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REsuMoO

Contextualizagdo: o consumo exacerbado de analgésicos e ansioliticos vém se
tornando uma grande preocupagio mundial e, no Brasil, isso ndo ¢ diferente, cons-
tituindo um sério problema de satide publica. Objetivos: este estudo testou dois
complexos homeopidticos ¢ um produto natural paras as atividades analgésica,
ansiolitica, e sobre as fungoes cognitiva. Metodologia: foram utilizados 40 camun-
dongos Swiss, recebendo dieta padrio e dgua ad libitum, igualmente divididos em 5
grupos: i. Grupo do Complexo Homeopitico (H1), cuja constitui¢io e poténcias
sdo, Ignathia amara L. 6CH, Phosphorus 6CH, Aconitum napelus L. 6CH, Vale-
riana officinalis L. 6CH e Gelsemium sempervirens L. 6 CH;; ii. Grupo do Complexo

Homeopético (H2), cuja constituicio e poténcias sio, Arnica montana L. 6CH,
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Rhus toxicodendum L. 6CH, Atropa belladonna L. 6CH, Aconitum napelus L.
6CH, Symphytum officinale L. 6CH ¢ Hypericum perforatum 6CHj iii. Grupo da
7-epiclusianona (7-EPI) (ISOmg/kg, 60 min antes); iv. Grupo da Indometacina (GI,
10mg/kg, 60 min antes); e v. Grupo Controle (GC, placebo -salina). Os tratamentos
com os complexos homeopdticos foram feitos por 14 dias. Os seguintes testes foram
performados: Teste de Hor Plate (efeito analgésico); Teste de Campo Aberto (efeito
ansiolitico); Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO) Novo (capacidade cogni-
tiva), sendo todos filmados, e analisados estatisticamente. Resultados: houve um
significativo efeito em grooming entre os grupos H1, H2 e 7-EPI, comparados ao
GC (p < 0,05), demonstrando seus efeitos ansioliticos, e um significativo efeito no
tempo de laténcia entre os grupos H2, 7-EPI e GI (p < 0,05), comparados ao GC,
demonstrando analgesia. As substincias testadas nao demonstraram ter significativo
efeito no teste de exploragiodo objeto novo, portanto nio interferindo na capaci-
dade cognitiva dos camundongos. Conclusio: houve considerédveis efeitos analgé-
sico (H1, H2 e 7-EPI) e ansiolitico (H2 e 7-EPI), sendo que tais compostos positi-

vamente ndo interferiram na fungio cognitiva dos camundongos.

Palavras-chave: Analgesia, ansioliticos, complexos homeopaticos, 7-epi,

capacidade cognitiva.

SUMMARY

Effects of homeopathic medicines and 7-epiclusianone on
cognitive, analgesic and anxiolytic functions in an experimental
Swiss mice model

Background: the exacerbated consumption of analgesics and anxiolytics has
become a major concern worldwide and, in Brazil, this is no different, constituting
a serious public health problem. Objectives: this study tested two homeopathic
complexes and a natural product for analgesic, anxiolytic, and cognitive func-
tions. Methodology: 40 Swiss mice were used, receiving standard diet and water
ad libitum, equally divided into 5 groups: i. Homeopathic Complex Group (H1),
whose constitution and potencies are, Ignathia amara L. 6CH, Phosphorus 6CH,
Aconitum napelus L. 6CH, Valeriana officinalis L. 6CH e Gelsemium sempervirens L.
6CH; ii. Group of the Homeopathic Complex (H2), whose constitution and poten-
cies are, Arnica montana L. 6CH, Rbus toxicodendum L. 6CH, Atropa belladonna
L. 6CH, Aconitum napelus L. 6CH, Symphytum officinale L. 6CH ¢ Hypericum
perforatum 6CHy iii. 7-epiclusianone (7-EPI) group (150mg/kg, 60 min before); iv.
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Indomethacin Group (IG, 10mg/kg, 60 min before); and v. Control Group (CG,
placebo -saline). Treatments with homeopathic complexes were carried out for 14
days. The following tests were performed: Hoz Plate Test (analgesic effect); Open
Field Test (anxiolytic effect); Novel Object Recognition (NOR) task (cognitive
ability), all being filmed and statistically analyzed. Results: there was a significant
effect on grooming between groups H1, H2 and 7-EPI, compared to CG (p < 0.05),
demonstrating its anxiolytic effects, and a significant effect on latency time between
groups H2, 7-EPI and IG (p < 0.05), compared to CG, demonstrating analgesia.
The substances tested did not demonstrate a significant effect in the exploration test
of the new object, therefore not interfering with the cognitive ability of the mice.
Conclusion: there were considerable analgesic (H1, H2 and 7-EPI) and anxiolytic
(H2 and 7-EPI) effects, and these compounds, positively, did not interfere with the

cognitive function of mice.

Keywords: Analgesia, anxiolytics, homeopathic complexes, 7-epi, cognitive capacity.

RESUMEN

Efectos sobre las funciones cognitivas, analgésicas y ansioliticas
de los medicamentos homeopdticos y la 7-epiclusianona en un
modelo experimental de ratdn Swiss

Fundamento: ¢l consumo exacerbado de analgésicos y ansioliticos se ha convertido
en una gran preocupacion a nivel mundial y, en Brasil, esto no es diferente, cons-
tituyendo un grave problema de salud publica. Objetivos: este estudio probé dos
complejos homeopdticos y un producto natural para funciones analgésicas, ansio-
liticas y cognitivas. Metodologia: se utilizaron 40 ratones Swiss, recibiendo dieta
estindar y agua ad libitum, igualmente divididos en 5 grupos: i. Grupo Complejo
Homeopdtico (H1), cuya constitucién y potencias son, lgnathia amara L. 6CH,
Phosphorus 6CH, Aconitum napelus L. 6CH, Valeriana officinalis L. 6CH e Gelse-
mium sempervirens L. 6CH; ii. Grupo del Complejo Homeopdtico (H2), cuya
constitucién y potencias son Arnica montana L. 6CH, Rhus toxicodendum L. 6CH,
Atropa belladonna L. 6CH, Aconitum napelus L. 6CH, Symphytum officinale L.
6CH e Hypericum perforatum 6CHy iii. Grupo 7-epiclusianona (7-EPI) (150 mg/kg,
60 min antes); iv. Grupo Indometacina (GI, 10 mg/kg, 60 min antes); y v. Grupo
Control (GC, placebo-solucién salina). Se realizaron tratamientos con complejos
homeopdticos durante 14 dias. Se realizaron las siguientes pruebas: Prueba de placa

caliente (efecto analgésico); Prucba de campo abierto (efecto ansiolitico); Nuevo
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Test de Reconocimiento de Objetos (capacidad cognitiva), todo ello filmado y anali-
zado estadisticamente. Resultados: hubo un efecto significativo sobre el aseo entre
los grupos H1, H2 y 7-EPI, en comparacién con GC (p < 0,05), demostrando sus
efectos ansioliticos, y un efecto significativo sobre el tiempo de latencia entre los
grupos H2, 7-EP1 y GI ( p < 0,05), en comparacién con GC, demostrando anal-
gesia. Las sustancias probadas no demostraron un efecto significativo en la prueba
de exploracion del nuevo objeto, por lo que no interfirieron con la capacidad cogni-
tiva de los ratones. Conclusién: hubo considerables efectos analgésicos (H1, H2
y 7-EPI) y ansioliticos (H2 y 7-EPI), y estos compuestos no interfirieron positiva-

mente con la funcién cognitiva de los ratones.

Palabra clave: Analgesia, ansioliticos, complejos homeopaticos, 7-epi, habilidad

cognitiva.

INTRODUCAO

Os analgésicos tém seu papel no tratamento das dores agudas e cronicas, contudo, ¢
sabido que, mundialmente, ha um consumo abusivo desses medicamentos [1]. Ainda
h4 poucos dados na literatura brasileira que demonstrem o perfil de analgésicos consu-
midos pelo pais, porém alguns estudos ilustram o excesso no uso desta classe terapéu-
tica e de anti-inflamatérios nao esteroidais (AINES). Dipirona, paracetamol ¢ AINES
estio entre os fAirmacos mais utilizados [2-5].

O uso abusivo e prolongado de analgésicos ¢ um dos fatores que desencadeiam a dor
cronica, pois ha alivio da dor sem obtengao da cura. Com o tempo, a utiliza¢ao continua
pode se tornar um vicio, principalmente quando se trata de opioides [1, 3]. Isso é capaz de
gerar tolerincia, sindrome de abstinéncia e dependéncia nos usudrios. Os AINES, podem
causar disfun¢oes cerebrovasculares, renais, hepéticas, cardiovasculares, tromboéticas, gas-
trintestinais, gestacionais e fetais, elevando o indice de morbimortalidade [6].

Semelhante aoque ocorre com os analgésicos, os ansioliticos também geram grande
preocupagio em relagio a utilizagao excessiva, uma vez que o uso abusivo também pode
resultar na manifestacao de efeitos adversos graves bem como dependéncia quimica dos
pacientes [7, 8]. Os representantes mais comuns dos ansioliticos sio os benzodiazepi-
nicos, os quais fazem parte dos principais protocolos de tratamento da ansiedade [9].
O abuso na utiliza¢ao de ansioliticos tem causa multifatorial. Pode ser por automedica-
¢ao, erros de prescri¢ao, dependéncia ou até mesmo aumento da enfermidade que gera
a necessidade do uso desses medicamentos [10].
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Também muito comum na sociedade moderna, temos o consumo cada vez mais popu-
lar de medicamentos fitoterdpicos e homeopaticos. Desse modo, vem surgindo um
grande interesse na obten¢io de novas substincias com caracteristicas naturais e que
apresentem eficdcia quando o assunto ¢ novos medicamentos para promover analgesia
e efeitos anti-ansiedade, com destaque para os fitoterdpicos, os medicamentos homeo-
paticos ¢ as substancias isoladas de produtos naturais. Neste sentido, a biodiversidade
brasileira constitui uma enorme variedade a ser explorada na busca de substincias com
potencial farmacoldgico, incluindo as espécies vegetais, entre estas, algumas das que
estdo presentes nos complexos homeopdticos avaliados no presente estudo, os Comple-
xos Homeopdtico 1 (H1) e 0 2 (H2) (tabela 1). Assim, esse estudo procurou evidenciar
o efeito analgésico e ansiolitico da 7-epiclusianona (7-EPI), substincia extraida ¢ iso-
lada de Garcinia brasiliensis, e de dois complexos homeopéticos, 0 Complexo Homeo-

patico 1 (H1) e o Complexo Homeopitico 2 (H2).
MATERIAIS E METODOS

Aspectos éticos

Todos os experimentos envolvendo animais foram conduzidos de acordo com as reco-
mendagoes do National Institutes of Health [36]. O estudo foi aprovado pela comissao
de ética no uso de animais da UNIFAL-MG (CEUA/UNIFAL-MG), parecer niimero
0003/2021.

Este estudo nao envolve qualquer espécie vegetal ameagada de extingao e/ou protegida e
nenhuma permissio especifica foi requerida quanto ao uso do material vegetal.

Preparo das amostras testadas
Complexo Homeopitico

Os complexos homeopéticos foram obtidos da farmécia de manipulacio “Musgo”,
localizada no sul de MG. O critério de escolha para montagem dos complexos homeo-
paticos foi por essas substincias possuirem estudos de patogenesia e uso clinico atual. A
constitui¢ao de cada complexo homeopdtico ¢é apresentada na tabela 2.

7-Epiclusianona (7-EPI)
Para obtengio da 7-EPI (IUPAC, 3-benzoil-4-hidroxi6,6-dimetil-1,5,7-tris(3-metil-

but-2-en-1-il)biciclo[3.3.1]non-3- ene-2,9diona) foi usado o epicarpo das sementes
dos frutos de G. brasiliensis. Os frutos de G. brasiliensis foram coletados na regiao de
Vicosa, Minas Gerais, Brasil (latitude 20° 45’ 147sul e longitude 42° 52’ 55” oeste). A
identificagao botanica foi realizada por um perito em botinica, no horto botanico da
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Universidade Federal de Vigosa. A espécie encontra-se catalogada pela exsicata sob o
numero VIC2604, depositada no herbdrio da referida Universidade.

Os epicarpos dos frutos de G. brasiliensis foram secos em estufa com circulagio de ar a
uma temperatura de 40 °C durante 8 dias com monitoramento de perda de dgua. Apds
asecagem completa, o material foi pulverizado em moinho de facas, fornecendo 1000 g
e submetido a extracio por remacera¢io em 1000 mL de etanol absoluto a temperatura
ambiente. Foram filtrados e secos usando um rotavapor a pressio reduzida. Esse proce-
dimento foi repetido por 5 vezes.

Para isolar a 7-EPI o extrato etandlico do epicarpo de G. brasiliensis foi cromatogra-
fado em colunas de silica gel (CC) (230-400 mesh) (8 x 100 cm) e eluida com mistu-
ras de polaridade crescente de hexano/acetato de etila e acetato de etila/etanol sendo
as fracoes concentradas em rotavapor a pressao reduzida. Estas fra¢des foram reuni-
das em grupos de acordo com suas semelhangas apds a anélise por cromatografia em
camada fina (TLC). Quando necessirio, foram recromatografadas e, ou recristalizadas
em metanol para obten¢ao do composto puro, cujos padroes foram usados para sua
identificagio além dos dados espectrais [11, 37]. A pureza da 7-EPI (99%) foi deter-
minada (Shimadzu UFLC 20), usando uma coluna NST (Nano Separation Techno-
logies) C18-154605 (150 x 4,6 mm; 5,0 um de tamanho de particula). A fase mével
foi constituida de uma mistura de solugio de 4cido acético 5 mmol/L (eluente A) e
metanol/ 4cido acético 0,1% v/v (eluente B). O volume de injecio foi de 20,0 uL e
fluxo de 1,0 mL/min. Durante os 10 minutos iniciais a andlise foi realizada com 50,0%
de B, em scguida a concentragao de B aumentou linearmente até 100,0% em 20 min e
seguiu 100,0% de B até¢ 30 min. Depois a concentragao de B foi retomada a inicial para
preparar a coluna para a préxima andlise. Os cromatogramas foram obtidos em 254
nm ¢ seus picos foram comparados com padrdes previamente isolados no laboratério.

Indometacina

A Indometacina foi obtida da SM Empreendedorismo farmacéutico — LTDA, Alfe-
nas-MG.

Ensaios com os animais
Desenho experimental

Foram utilizados 40 camundongos machos, da espécie Swiss, pesando em média 25 g
com 8 semanas de idade, aclimatados conforme descrito na literatuta [38] e, manti-
dos com dieta padrio e dgua ad libitum, para testar o efeito analgésico, ansiolitico e
a influéncia na capacidade cognitiva das substincias em questio. Cada camundongo
passou apenas uma vez pelos teste de Campo aberto, Hot plate, e Teste/tarefa de reco-
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nhecimento de objetos (TRO), para se evitar viéses de repeticio, sendo feita a seguinte
divisao dos camundongos em grupo conforme mostrados na tabela 2.

Tabela 2. Grupos experimentais

Grupo Descrigao Administragio/dose/rota/periodo Animais (n)
GC Grupo controle Agua administrada durante 2 semanas 8
- placebo
Administracio de indometacina, por gavagem, 10
Grupo controle B .
GI . mg/kg em solugio de carboximetilcelulose (q.s.p. 8
— Indometacina )
1%), 60 min antes dos testes.
Administragio de 7- EPI, 150 mg/kg em solugio de
Grupo tratado o .
7-EPI carboximetilcelulose (q.s.p. 1%), por gavagem, 60 min 8

- 7-epiclusianona
antes dos testes.

Administragio didria durante 2 semanas, junto a
Grupo tratado | dgua de consumo', do complexo Homeopético
Hl1 —complexo | (H1): Ignathia amara L. 6CH?, Phosphorus 6CH, 8
homeopdtico H1 | Aconitum napelus L. 6CH, Valeriana officinalis L.
6Ch e Gelsemium sempervirens L. 6 CH.

Administragio didria durante 2 semanas, junto a
4gua de consumo, do complexo Homeopético (H2):
D _ complexo Arnica montana L. 6CH, Rhus toxicodendum L. g
6CH, Atropa belladonna L. 6CH, Aconitum napelus
L. 6CH, Symphytum officinale L. 6CH e Hypericum

perforatum 6CH.

Grupo tratado

homeopdatico H2

Nota: ! Suspensio/solugio: 60 gotas/L, o consumo pelos grupos foi monitorado ¢ registrado diariamente
(informado na secio Resultados). 2CH (diluicio centesimal Hahnemanniana) indicam as potencias.

Avaliagao dos compostos em promover analgesia, e efeitos ansioliticos e sobre a

cognic¢io dos camundongos
Teste do Campo Aberto

Para este teste, os camundongos foram testados separadamente, ou seja, um por vez,
em um campo aberto com dimensoes de 40 x 40 x 50 cm, e quadrantes com dimen-
s30 5 x 5 cm. O experimento foi realizado apds as 17 horas, em um ambiente com luz
e ruidos controlados. Cada experimento foi gravado pelo experimentador utilizando
uma cAmera digital, colocada de modo em que nio estivesse no campo de visio dos
camundongos. Cada animal foi testado durante 5 minutos, ¢ através das filmagens, que
se inicia com o animal no centro da 4rea determinada, foi possivel analisar o nimero
de quadrantes percorridos por minuto, quantidade de movimentos verticais bipodais
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(Rearing), autolimpeza (Grooming) e tempo de permanéncia na 4rea central, para a
determinacio das atividades locomotora e exploratéria [38].

Teste da placa quente (Hot Plate)

Para avaliacio da nocicepgao utilizou-se o teste Hot Plate com algumas modificagoes
[39]. Os camundongos foram retidos, um por vez, na superficie aquecida de um béquer
de 1000 mL, com temperatura mantidaa 50-52 °C. O teste foi gravado por uma cimera
digital, e posteriormente os videos foram analisados, observando o tempo de laténcia
para o comportamento de dor, caracterizado como os primeiros sinais de desconforto,
em que se pode ter a lambida das patas, levantamento da pata traseira, ou pelo movi-
mento de tremores vigorosos “shaking” em uma destas patas [40].

Teste/tarefa de reconhecimento de objetos (TRO) novo para investigagio de aprendizagem
¢ memdria em camundongos

O teste foi realizado em trés sessdes: uma sessao de habituacio, uma sessao de treina-
mento ¢ outra de teste. Foram utilizadas pecas de LEGO, para realizagao do teste. Cada
animal foi habituado na arena do teste durante 5 minutos e em seguida, ao ambiente de
realizagdo do teste, durante 2 horas. Logo apds, foi realizada a etapa de treinamento, no
qual os animais foram colocados na arena do campo aberto durante 5 minutos. Apds
24 horas, foi realizada a sessao teste, na qual um dos objetos idénticos foi removido
¢ substituido no mesmo local por outro objeto (objeto novo), possuindo as mesmas
dimensoes, mas com forma e cor diferente. Nenhuma pista visual foi encorajada na sala
experimental a ser usada como referéncia espacial, a sala estava vazia a0 maximo possi-
vel para a execugio do teste, incluindo auséncia de fita sobre a parede do aparato, nem
objetos deliberadamente colocados ao seu redor [41].

O experimento foi filmado através de uma cAmera digital, de modo que o observador ¢ o
equipamento, nio ficassem no campo de visio dos camundongos. Para andlise, a explo-
ragao do objeto foi definida como cheirar ou tocar o objeto com o nariz e/ou as patas
dianteira. Andar em torno do objeto nio foi considerado comportamento exploratério
[42]. O tempo de exploragio foi expresso em percentual do total de tempo de exploragio
computado em segundos, permitindo determinar a razao de discriminagao a partir da
proporc¢io de tempo de exploragao do objeto novo em relagao ao objeto familiar. O reco-
nhecimento de objeto foi distinguido pelo animal em passar mais tempo explorando o
objeto novo, indicado pelo valor do indice de discriminagio maior que 0,5.

Analise dos dados

Apos constatagao de normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk, procedeu-se
aandlise de varidncia (ANOVA) seguida de teste para comparagio multipla de médias
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(Tukey), com médias sendo consideradas estatisticamente diferentes e significativas

quando p foi < 0,05.
RESULTADOS

Primeiramente, os consumos dos complexos homeopaticos HI e H2 foram monito-
rados, sendo no grupo H1, 3,14 mL/10 g e, no grupo H2, 3,18 mL/10 g. Nao houve

diferenca estatistica significativa entre estes grupos.

Atividade ansiolitica - testes do campo aberto

O parametro grooming (ﬁgura 1) apresentou efeito estatistico significante (p < 0,05)
entre os grupos H1, H2 e 7-EPI, quando comparados com o grupo Controle. Além disso,
houve ainda diferenga significativa entre os grupos H1 ¢ H2 em relagao a Indometacina.
No entanto, as varidveis tempo de centro, rearing e nimero de quadrantes (figura 1: A, B,
C e D, respectivamente) nao apresentaram efeito significativo entre os grupos analisados
(H1, H2, 7-EPI ¢ Indometacina) quando comparados com o grupo Controle.

Atividade analgésica (antinociceptiva)—Hoz plate

O parimetro tempo de laténcia (figura 2) apresentou resultado estatisticamente signifi-
cativo (p < 0,05) entre os grupos H2, 7-EPI e Indometacina, quando comparados com
o grupo Controle.

Efeito sobre a cogni¢ao-TRO novo

Nao houve efeito significativo no tempo de exploragao do objeto novo entre os grupos
analisados (H1, H2, 7-EPI, ¢ Indometacina) quando comparados com o grupo Con-
trole (figura 3, A). A relagao entre o tempo de interagao com o objeto familiar ¢ 0 novo
também nio apresentou diferenca entre os grupos analisados (figura 3, B).

DiscussAo

No presente estudo, a influéncia de duas formulacoes homeopaticas (H1 e H2) e do
composto natural isolado 7-EPI foi investigada quanto aos possiveis efeitos analgé-
sico, ansiolitico e sobre a fungio cognitiva em camundongos. Em virtude do amplo
uso na sociedade atual, nds avaliamos algumas formula¢ées homeopiticas. Proposta
em 1796 pelo médico alemao Cristiano Frederico Samuel Hahnnemann, a homeopatia
foi introduzida no Brasil em 1840 através do médico francés Benoit Jules Mures. Ao
contrério da medicina alopdtica que se baseia na cura pelo contrério, a homeopatia,
atua curando pelo principio da similitude e os medicamentos homeopdticos sio cons-
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Figura 1. Efeitos dos complexos homeopiticos ¢ 7-EPI sobre o comportamento locomotor e ex-
ploratério (ansiedade) em camundongos. Nota: A, B, C e D: Pardmetros analisados no Campo
Aberto. (A) Frequéncia de Grooming; (B) Tempo de permanéncia na Area Central; (C) Frequéncia
de Rearing e (D) Numero de Quadrantes percorridos.
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Figura 2. Efeitos dos complexos homeopiticos e 7-EPI sobre a resposta a dor (ansiedade) em ca-

mundongos. Nota: Tempo de Laténcia para retirada da pata no teste Hot Plate.
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tituidos de doses bem diluidas, por isso muitos cientistas acreditam que a homeopatia
viola as leis naturais, logo, os efeitos observados equivalem a um efeito placebo [43].

O teste do Campo Aberto ¢ amplamente utilizado para avaliagio da atividade locomo-
tora espontinea e fornece informagoes sobre o estado de emocionalidade dos roedores
[44]. Os parimetros analisados neste estudo foram: Grooming, tempo de permanéncia
no centro, numero de rearing/levantamentos e niimero de cruzamentos. O grooming ¢
uma atividade caracteristica de autolimpeza, que os animais realizam, principalmente,
para higienizagao da superficie corporal [45]. Desse modo, pode aumentar quando o ani-
mal se apresenta tranquilo [46]. Contudo, esse comportamento ¢ sensivel aos niveis de
estresse ¢, a exposi¢ao a novidade, como por exemplo, introducio a um ambiente novo,
aumenta a frequéncia de grooming [47], por isso ndo pode ser utilizado isoladamente
como indicativo de ansiedade [46]. Aqui, 0 parimetro grooming (figura 1 A) gerou resul-
tados estatisticamente significativos dos grupos H1, H2 e 7-EPI quando comparados
com o grupo Controle. Os animais do grupo Controle (GC) apresentaram frequéncia
maior na realizacio de grooming em relagao aos outros grupos analisados. Ao observar
a figura 1, ¢ possivel notar que os grupos H1 e H2 realizaram o grooming menos vezes
que os demais, indicando possivel efeito ansiolitico dessas substancias. Houve ainda dife-
renga significativa entre os grupos H1 e H2 em relagao ao grupo Indometacina, o qual
apresentou frequéncia de grooming préxima ao do grupo Controle. No grupo tratado
com 7-EPI, apesar de apresentar valores maiores que H1 e H2, quando comparada com
o grupo Controle, obteve resultado significativo, o que sugere também diminuigio da
ansiedade ¢ medo durante o tempo de exposi¢io na arena do CA.

Um outro parametro avaliado em testes de ansiedade ¢ o tigmotatismo, um comporta-
mento manifestado por ratos e camundongos, no qual a movimentagao desses animais
se d4 perto das paredes do ambiente a que foram submetidos. No CA, eles preferencial-
mente, passam a maior parte do tempo do teste na periferia da arena [45]. Os animais
tendem a evitar os quadrantes da parte central, pois o centro do CA ¢ considerado um
local de exposi¢io [48]. O tempo que os camundongos passam no centro da arena em
relagio ao tempo de periferia, durante a realizagio do teste, ¢ classificado como uma
medida de ansiedade e medo [46]. Nao s o tempo na regido central, mas o nimero de
vezes que eles entram na drea central também pode ser utilizado para mensuragao da
ansiedade [48]. Nao foram observados resultados estatisticos significativos no tempo
de centro entre os grupos quando comparados com o grupo Controle (figura 1 B). Era
esperado que esse parimetro tivesse 0 mesmo padrao de resposta obtida no grooming,
porém as médias obtidas no tempo que o animal permaneceu no centro foram muito
proximas entre os grupos.
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O rearing ¢ um comportamento exploratério gerado pela novidade de um ambiente
[49]. Consiste na quantidade de elevagio das patas dianteiras sem tocar as paredes do
CA [50]. Além da influéncia ambiental, fatores como idade e genética também podem
interferir na expressio desse comportamento [48]. No presente estudo, o nimero de
rearing nao apresentou diferenga estatisticamente significativa entre os grupos anali-
sados (figura 1 C), sugerindo que nao houve alteragio na atividade locomotora apds
administragao das substincias. Apesar dos resultados nao se apresentarem significativos,
a andlise desse pardmetro ¢ indispensével para avaliagio da ansiedade dos camundon-
gos, uma vez que ele se relaciona com a tomada de decisao. Quanto maior a frequéncia
de tentativas, maior ¢ a indecisio do animal, o que reflete em um nivel maior de ansie-
dade [49]. Alguns autores sugerem que o rearing tem a fun¢io de ampliar ¢ atualizar
informagoes sobre o ambiente durante a exploragao. Além disso, esse comportamento
exploratério também ¢ importante na procura de alimentos, prote¢ao contra predado-
res ¢ busca de acasalamento, sendo considerado como um mecanismo de sobrevivéncia
e adaptacio dos animais [48].

Outro pardmetro que avalia a atividade locomotora dos roedores ¢ o numero de qua-
drantes que eles atravessam durante a realizagio do teste [46]. E considerado como
uma medida de exploracio e emocionalidade. A frequéncia de cruzamentos pode ser
relacionada inversamente com o estado de ansiedade e medo do animal, ou seja, quanto
menos cruzamentos, maior ¢ o medo e ansiedade apresentada por ele. Logo, os animais
mais ansiosos tendem a explorar menos o CA [45]. Mais uma vez nao houve diferenca
significativa entre os grupos analisados quando comparados com o grupo Controle em
relagio ao nimero de cruzamento das marcagdes do CA (figura 1 D). Isso sugere que
nao houve prejuizo na atividade locomotora, mesmo ap6s a administragio dos medica-
mentos. Além da influéncia na atividade locomotora e exploratéria dos camundongos
no Campo Aberto, a reducio no niimero de cruzamentos pode detectar efeito sedativo
relacionado a administragio de altas doses de certas substancias [51]. Apesar de haver
muitos estudos que definem a distincia percorrida no CA como um comportamento
de explora¢io ambiental, alguns autores questionam essa classificagio e apontam que
o animal pode estar, por exemplo, tentando escapar do ambiente novo ou procurando
comida, ao invés de estar explorando [48].

O teste Hot Plate ¢ utilizado para medir analgesia através do tempo em que os camun-
dongos conseguem ficar sem demonstrar sinais de dor, que ¢ evidenciada pela noci-
cepgao térmica manifestada pelo reflexo de retirada da pata [52]. Ao analisar os testes
de Hor Plate, foi possivel notar resultados significativos ao comparar o tempo que os
camundongos ficaram sem realizar o movimento de retirada de pata (figura 2). Aqueles
animais que receberam o Complexo Homeopitico 2, 7-EPI, ¢ a Indometacina, per-
maneceram mais tempo sem reagir a dor, quando comparados ao tempo dos animais
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do grupo Controle, sugerindo que estas substincias apresentam atividade analgésica
in vivo. Por outro lado, o grupo do Complexo Homeopitico 1 nao demonstrou ter tal
atividade, uma vez que este grupo teve uma média de tempo muito préxima do grupo
controle, e diferenca significativa dos demais grupos. O resultado do teste para a Indo-
metacina (controle), j& era esperado, uma vez que a mesma possui, comprovadamente,
potente atividade analgésica e anti- inflamatdria, inibindo a transmissao nociceptiva,
além da prevencio do edema e da inflamagio [53], sendo frequentemente utilizada
no tratamento de dor, artrites, disturbios musculoesqueléticos agudos, lombalgias, etc.
[54]. Assim, a mesma foi testada neste estudo, como um controle positivo, no intuito
de comparar os resultados dos outros compostos com sua atividade. O que tornou os
resultados ainda mais complementares, uma vez que a média de tempo dos grupos H2 e
7-EPI ¢ muito préxima ao tempo dos animais do grupo da Indometacina, com a média
de tempo de 21,515 21,71 e 21,86; respectivamente, demonstrando ter niveis de ativi-
dades semelhantes.

O TRO Novo para investigacao de aprendizagem e memoria foi realizado com intuito
de analisar se essas substancias influenciam na capacidade de aprendizagem, uma vez
que alguns ansioliticos, como os benzodiazepinicos, podem induzir a prejuizos persis-
tentes nas fungdes cognitivas, ¢ psicomotoras, mesmo em baixas doses [55], levando
a diminuigao da aten¢do que, consequentemente, pode aumentar o risco de acidentes
com automoveis, prejuizos na memdria e desinibi¢ao paradoxal. O TRO, foi original-
mente descrito por Ennaceur e Delacour em 1988, ¢ um ensaio comportamental rela-
tivamente rapido, eficiente, e simples, utilizado para avaliar o aprendizado ¢ a meméria
de ratos e camundongos [56]. Quando roedores sao apresentados a objetos familiares
e novos, naturalmente eles passam maior por¢ao do tempo explorando o novo objeto,
através deste tipico comportamento ¢ possivel realizar uma avaliagio comportamen-
tal [42], com intuito de investigar aspectos de aprendizagem e memoria. A partir dos
resultados, foi observado que a média do indice de discriminagao foi maior que 0,5 para
todos os grupos analisados, inclusive o Controle, indicando que os camundongos pas-
saram a maior parte do tempo de explorag¢io no objeto novo (figura 3). Isso demonstra
que, de modo geral, os animais testados foram capazes de reconhecer o objeto familiar
através de sua meméria [S7].

Entretanto, existem varidveis que podem influenciar os resultados do TRO, como por
exemplo, o estado de tensao dos camundongos, que afeta nao s6 no tempo de explo-
ragio, mas também no intervalo de retencio (periodo de retengao de informagio que
ocorre logo apds o treinamento, ¢ os animais s3o postos novamente em sua gaiola).
Algumas espécies de camundongos possuem naturalmente niveis mais elevados de
ansiedade, o que também poderia potencialmente impactar na atividade locomotora
e/ou tempo de exploracio, e uma vez que este ¢ diminuido, pode distorcer ou mascarar
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os resultados em uma analise de discriminagao absoluta [56]. Dessa forma, ¢ plausi-
vel sugerir que o teste seja refeito, aumentando o numero de exposi¢oes ou a duragao
da exposi¢do A arena antes do treinamento, a fim de auxiliar a diminuir a ansiedade e
encorajar a exploracao. Nio foi considerado que os camundongos sentiram ansiedade
ou estresse causados por um estressor na sala de habita¢io, uma vez que na mesma nao
havia ruidos, odores significantes, ou temperaturas extremas. Outro fator de influéncia
envolve a escolha dos objetos, que podem simplesmente ter gerado desinteresse dos
camundongos, assim ¢ importante avaliar cuidadosamente os objetos usados no ensaio,
podendo ser previamente testados antes da realizacio de um novo experimento, com
intuito de se descartar qualquer preferéncia de objeto [56].

Com relagao a escolha dos complexos homeopéticos e 7-EPI, nds levamos em conta o
uso popular dos constituintes (produtos naturais/plantas) dos complexos homeopa-
ticos e da planta que origina a 7-EPI, a G. brasiliensis. Tais plantas e seus bioativos sao
amplamente descritos na literaturas (tabela 2), apesar de que quando em associagio em
complexo homeopdticos seus reiais papeis passam a ser complexos e pouco conhecidos,
nio se descartando o efeito sinérgico ou outros tipos de interagoes (inclusive, antago-
nismo). A escolha dos compostos do Complexo Homeopético 2, foi feita proposital-
mente com o intuito de testar sua atividade analgésica, assim todos os componentes
que a constitui possui na literatura atividade analgésica ou anti- inflamatéria, sendo ja
utilizados na homeopatia no auxilio de dores ¢ processos inflamatérios. Contudo, nao
foram encontrados na literatura outros estudos que analisassem sua atividade 77 vivo.

A 7-EPI demonstrou, no presente estudo, ter atividade analgésica, assim como em um
prévio trabalho [11], em que a 7-EPI diminuiu o tempo de lambedura causado por
uma inje¢ao sub plantar de formalina. Além disso o teste da placa quente produziu um
aumento significativo na reagao de laténcia, demonstrando um efeito antinociceptivo’,
confirmando o uso tradicional desta espécie para tratamento de dores e inflamagoes.
O teste da placa quente mostra a resposta do animal frente a um estimulo térmico que
¢ associado a neurotransmissdo central, além de medir uma resposta complexa a um
nociceptivo agudo e nao inflamatério [58], por consequéncia ¢ um teste muito sensivel
aos analgésicos que atuam em nivel central. Nesse teste, o estimulo térmico ativo os
nociceptores (fibras C nao mielinizadas) que transmitem a informagio para regioes
especificas no SNC produzindo uma resposta nociceptiva organizada [59]. Assim, ao
comparar os resultados com um prévio estudo [11], que afirma a atividade da 7-EPI
no SNC, através dos resultados obtidos no teste da placa quente, ¢ possivel confirmar
que a 7-EPI atua pelo menos no sistema nervoso central, esta substincia também pode
ter atividade antinociceptiva periférica, contudo é necessario realizar outros testes para
identificd-la, e também para investigar seu mecanismo de atuagio a nivel molecular e
sua participagao nos mecanismos inibidores da dor do SNC.
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Como limitagoes deste estudo, a utilizagio de apenas 8 animais para cada grupo, pode
ter colaborado para alguns resultados nao significantes, uma vez que ¢ recomendado
que os grupos tenham 15-20 animais a fim de se obter resultados mais fidedignos [56].
Contudo, pode se citar que estes sao testes relativamente simples, rapido, ficil e pouco
estressante aos camundongos, o que pode ser ttil em estudos preliminares e de triagens,
como um primeiro passo robusto na identificagio de mudangas cognitivas ou uma fer-
ramenta primdria para andlise de analgesia e efeitos ansioliticos [56].

CONCLUSAO

Em um modelo experimental de camundongos Swiss, houve consideréveis efeitos anal-
gésico (H1, H2 e 7-EPI) ¢ ansiolitico (H2 ¢ 7-EPI) para os complexos homeopdticos
testados (H1 ¢ H2) ¢ o composto natural isolado 7-EPI, sendo que tais compostos
positivamente nio interferiram na fungio cognitiva dos camundongos, nao havendo
influéncia significativa no TRO, o que permite afirmar que as substincias nao inter-
feriram na capacidade de aprendizado dos camundongos. Contudo, seria importante,
novos estudos explorando outras metodolgias para constatar tais achados, e cabe res-
saltar a complexidade na composicao destes complexos homeopiéticos, o que dificulta o
entendimento do exato mecanismo de agao durante as bioatividades propiciadas pelos
principios ativos vegetais.
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