
sugerem que drogas que diminuem o tempo de imobilidade, no modelo do nado
forcado, podem sugerir possivel acdo tipo antidepressiva (Silva, 2007; Melo, 2006). Os
antidepressivos classicos reduzem o tempo de imobilidade neste protocolo (Cryan;

Page; Lucki, 2002).

O tempo de imobilidade dos animais tratados com alcool cindmico via i.p. nas
doses de 25 e 50 mg/kg ndo apresentaram alteracdes significativas, diferentemente dos
tratados na dose de 100 mg/kg, que aumentaram significativamente o tempo de
imobilidade quando comparado ao grupo controle e ao grupo tratado com imipramina.
Demonstrando assim que a substancia ndo apresenta acdo antidepressiva, diferindo do
aldeido cinamico (substancia analoga ao alcool cindmico), que apresentou um potencial

efeito antidepressivo em camundongos (Yao, et al., 2015).

O élcool cindmico, durante a triagem farmacoldgica comportamental, apresentou
perfil de droga antinociceptiva. Entretanto a triagem trata-se de um teste geral, sendo
assim, para analise de uma possivel atividade antinociceptiva foi escolhido o teste da

formalina, a metodologia ¢ amplamente utilizada como modelo de dor persistente,
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apresentando boa correlacdo com a dor clinica (Tjolsen et al., 1992; Campos et al.,

2002).

Inicialmente, este modelo era utilizado para analise da dor em ratos e gatos,
posteriormente houve uma adaptacéo desta metodologia para camundongos (Hunskaar,

et al, 1985), onde observa-se um padrdo de resposta pelos animais tratados.

O parametro observado neste teste consiste na intensa atividade de lamber a pata
que recebeu o estimulo nocivo em dois periodos distintos. A primeira fase, com duragédo
de 5 minutos € iniciada logo apds a administracdo da formalina. A segunda fase consiste
dos 15 aos 30 minutos apds a administracdo do estimulo quimico.

As fases do teste apresentam mecanismos nociceptivos distintos, onde a primeira
caracteriza-se por uma resposta neurogénica ou aguda (acao direta da formalina sobre os
nociceptores) e a segunda fase envolve respostas inflamatorias (Hunskaar; Hole, 1987).

Quando a formalina € administrada na regido intraplantar do camundongo, ha
um estimulo das fibras nociceptivas aferentes, causando a liberacdo de substancias
como glutamato, GABA, substancia P, peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(Sevostianova et al., 2003; Shields et al., 2010).

Na primeira fase do teste, 0 mecanismo de a¢do nociceptiva caracteriza-se pela
excitacdo direta das fibras C sensoriais, através da ativacdo de receptores TRPAL
(Mcnamara, et al., 2007). Mediadores como substancia P e bradicinina participam deste
mecanismo neurogénico (le bars; Parada, et al., 2001). FArmacos que atuam via opidide,
caracterizam-se por agirem nesta fase neurogénica da nocicepcao (Ferreira et al., 2006).

Findada a primeira fase, da-se um intervalo de 10 minutos para iniciar a segunda
fase do teste. Neste periodo, ndo ha resposta do animal ao estimulo doloroso
(formalina), devido a uma diminuic¢do da atividade das fibras C e ativagdo de processos

inibitorios, como a liberacdo do neurotransmissor GABA (Kaneko, 1997).
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Na segunda fase, ha uma liberacdo de mediadores inflamatérios, como:
prostaglandinas, bradicinina, serotonina, aminas simpaticomimeéticas, histamina, TNF-a
e interleucinas (Rujjanawate; 2003; Ferreira et al., 2006).

A diminuicdo do tempo de lambida em ambas as fases é caracteristica de drogas
de acdo central, como os analgésicos opidides, enquanto a inibi¢do apenas da segunda
fase, € propriedade de drogas de acdo periférica, como os anti-inflamatérios néo-
esteroidais (Farsam et al., 2000; Adeyemi, 2004).

Os resultados obtidos evidenciaram que, na primeira fase do teste, nas doses de
100 e 200 mg/kg houve uma reducéo significativa no tempo de lambida da pata dos
animais. Na segunda fase do teste esta reducdo ocorreu nas trés doses testadas (50, 100
e 200 mg/kg) de forma semelhante ao grupo controle positivo (morfina).

Baseado nos resultados observados sugere-se que o fenilpropandide alcool
cindmico apresenta ndo apenas atividade antinociceptiva, mas também pode apresentar
uma possivel atividade anti-inflamatdria. Em concordancia com o exposto, Assis (2016)
referiu que o fenilpropandide 2-alilfenol, causava uma diminuicéo do pardmetro (tempo
de lambada) no teste da formalina nas duas fases observadas, caracterizando uma agéo
antinociceptiva central. O potencial efeito anti-inflamatério foi evidenciado no estudo
de (Schink et al, 2018) realizado com extrato de canela, seus compostos ativos trans-
cinamaldeido, alcool cindmico e p- cymene ou combinagdes, aumentando a poténcia
dos compostos ativos centrais abrindo uma nova estratégia de tratamento para diversas

doencas inflamatdrias.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados, podemos concluir gue o alcool cindmico:

Apresenta um perfil psicodepressor do SNC, sem comprometimento da

atividade motora;
e A DLg,foi estimada em 500 mg/kg;
e Apresentou atividade ansiolitica no teste do labirinto em cruz elevado;
e Na&o apresentou atividade antidepressiva no teste do nado for¢ado;

e Promove antinocicepg¢éo no teste de formalina;

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que o fenilpropandide
alcool cindmico apresenta perfil de substdncia com atividade ansiolitica e
antinociceptiva, por apresentar resultados no teste do labirinto em cruz elevado e em
metodologias comportamentais especificas de acdo central (formalina), baseada em
estimulo nocivo quimico. Porém, os mecanismos de acdo central envolvidos nestas
atividades permanecem desconhecidos. Os sistemas GABAérgico, opidide,
serotoninérgico, adrenérgico, entre outros, sdo alguns dos possiveis alvos de atuacao,
sendo necessarios mais estudos com ferramentas farmacoldgicas apropriadas, que levem

a elucidacdo de tais mecanismos.
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