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RESUMO

ARAUJO, A. N. V. Investigacio da atividade antidepressiva do orto-eugenol em modelos
comportamentais de depressao induzidos por dexametasona. 2018. 84p. Dissertagao (Pds-
graduacdo em Neurociéncia Cognitiva e Comportamento) — UFPB/CCHLA/ Jodo Pessoa — PB.

A depressdo € um transtorno do humor grave, recorrente e incapacitante. Acredita-se que sua
etiologia seja resultado de vdrias anormalidades que interagem com fatores ambientais, sendo
o estresse o principal fator ambiental com impacto para o surgimento da doenca. Os 6leos
essenciais possuem uma variedade de compostos bioativos, como os fenilpropanoides. Estes
possuem distintas atividades farmacoldgicas, como ansiolitica, anti-inflamatoria,
anticonvulsivante e antidepressiva, dentre outras. O orto-eugenol é um fenilpropanoide,
andlogo estrutural sintético do eugenol, o qual j4 apresentou diversas atividades farmacolégicas,
entre as quais a atividade antidepressiva. No entanto, a auséncia de pesquisas sobre a possivel
atividade antidepressiva do orto-eugenol incentivou a realizagdo deste trabalho. O presente
estudo investigou a potencial atividade antidepressiva do orto-eugenol em camundongos
fémeas adultas submetidas ao modelo de estresse induzido pela dexametasona. Para investigar
o perfil antidepressor do orto-eugenol, os animais foram pré-administrados com dexametasona
(64ug/kg s.c.) 3h30min antes da realizagdo dos testes comportamentais de suspensao da cauda,
borrifagem de sacarose e campo aberto, sendo o orto-eugenol (50, 75 e 100 mg/kg i.p) e a
imipramina (10 mg/kg i.p.) administrados 30 minutos antes dos testes. No teste de suspensdo
da cauda, o grupo dexametasona aumentou o tempo de imobilidade dos animais, ja o orto-
eugenol na dose de 50 mg/kg diminuiu o tempo de imobilidade compativel com a droga padrao
imipramina. O orto eugenol, na dose de 50 mg/kg, foi capaz de diminuir a laténcia para
imobilidade em comparacdo com o grupo dexametasona. Em seguida, os animais foram
avaliados no teste de borrifagem de sacarose, no qual o orto-eugenol (50 e 100 mg/kg)
aumentou o tempo de grooming similarmente a imipramina. O grupo dexametasona aumentou
a laténcia para o grooming, e as trés doses do orto-eugenol e a imipramina diminuiram. Por
ultimo, os animais foram submetidos ao teste do campo aberto para avaliar o ndimero de
cruzamentos, tempo no centro do campo, numero de rearing € laténcia para o rearing. O orto-
eugenol, a dexametasona e a imipramina ndo alteraram nenhum dos parametros do campo
aberto. Na avaliacdo dos possiveis mecanismos de acdo do orto-eugenol, foi escolhido o teste
da suspensdo na cauda e a dose de 50 mg/kg, que apresentou melhores efeitos nos testes
descritos. A administracdo do antagonista SC23390, evidenciou a participacdo dos receptores
dopaminérgicos D na atividade antidepressiva do orto-eugenol, como também dos receptores
ar-adrenérgicos com uso do antagonista prazosin, mas ndo dos receptores serotoninérgicos 5-
HT2a/2c com o uso do antagonista ritanserina. Os achados demonstram que o protocolo da
dexametasona foi capaz de induzir a depressao-simile, e que o orto-eugenol nao interferiu na
atividade locomotora dos animais e apresentou uma relevante atividade antidepressiva por meio
dos receptores dopaminérgicos Di e aj-adrenérgicos.

Palavras-chaves: Eugenol, Estresse, Fenilpropanoide, Mecanismo de acao.
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Depression is a serious, recurring, and disabling mood disorder. It is believed that its etiology
is the result of several abnormalities which interact with environmental factors, with stress
being the main environment factor with impact on the emergency of the disease. Essential oils
have a variety of bioactive compounds, such as phenylpropanoids. These have different
pharmacological activities, such as anxiolytic, anti-inflammatory, anticonvulsant, and
antidepressant, among others. Ortho-eugenol is a phenylpropanoid, a synthetic structural
analogous to eugenol, which has already presented various pharmacological activities,
including antidepressant activity. However, the lack of research on the possible antidepressant
activities of ortho-eugenol encouraged the accomplishment of this work. This study examined
the potential antidepressant activity of ortho-eugenol in adult female mice subjected to
dexamethasone-induced stress model. To investigate otho-eugenol antidepressant profile, the
animals were pre-administered with dexamethasone (64pg/kg s.c.) 3h30 minutes before
conducting behavioral tests such as tail suspension, sucrose spraying, and open field; being
ortho-eugenol (50, 75 and 100 mg/kg i.p.) and imipramine (10 mg/kg i.p.) administered 30
minutes before testing. In the tail suspension test, dexamethasone group increased immobility
time of the animals, while ortho-eugenol in doses of 50 mg/kg decreased immobility time
compatible with the standard drug imipramine. Ortho-eugenol, in the dose of 50 mg/kg was
able to decrease latency to immobility in comparison with dexamethasone group. Next, the
animals were evaluated in the sucrose spraying test, in which ortho-eugenol (50 and 100 mg/kg)
increased the grooming time similarly to imipramine. Dexamethasone group increased latency
to grooming, and the three doses of ortho-eugenol and imipramine decreased. Finally, the
animals were submitted to the open field test to evaluate crossing number, time in the center of
the field, rearing number, and latency to rearing. Ortho-eugenol, dexamethasone, and
imipramine did not alter any of the open field parameters. In evaluating possible action
mechanisms ortho-eugenol, the tail suspension test in doses of 50 mg/kg was chosen, which
presented the best effects in the described tests. The administration of the SC23390 antagonist
emphasized D; dopaminergic receptors participation in ortho-eugenol antidepressant activity,
as well as a1 adrenergic receptor with the use of prazosin antagonist, and 5-HT2a/>c serotonergic
receptors with the use of antagonist ritanserin. The findings demonstrated that dexamethasona
protocol was able to induce depression-simile, and that ortho-eugenol did not interfere in
locomotive activity of the animals and presented a relevant antidepressant activity through D
dopaminergic receptors and o, adrenergic.

Keywords: Eugenol, Stress, Phenylpropanoid, Action Mechanism.
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1. Introducao

A depressdo é um transtorno afetivo, caracterizado por alteracio do humor. E a
condi¢cao médica mais incapacitante, em termos de anos perdidos, tornando-se um problema
de sadde publica devido a sua prevaléncia, sofrimento, morbidade e sobrecarga economica
(Shalan, Shantakumar & Laxmi, 2007; Grover, Dutt & Avasthi, 2010). O diagnéstico é
baseado na manifestacdo clinica de um conjunto de sintomas, que sdo altamente varidveis e
muitas vezes contrastantes.

Nos ultimos 50 anos, uma diversidade de teorias tem sido propostas para desvendar a
etiologia da depressao (Palazidou, 2012). A primeira delas foi a hipétese monoaminérgica,
que ainda € uma das mais utilizadas para explicar a fisiopatologia da depressdo, porém,
apresenta algumas limitacdes, visto que a patogé€nese do transtorno vai muito além da
disponibilidade de monoaminas (Willner, Scheel-Kriiger & Belzung, 2013).

Diversas evidéncias sugerem que a exposicdo ao estresse pode ser um fator
desencadeante para o desenvolvimento da depressdo. Alguns estudos tem evidenciado
que até 85% dos pacientes experienciam eventos estressantes antes do inicio dos sintomas
depressivos (Parker, Schatzberg & Lyons, 2003). E a persisténcia ou a intensidade exagerada
do estresse, podem tornar o eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HPA) hiper-reativo, com
prejuizos potenciais ao organismo (Krishnan & Nestler, 2008; Savitz & Drevetz, 2009).

Os medicamentos atualmente disponiveis no mercado t€ém um espectro de agdo
limitado e uma baixa tolerabilidade. Tendo em vista o fato de que as taxas de remissdo com o0s
tratamentos atuais estao limitados a cerca de 30%, ha uma necessidade clara de
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (Kern, Sheldrick, Schmidt & Minkwitz,
2012).

Baseado nessas informacdes, os pesquisadores tém feito o uso de modelos animais
como o teste de suspensio da cauda e o de borrifagem de sacarose, que submetem o animal a
um evento altamente estressante e inescapavel, na avaliacao do desenvolvimento de alteracdes
comportamentais, fisiolgicas e neuroquimicas (Joca, Padovan & Guimaraes, 2003)

Numerosas plantas medicinais apresentam relevantes atividades no SNC em condigdes
cronicas tais como ansiedade, depressao, cefaleias e epilepsia, que nao respondem bem aos
tratamentos convencionais (Phillipson, 2001; Carlini, 2003; Blanco, Costa, Freire, Santos &
Costa 2007). E delas sdo extraidos os 6leos essenciais (OEs), que sdo misturas de compostos

quimicos volateis e lipofilicos e/ou seus constituintes isolados, que ja demonstraram possuir
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uma ampla gama de propriedades bioldgicas, como ansiolitica (Liu et al., 2012),
anticonvulsivante (Wang, Levinson, Sun & Heinbockel, 2014) e antidepressiva (Iris et al,
2004; Han, P., Han, T., Peng & Wang, 2013).

O orto-eugenol é um fenilpropanoide pouco estudado e jd apresentou uma interessante
atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria (Fonséca et al., 2016). Um vez que € andlogo do
eugenol, o qual j4 apresentou diversas atividades bioldgicas, inclusive antidepressiva, o
presente trabalho objetiva contribuir para a pesquisa cientifica, no que se refere a investigacao
farmacoldgica em modelos animais de uma molécula promissora para a possivel elaboracio

de um novo agente farmacolégico com atividade antidepressiva.
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2. Fundamentacao Teorica

2.1. Aspectos Gerais da Depressao

A depressdo é um distirbio heterogéneo e multifatorial, que afeta negativamente os
sentimentos, pensamentos e atitudes das pessoas, exibindo vérios sintomas sendo 0s mais
comuns a perda de interesse ou prazer nas atividades e profundo sentimento de tristeza.
(American Psychiatric Association, 2017).

A doenga ndo atinge apenas os proprios pacientes, mas traz impacto para suas familias
e altera o desempenho no trabalho, acarretando um elevado custo para a sociedade. Os
transtornos de humor sdo um dos tipos mais frequentes de transtornos mentais, dos quais
cerca de 75% sao transtornos depressivos (Barbosa et al., 2017).

O disturbio apresenta uma complexidade ainda maior quando ocorre em conjunto com
outras afec¢des psiquidtricas como a ansiedade, causando um grande impacto na evolucao da
doenca, resultando em sintomas e prejuizos funcionais mais graves,recuperacao tardia,
aumento de risco de recaidas, incapacidade e tentativas de suicidio (American Psychiatric
Association, 2014).

Mundialmente, cerca de 322 milhdes de pessoas sofrem de depressdo, apresentando
uma prevaléncia média de 4,4% na populacdo geral. No Brasil, a OMS estima que 5,8% da
populacdo nacional € afetada pela depressiao, estando na quinta posicao no ranking mundial
(World Health Organization, 2017).

A depressao € mais frequente em mulheres com idade entre 55 e 74 anos (World
Health Organization, 2017). Do ponto de vista bioldgico essa maior prevaléncia no sexo
feminino, pode estar associada a flutuacdes do hormonio estrogénio, sua retirada subita ou seu
déficit sustentado, que pode levar a uma expressiva alteracdo do humor, afetando os
principais sistemas de neurotransmissores e, portanto, os niveis de noradrenalina, serotonina,
dopamina e acetilcolina (Douma, Husband, O’donnell, Barwin & Woodend, 2005).

De acordo com o Manual de Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-
V), a depressdo apresenta vdrias classifica¢des, sendo a mais prevalente e abordada em
estudos o Transtorno Depressivo Maior (TDM). Para seu diagnéstico, segundo o DSM-V, um
episddio depressivo maior € caracterizado pela comprovagdo de, no minimo cinco, entre 0s
nove sintomas citados na Tabela 1 e requer a presenga de pelo menos um dos dois sintomas

principais: humor deprimido ou perda de interesse, com duracdo minima de duas semanas.
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Quadro 1 - Sintomas para diagnéstico de Depressao de acordo com o DSM-V

Humor deprimido na maior parte do dia
Diminuicao do interesse ou prazer
Perda ou ganho de peso (>5% de alteracdo em um mes)
Insdnia ou hipersonia
Agitacdo ou retardo psicomotor
Fadiga ou perda de energia
Sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva
Capacidade diminuida para concentrar-se ou pensar

Pensamentos recorrentes de morte ou suicidio.

A compilagdo dos achados auxiliam para a evidenciar que a depressdo € um transtorno
de proeminente complexidade, sendo necessdria a sua compreensao, diagndstico e tratamento

eficaz.

2.1.1. Fisiopatologia da Depressao

A depressdo por ser um transtorno multifatorial e de causas ainda desconhecidas é
motivo de grande discussao em meio a sociedade cientifica, € muitas teorias tem sido
sugeridas na tentativa de explicar a sua patogénese, incluindo a interagdo de vérios fatores
psicoldgicos, bioldgicos e sociais.

Diferentes hipdteses foram postuladas como mecanismos fisiopatolégicos do
transtorno depressivo, sobressaindo a deficiéncia de monoaminas, desregulacao do eixo
hipotdlamo-hipéfise-adrenal, a predisposi¢do genética e influéncia de fatores ambientais,
alteracdes na funcdo do receptor e fator neurotréfico, desregulacdo da via do 6xido nitrico,
neuroinflamacao e estresse oxidativo (Figura 1) (Chopra, Kumar & Kuhad, 2011; Kern,

Sheldrick, Schmidt & Minkwitz, 2012).
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Figura 1 - Mecanismos fisiopatolégicos do transtorno depressivo. Fonte: Adaptado de Chopra, Kumar & Kuhad,

2011.

Por vérios anos, a hipétese predominante sobre a fisiopatologia da depressao foi a
deficiéncia das monoaminas serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) e dopamina (DA) na
fenda sinéptica (Schildkraut, 1965). A hipdtese monoaminérgica € derivada do achado clinico
de que a deplecdo das monoaminas pela droga anti-hipertensiva reserpina ocasionou
depressao em pacientes que nao sofriam da doenca antes da terapia com a droga (Ferrari &
Villa, 2017). Na mesma época, achados experimentais apontaram que a imipramina inibia a
recaptacao da noradrenalina no cérebro e era capaz de reverter os efeitos da reserpina em
animais (Herting, Axelrod & Whitby 1961).

De acordo com esta hipdtese e suas atualizagdes, a concentracdo das monoaminas
pode ser modificada mediante uma perturbag@o na sintese, armazenamento ou liberagdo, ou
esses podem permanecer inalterados, porém as fungdes dos receptores e/ou mensageiros

intracelulares podem apresentar-se alteradas (Figura 2).
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Figura 2 - Hipétese das monoaminas. A concentracdo das monoaminas (serotonina, noradrenalina e dopamina)
na fenda sindptica estd diminuida. O bloqueio dos sitios de recaptacdo (em vermelho) eleva a disponibilidade dos
neurotransmissores monoaminérgicos, o que por conseguinte ativa seus receptores pds-sindpticos, revertendo o
quadro depressivo. Fonte: Adaptado de Torres, Gainetdinov & Caron, 2003.

A epidemiologia genética tem reunido provas convincentes de que os transtornos do
humor, incluindo a depressao, sdo substancialmente influenciados por fatores genéticos, e que
estes sdo altamente complexos, com interacdes gene-gene e gene-ambiente (Lesch, 2004).
Entre os muitos genes que foram identificados como conferindo vulnerabilidade ao
transtorno, os estudos tem apoiado polimorfismos da regido promotora do gene do
transportador da serotonina (SHTTPR), de genes que regulam as fungdes do receptor 5-HT2a,
da catecol-O-metiltransférase (COMT), da enzima monoamina oxidase (MAQO) e do fator
neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) (Maletic & Raison, 2009).

Dentre as hipdteses propostas para explicar a patogénese da depressdo, tem se
sugerido que a diminuicao dos fatores neurotréficos, que sdo proteinas reguladoras da
neurogénese, crescimento e diferenciacdo neuronal, plasticidade, morte celular (Pallavi et al.,
2013), em 4reas cerebrais podem ser um dos mecanismos fisiopatolégicos do transtorno (Ye,
Wang, G., Wang, H. & Wang, X., 2011; Yi et al., 2014). Essa teoria advém de que o
tratamento cronico com antidepressivos aumenta o nivel de proliferacao neuronal hipocampal
em adultos (Sairanen et al., 2005), promovendo o aumento da expressao do fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF) (Russo-Neustadt & Chen, 2005).

A hipdtese neurotréfica sugere que o estresse € uma das principais causas que levam a
reducdo do BNDF, implicando numa atrofia das regides limbicas do cérebro envolvidas no
processamento de emogdes e cogni¢do, resultando em distirbios do humor (Duman &
Monteggia, 2006; Bus & Molendijk, 2016). Vale salientar que terapias que estimulam a

elevacao dos niveis de BDNF conseguem atingir a reversao dos sintomas depressivos em
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pacientes com depressao resistentes a terapia, podendo ser utilizado como marcador de

sucesso do tratamento (Hu et al., 2010; Bumb et al., 2014; Bilgen et al., 2014).
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Figura 3 - Hipédtese das neurotrofinas. a- Neurdnio piramidal hipocampal normal e sua inervagio por
neurdnios glutamatérgicos, monoaminérgicos, outros tipos de neurdnios e regulacdo por BDNF. b. O estresse
grave causa alteracdes nestes neuronios, reduzindo sua arborizagcdo dendritica e expressdao de BDNF. A
diminui¢do de BDNF € mediada em parte pelo excesso de glicocorticdides, que podem acarretar alteragdes nos
mecanismos transcricionais normais (por exemplo, a ativacdo do regulador transcricional proteina de ligagdo
responsiva a0 AMP ciclico (AMPc) (CREB). c. Os antidepressivos aumentam a arborizacio dendritica e
expressdao de BDNF. Fonte: Adaptado de Berton & Nestler, 2006.

Por sua vez, o 6xido nitrico (NO) € uma molécula mensageira que possui uma
capacidade de difusao livre através das membranas celulares, diferentemente dos outros
neurotransmissores nao é armazenado em vesiculas sindpticas nem liberado por exocitose.
Esse neurotransmissor possui multiplos alvos e desempenha um papel em diversos processos
fisiolégicos do organismo, como na neurotransmissao, plasticidade sindptica, processos
associados a aprendizagem, percep¢ao da dor, agressividade e depressao (Esplugues, 2002;
Dhir & Kulkami, 2011).

O papel do NO na fisiopatologia da depressao veio a frente depois de se constatar que
a paroxetina, um inibidor seletivo da recaptacio de serotonina (ISRS), é também um inibidor
da enzima responsavel pela sintese de NO a partir de L-arginina (Finkel et al., 1996). A partir
de entdo, um grande nimero de estudos demonstrou evidéncias para o envolvimento do NO
na fisiopatologia da depressao.

Estudos tem referido a participacio do estresse oxidativo na fisiopatologia da

depressdo, sugerindo seu aumento e a diminui¢do das defesas antioxidantes (Palta, Samuel,
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Miller & Szanton, 2014; Chopra, Kumar & Kuhada, 2011). O estresse oxidativo refere-se aos
efeitos biologicamente prejudiciais dos radicais livres. A producio de espécies reativas de
oxigénio (EROs), € um processo normal no metabolismo aerdbio, e as EROs exercem varias
funcdes fisioldgicas na sinalizagdo celular e na defesa contra agentes patogénicos. Contudo,
quando presentes em excesso causam danos aos lipidios, proteinas e DNA, podendo resultar
em morte celular (Black, Bot, Scheffer, Cuijpers & Penninx, 2015).

Os mecanismos imunoldgicos também foram implicados na fisiopatologia da
depressdo. As citocinas s@o proteinas e glicoproteinas que atuam como mensageiros quimicos
responsdveis pela homeostasia das células imunes e pela regulacdo da resposta inflamatéria
(Chopra, Kumar & Kuhada, 2011). A hipdtese inflamatéria da depressao deriva de
observacoes clinicas de pacientes com depressao, os quais apresentaram elevagao dos
biomarcadores inflamatdrios no sangue, incluindo citocinas inflamatérias, que demonstraram
ter acesso ao cérebro e interagir com quase todos os mecanismos fisiopatologicos conhecidos
como envolvidos na depressdo, incluindo o metabolismo dos neurotransmissores, a fun¢ao do

eixo HPA e plasticidade neural (Miller, Maletic & Raison, 2009).

2.1.1.1.  Teoria do Eixo Hipotalamo-Hip6fise-Adrenal

O termo estresse pode ser definido como uma percepgdo cognitiva de estimulo
incontroldvel e/ou de imprevisibilidade, culminando em uma resposta comportamental e
fisiolégica que altera a homeostase. O organismo, em situagdes de exposi¢ao cronica a
estressores, pode produzir uma resposta mal adaptativa, gerando consequéncias prejudiciais
para o individuo (Koolhaas et al., 2011).

Alguns estressores da vida didria como transito, dificuldade financeira e problemas
conjugais, apresentam um impacto importante na patogénese dos transtornos de humor,
principalmente no desencadeamento de quadros depressivos, ja estando bem estabelecidos
como precipitantes agudos de doencgas psiquiatricas (Kendler, Sheth, Gardner & Prescott,
2002; Timmermans, Xiong, Hoogenraad & Krugers, 2013).

Na infancia e adolescéncia, a ocorréncia de eventos estressantes e traumaticos, podem
ser notados como perturbadores do desenvolvimento neurolégico, pois importantes estruturas
cerebrais estdo sendo formadas e o incidente de eventos perturbadores poderiam tornar alguns

individuos mais vulnerdveis a certos tipos de transtornos psicopatolégicos, incluindo
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depressao, transtorno bipolar e ansiedade (Tofoli, Baes, Martins & Juruena, 2011; Pechtel &
Pizzagalli, 2011).

A maior resposta fisioldgica ao estresse € a ativacdo do eixo hipotdlamo-hipédfise-
adrenal (HPA) (Willner, Scheel-Kriiger & Belzung, 2013). Este incorpora as fungdes
neuroldgicas e estimulos sensoriais a fun¢do enddcrina, sendo o principal sistema que ajuda o
individuo a lidar com eventos estressantes (Berton & Nestler, 2006). Diversos estudos
apontam que a desregulac@o no funcionamento do eixo HPA juntamente com a elevaciao dos
niveis de glicocorticoides, desempenham um papel central na patogénese da depressdo. O
glicocorticoide, chamado de cortisol em humanos e corticosterona em roedores, controla as
funcgdes periféricas do corpo como o metabolismo e a imunidade, e também executa um
importante papel sobre o encéfalo (Herbert et al., 2006; Pariante & Lightman, 2008).

Diante de um estimulo estressor ocorre, inicialmente a secrecao do hormonio liberador
de corticotrofina (CRH) e vasopressina pelas células paraventriculares hipotalamicas (PVN),
que atuam na ativagdo do eixo HPA. Na hipéfise anterior, o CRH e PVN estimulam a
liberacdo do hormonio adrenocorticotréfico (ACTH), e este serd liberado na corrente
sanguinea. Nas glandulas adrenais, existem receptores para o ACTH, que promovem a sintese
e liberacdo dos glicocorticoides, principalmente, o cortisol em humanos (Figura 4) (Nemeroff,
1996; Cunha, Brambilla & Thomas 2010; Goncharova, 2013; Kyrou & Tsigos, 2009). Os
glicocorticoides quando ligados a receptores hipocampais, realizam o feedback negativo,
reduzindo a estimulacdo do eixo HPA (Carrasco & Van de Kar, 2003). Este controle inibitério
ajuda na regulacdo da resposta ao estresse e auxilia na supressao dessa resposta quando o
estimulo estressor cessa (Swaab, Bao & Lucassen, 2005; Aguilera, Kiss, Liu & Kamitakahara,
2007). Porém, quando niveis elevados de cortisol sdo mantidos, esses mecanismos de controle
inibitério sdo interrompidos. O aumento excessivo do cortisol pode causar atrofia hipocampal,
devido a ser toxico para as células do hipocampo (Malykhin & Coupland, 2015), também €
capaz de estimular inflamacao periférica, liberando mediadores inflamatdrios que atingem o
SNC, diminuicao de fatores tréficos e producdo de monoaminas. Estes sdo alguns dos fatores
associados ao desenvolvimento da depressao (Miller, Maletic & Raison, 2009).

Diversas evidéncias clinicas comprovam a relagdo do eixo HPA com a depressdo. A
hipercortisolemia € encontrada em mais de 50% dos pacientes com transtorno depressivo, e
evidenciam a falta da liberacdo pulsétil do cortisol que podem ser revertidos por tratamento
com antidepressivos (Sterner & Kalynchuk, 2010). Em outro estudo foi encontrado um

aumento do cortisol livre urindrio, elevagdo dos niveis de CRH em liquido cefalorraquidiano e
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uma diminuicao da supressao do cortisol por dexametasona em portadores do transtorno
(Nestler et al., 2002; Southwick, Vythilingam & Charney, 2005). Dessa forma, fica evidente a

importancia do eixo HPA na fisiopatologia da doenca.
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Figura 4 - Teoria do Eixo Hipotdlamo-Hipéfise-Adrenal. Fonte: Adaptado de Nestler et al., 2002.

2.2. AlteracOes Estruturais na Depressado

Devido ao aperfeicoamento dos métodos de neuroimagem, varios estudos
demonstraram alteracdes em dreas neuroanatdomicas de pacientes com distirbios depressivos.
Encontraram-se alteracdes em regides do sistema limbico, como hipocampo, amigdala e
cortex pré-frontal (Figura 5) (Drevets, 2010; Geuze, Vermetten & Bremner, 2005).

Estudos com Ressonancia Magnética de pacientes depressivos quando comparados
com os saudaveis, exibiram grandes reducdes de volume nas regides frontais, especialmente,
no cortex anterior e no cortex orbitofrontal, e moderada reducao no hipocampo, nicleo
caudado e putamen (Koolschijn et al., 2009). Além disso, observou-se que as terapias

medicamentosas bem sucedidas levam a normalizagdo do volume do hipocampo (Sheline,
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Gado & Kraemer, 2003). Pressupdem-se, portanto, que os glicocorticoides exercem um
relevante papel neste evento da neuroplasticidade.

McEwen (1999), por meio da anélise histolégica encontrou uma reducao significativa
dos dendritos apicais de neurdnios piramidais do hipocampo de ratos, apds o tratamento com
corticosterona por varias semanas. Assim, o hipocampo tem exibido a maior concentracao de
receptores glicocorticoides de todas as regides do cérebro, e estd ligado anatdomica e
fisiologicamente ao hipotdlamo através de um feixe de axdnios, o férnix, sendo um regulador
do feedback do eixo HPA (Kloet, Vreugdenhil, Oitzl & Joéls, 1998; Palazidou, 2012). Deste
modo, pacientes com distirbio depressivo exibem aumento nas concentracdes plasmaticas de
cortisol e modificacdes na sensibilidade do receptor, tais alteracdes estdo vinculadas a
regulacdo cerebral em situagdes de estresse.

Registros de Tomografia por Emissdo de Pésitrons (PET) e Ressonancia Magnética
em pacientes com depressao encontraram uma hiperatividade da amigdala. Entao, foi
postulado a hipétese de que essa hiperatividade aciona de maneira mais intensa estimulos
negativos nos pacientes. A hiperativacao pode ser consequéncia de um insuficiente controle
da amigdala pelo cortex pré-frontal ventromedial e orbital. Também foi encontrado que
pacientes que ndo recebem tratamento apresentam um volume da amigdala reduzido em
relac@o aos que estavam sendo medicado (Savitz & Drevetz, 2009; Hamilton, Siemer &

Gotlib, 2000).
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Figura 5 — Modificagdes estruturais, metabdlicas e funcionais de pacientes com depressdo. Fonte: Adaptado de
Fuchs & Fliigge, 2005.
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2.3. Tratamento Farmacolégico da Depressao

A descoberta dos antidepressivos possibilitou um grande progresso no tratamento da
depressao, sobressaindo-se como recurso terapéutico mais utilizado para o tratamento deste
transtorno (Drapier et al., 2007). Os farmacos antidepressivos melhoram o humor por varios
mecanismos, que sdo baseados no aumento da disponibilidade de neurotransmissores, através
do bloqueio da recaptura ou degradacao neuronal de neurotransmissores ou atuacdo em
receptores pré ou pés-sindpticos (Nemeroff & Owens, 2002). Virias classes de
antidepressivos estao disponiveis no mercado, e sao classificados de acordo com sua estrutura
quimica (Ebmeier, Donaghey & Steele, 2000).

Os inibidores da monoaminoxidase (IMAQO) foram um dos primeiros antidepressivos
descobertos. Seu mecanismo de acio consiste no bloqueio da enzima monoamina oxidase,
que possui duas isoformas: MAO-A, que esta relacionada com degradacao de serotonina e
noradrenalina e adrenalina, e MAO-B que degrada a feniletilamina e benzilamina. Ambas as
isoformas desaminam a dopamina, a tiramina e triptamina. Os IMAOQOs apresentam varios
efeitos colaterais, e o principal € a crise hipertensiva provocada pela sua ingestdo combinada
com alimentos contendo tiramina, que € uma amina encontrada em quantidade elevada em
alguns alimentos, sendo metabolizada pela MAO (Hillhouse & Porter, 2015; Shulman &
Herrmann, 2013).

Os antidepressivos triciclicos (ADTs) possuem essa nomenclatura por possuirem na
sua estrutura quimica trés anéis benzénicos. A imipramina foi o primeiro medicamento
descoberto dessa classe. O mecanismo de agdo dos ADTs ocorre em nivel pré-sinaptico pelo
bloqueio dos transportadores de serotonina e noradrenalina, elevando o nivel destas na fenda
sindptica; contudo, bloqueiam também receptores pds-sindpticos muscarinicos, histaminicos e
adrenérgicos (Hillhouse & Porter, 2015; Stahl, 2014).

Devido a baixa seletividade dos farmacos antidepressivos de primeira geracao, novos
antidepressivos foram criados. Dentre esses, estdo os inibidores seletivos de recaptacao de
serotonina (ISRSs), sendo os mais utilizados para o tratamento da depressao. Seu mecanismo
de acdo consiste em inibir a recaptacio de serotonina na fenda sindptica, aumentando sua
concentracdo. Possuem menor incidéncia de efeitos colaterais, porém podem provocar
disfunc¢ao sexual, distirbios gastrintestinais, sonoléncia e ganho de peso (Cipriani et al., 2009;

Hillhouse & Porter, 2015).
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Os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina e noradrenalina (ISRSNs), atuam
inibindo tanto o transportador de serotonina (SERT) quanto o de noradrenalina (NET).
Apresentam efeitos colaterais semelhantes aos dos ISRS, a exemplo da disfun¢do sexual.
Algumas evidéncias sugerem que os ISRSNs podem ser mais efetivo para o tratamento da
depressdo em comparagcdao com ISRSs (Papakostas, Thase, Fava, Nelson, & Shelton, 2007;
Clayton et al., 2002; Stahl, Grady, Moret, & Briley, 2005).

Novos alvos farmacoldgicos para o tratamento da depressdao vem sendo estudados,
como o antagonismo dos receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) pela cetamina, que tem
exercido um efeito antidepressivo de forma rapida em pacientes com resisténcia aos
medicamentos atualmente disponiveis. O antagonismo dos receptores muscarinicos de
acetilcolina pela escopolamina tem fornecido novas idéias terapéuticas. Como também, a
modulacdo da sinaliza¢do de melatonina tem sido explorada como uma potencial estratégia

terapéutica no tratamento da depressdo (O'Leary, Dinan & Cryan, 2014)

2.4. Modelos Animais de Depressao

Os modelos animais sao importantes ferramentas para o estudo da fisiopatologia da
depressao, bem como para o desenvolvimento e triagem de novas drogas terapéuticas
(Duman, 2010; Overstreet, 2012). Reproduzir os sintomas da depressdo em humanos em
animais de laboratorio, e considerar que um animal estd deprimido ndo € algo fécil.
Entretanto, existem diversos modelos experimentais validados para o estudo do
comportamento depressivo, principalmente em roedores (Duman, 2010; Willner & Mitchell,
2002).

Tem-se desenvolvido modelos animais com o objetivo estabelecer o efeito do estresse
no desenvolvimento da depressio, tais como: modelos do estresse cronico moderado, modelo
da administragc@o de corticosterona e dexametasona (Kim & Han, 2006; Zhao et al., 2008;

Shyti et al., 2015, Wrébel, Serefko, Wlaz & Poleszak, 2014).

2.4.1. Modelo da Administragao de Dexametasona

Em roedores, achados indicaram que a administracdo tinica ou repetida de

dexametasona (DEXA) ativaram genes relacionados ao estresse, € induziram o

comportamento depressivo avaliado pelos testes comportamentais do nado forcado, transi¢dao
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claro-escuro e preferéncia por sacarose e, modificou a atividade de fairmacos antidepressivos
de vérias classes (Skupio et al., 2014; Wrébel, Seretko, Wlaz & Poleszak, 2014). O estudo de
Patel e Udayabanu (2014), evidenciou que inje¢des de dexametasona durante 12 semanas em
camundongos resultaram no desenvolvimento de um estado diabético, hipercortisolemia,
extresse oxidativo, déficits cognitivos e um comportamento semelhante a depressdo, que
foram revertidos pela administracdo do extrato de Urtica dioica.

Foi demonstrado que repetidas inje¢cdes de corticosterona (CORT) provocaram
alteracdes comportamentais e neuroquimicas similares a depressao (Zhao et al., 2008; Pitta et
al., 2013; Mao, Huang, Ip, Xian & Che, 2012; Shity et al., 2015).

Baseado nestes resultados, foi possivel concluir que esse modelo da administracio de
dexametasona € vélido para o estudo da fisiopatologia da depressdo e para avaliar a eficcia

de novos drogas antidepressivas (Sterner & Kalynchuk, 2010).

2.5. Oleos Essenciais

Os dleos essenciais (OEs) constituem os elementos volateis das plantas arométicas
encontradas principalmente em paises de clima temperado e tropical (Bakkali, Averbeck, S.,
Averbeck, D. & Idaomar, 2008). Sao produzidos por estruturas secretoras presentes em varias
partes de plantas, como folhas, cascas e sementes (Burt, 2004; Mayaud et al., 2008).

Geralmente, os OEs t€m sabor 4cido e picante, quando extraidos sdo incolores ou
ligeiramente amarelados. Possuem instabilidade na presenca de luz, calor, ar, umidade e
metais. Em temperatura ambiente, sdo liquidos de aparéncia oleosa, apresentam alta
volatilidade e, recebem o nome de essenciais devido ao aroma agraddvel e intenso da maioria
da classe (Simdes & Spitzer, 2004).

Na natureza, os OEs apresentam relevantes funcdes nas plantas, ja que sdo formados
de elementos que atuam na preservacao da integridade das mesmas funcionando como sinais
de comunica¢do quimica, na protecdo contra a perda de d4gua e aumento da temperatura
(Makkar et al., 2007).

Os OEs demonstram possuir uma série de atividades bioldgicas, tais como:
antimicrobiana (Pragadheesh, 2013), antioxidante (Sanchez- Vioque et al., 2013),
antidiabética (Misra & Dey, 2013) anti-inflamatéria (Barbieri Xavier et al., 2013) e

antidepressiva (Victory, Brahm & Savegnago, 2013.
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A composi¢ao quimica dos OEs é composta por elementos basicos como carbono,
oxigénio e hidrogénio, sendo formados por uma mistura de varias moléculas organicas, como
hidrocarbonetos, dlcoois, ésteres, aldeidos, cetonas, fendis, entre outras. A grande maioria, no
entanto, é constituida de terpenos em maior quantidade, seguido dos fenilpropanoides
(Bakkali, Averbeck, S., Averbeck, D. & Idaomar, 2008).

Os fenilpropanoides sdo sintetizados a partir do aminodcido fenilalanina, que é
convertido em 4cido cindmico, por sua vez, o grupo 4cido carboxilico deste € reduzido
produzindo os fenilpropanoides. Esse composto organico é gerado por plantas para protege-
las de infec¢des, radiacdes ultravioletas e herbivoros (Sa et al., 2014; Fonséca, 2016).

De acordo com a literatura, as familias de plantas que possuem os compostos
fenilpropranoides biologicamente ativos sdo: Asteraceae, Crassulaceae, Araliaceae,
Scrophulariaceae, Salicaceae, Plantaginaceae, Thymelaeaceae, Lamiaceae, Oleaceae (Kurkin,

2003).
2.5.1. Eugenol e seus Andlogos

O eugenol é um derivado fenilpropanoide farmacologicamente ativo (Figura 6),
conhecido popularmente como esséncia de cravo, pois estd presente em grande quantidade no
6leo de cravo da india (Eugenia aromatica) (Escobar, 2002). Também é encontrado em 6leos
essenciais de plantas como Eugenia caryophyllus, Dicipelium cariophyllatum, Ocimum
gratissimum e o Croton zenhtneri (Wu, Hwang, Liao & Chen, 1994). O eugenol € sintetizado
biologicamente, a partir do aminoécido fenilalanina, através da rota metabdlica do acido
chiquimico (Senanayake, Wills & Lee, 1977). Na odontologia, tem sido extensamente
utilizado h4 décadas por seu efeito analgésico (Frisch & Bhaskar, 1968; Kozam, 1977,
Ohkubo & Shibata, 1997; Ehrmann, Messer & Adams, 2003).

OH

H.C™ OCHs;

Figura 6 — Estrutura quimica do eugenol. Fonte: Sigma-Aldrich.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hwang%20TL%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=8043010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liao%20CF%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=8043010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20IJ%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=8043010
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Diversos estudos tem relatado as vdrias propriedade bioldgicas do eugenol,
destacando-se a atividade antibacteriana, anticonvulsivante, antiespasmddica e antinociceptiva
(Sayyah, Valizadeh & Kamalinejad, 2002; Dal B6, Luiz, Martins, Mazzardo-Martins &
Santos, 2012). De acordo com o estudo realizado por Iris e colaboradores (2004), o
tratamento com eugenol durante 14 dias promoveu uma atividade antidepressiva semelhante a
da imipramina nos testes do nado for¢ado e suspensdo da cauda em camundongos, além disso
evidenciou que o eugenol induziu o aumento do BDNF no hipocampo.

O dehydrodieugenol (DHDE) também conhecido como bis-eugenol, € um andlogo
estrutural do eugenol, encontrado na espécie Syzygium aromaticum e em alguns produtos
naturais, como geraniol comercial (Jones & Haller, 1949; Miyazawa & Hisama, 2003).
Amaral e colaboradores (2012), identificaram que a substancia possui atividade
antidepressiva nos testes do nado for¢ado e suspensdo da cauda, por alteracio dos sistemas
serotoninérgico, dopaminérgico e noradrenergico.

O estragol é um fenilpropranoide, andlogo quimico do eugenol, sendo o principal
constituinte da Croton zehntneri, conhecida no nordeste brasileiro por canela de cunha,
canelinha ou canela-brava (Coelho-de-Souza, 2013). Também presente no 6leo essencial da
planta Ravensara anisata, Ocimum basilicum e Artemisia dracunculus (Craveiro et al., 1981;
Franchome & Penoel, 1995). A literatura evidencia que o estragol apresenta atividades
bioldgicas como anestésica, anti-inflamatdria e anti-edematogénica (Leal- Cardoso et al.,
2004; Ponte et al., 2012; Silva-Comar et al., 2014).

O a-asarone € um analogo estrutural do eugenol, sendo um componente majoritario do
6leo essencial de rizomas das plantas Acorus calamus Linn, Acorus tatarinowii Schott e
Acorus gramineus Solander, utilizadas na China para o tratamento de doencas respiratérias
(Huang et al., 2013; Wang, Levinson, Sun & Heinbockel, 2014). O a-asarone demonstrou um
efeito ansiolitico nos testes do labirinto em cruz elevado, transi¢do claro-escuro e consumo de
alimentos (Liu et al., 2012). O tratamento agudo com a-asarone revelou uma atividade
antidepressiva no teste de suspensao da cauda (TST) e nado for¢cado (Han, P., Han, T., Peng
& Wang, 2013). Além disso, exibiu um efeito bifasico no TST, no qual o efeito
antidepressivo foi observado em doses mais baixas e o efeito depressivo em doses mais altas

(Chellian, Pandy & Mohamed, 2016).
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2.5.2. Orto-eugenol

O orto-eugenol € um isomero sintético do eugenol, que contém um anel benzénico.
Este apresentou um efeito antinociceptivo mediado pelo sistema adrenérgico, e anti-
inflamatdrio através da regulacio de citocinas pré-inflamatorias e fosforilacao de NF-kB e
p38 em camundongos (Fonséca et al., 2016).

O eugenol e seu andlogos sao apontados como promissores alvos terapéuticos para o
tratamento de diversas doencas que atingem o SNC, principalmente a depressdo. A partir
disso, surgiu o interesse em pesquisar se o orto-eugenol também apresenta atividade

antidepressiva.

OCHj3
OH

~CH>

Figura 7 — Estrutura quimica do orto-eugenol. Fonte: Sigma-Aldrich.
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3. Justificativa e Relevancia

A depressdo € um transtorno cronico e recorrente, que afeta a vida dos individuos,
sendo mais prevalente em mulheres. A sua fisiopatologia ndo estd totalmente esclarecida, o
que reflete diretamente na falta de medicamentos ideais para o seu tratamento, uma vez que,
os farmacos utilizados na atualidade apresentam um inicio de acdo lento e muitos eventos
adversos, somado ao problema de que uma grande parcela dos pacientes nio responde bem a
terapia com antidepressivos (Nestler et al., 2002; Berlim & Turecki, 2007).

O desenvolvimento de novos agentes antidepressivos com inicio de a¢do mais répido e
menos efeitos adversos teria um impacto substancial tanto para o paciente quanto para a saide
publica em geral.

Grande parte da populacao faz o uso de plantas medicinais como alternativa
terapéutica. E o uso destas como matérias-primas para a sintese de substancia bioativas, tem
sido amplamente realizada ao longo do tempo. O eugenol € uma substancia extraida de
plantas, que ja apresentou diversas atividades bioldgicas, destacando-se a antidepressiva em
camundongos machos. Diante disto, o orto-eugenol por ser uma um isdmero sintético do
eugenol e ainda pouco estudado, pode ser uma droga em potencial para o tratamento da
depressao.

O presente estudo avanca na investigacao dos efeitos do orto-eugenol na depressao,
através de um modelo pré-clinico de depressao-simile baseado na administragdo aguda de

dexametasona em camundongos fémeas.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo Geral

Investigar o efeito do tratamento agudo do orto-eugenol em modelos animais
comportamentais de depressao-simile induzidos por dexametasona e os possiveis mecanismos

de acgdo.

4.2. Objetivos Especificos

e Induzir o comportamento depressivo-simile por meio da administracdo de
dexametasona em camundongas fémeas;

e Verificar se o orto-eugenol apresenta atividade antidepressiva, utilizando os testes de
suspensdo da cauda e borrifagem de sacarose;

e Analisar se o orto-eugenol altera a atividade locomotora no teste do campo aberto;

e (Caracterizar o mecanismo de a¢do antidepressivo do orto-eugenol, por meio da

investigacao das vias serotoninérgicas, adrenérgicas e dopaminérgicas.
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5. Material

5.1. Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) fémeas, albinas Swiss, pesando entre
25-35g com, aproximadamente, 3 meses de idade, provenientes do Biotério Prof. Dr. Thomas
George da Universidade Federal da Paraiba.

Os animais foram alocados em gaiolas de polietileno, com um méaximo de 20
camundongos por caixa. Estes permaneceram sob temperatura controlada (21 £ 1° C), com
livre acesso a racdo tipo pellets (Purina®) e dgua disponivel em garrafas de polietileno, com

ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara de 6h00 as 18h00.

.
2 |

Figura 8 — Camundongo (Mus musculos) Swiss. Fonte: Google Imagens.
5.2. Condig¢des Experimentais

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Psicofarmacologia, no qual
os animais foram previamente pesados e alojados em gaiolas de polietileno, contendo 4
animais cada, com pelo menos 12 horas de antecedéncia a execugdo dos testes, visando
minimizar as possiveis alteragdes comportamentais do animal, bem como permitir uma
adaptacao a sala de experimentacdo. Os camundongos foram mantidos a temperatura 21 + 1°,
privados de dgua e ragdo 60 minutos antes dos testes.

Antes de cada procedimento experimental, a bancada foi limpa com etanol 70%, e

para que ndo ocorresse influéncia durante os testes, foi utilizado etanol de baixa graduagdo
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(10%). Todos os experimentos foram executados no periodo das 6h00 as 12h00, os animais
foram utilizados uma Unica vez e, em seguida eutanasiados.
Todos os procedimentos experimentais foram previamente analisados e aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) do LTF/UFPB, sob a certiddo n° 022/2017
(Anexo 1).

5.3. Substancias utilizadas

Dexametasona (Sigma — E.U.A.)

Etanol (Vetec — Brasil)

Hidrocloreto R(+)-SCH23390 (Sigma — E.U.A.)
Imipramina (Norvartis Biociéncias — Brasil)
Orto-eugenol (Sigma — E.U.A.)

Prazosin (Sigma — E.U.A.)

Ritanserina (Sigma — E.U.A.)

Sacarose (Sigma — E.U.A.)

Solucao salina 0,9% (ADV — Brasil)

AR N N N N Y N NI NN

Tween 80 (polioxetileno sorbitano monoelato) (Sigma — E.U.A.)

5.4. Preparacdo do orto-eugenol e demais substancias

Imediatamente antes da realizacao dos testes, o orto-eugenol foi emulsificado em
Tween 80 (Polissorbato 80) a 1% e em 4gua destilada, utilizando concentracdes decimais, de
forma a possibilitar a injecao de 0,1 mL/10g de peso do animal.

O orto-eugenol foi preparado nas doses de 50, 75 e 100 mg/kg (Fonséca et al., 2016)
para administracao pela via intraperitoneal (i.p.). Como controle negativo, foi utilizado Tween
80 a 1% em &4gua destilada (i.p.).

As demais substancias, em suas respectivas doses, foram preparadas minutos antes de
sua utilizagdo, sendo dissolvidas em dgua destilada ou solucdo salina a 0,9%. Todas as
substancias foram administradas por via i.p. (orto-eugenol, salina, imipramina, prazosin e
ritanserina) ou s.c. (dexametasona e SCH23390), e foram calculadas de forma a possibilitar a

injecdo de 0,1 mL/10g de peso do camundongo.
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6. Método

O delineamento metodolégico do estudo da atividade antidepressiva do orto-eugenol

em camundongos estd esquematizado na Figura 8.

ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIDEPRESSIVA DO ORTO-EUGENOL

ADMINISTRACAO DE DEXAMETASONA

Teste da Suspenséo Teste Borrifagem de Teste do Campo
da Cauda (TST) Sacarose — Splash Test Aberto

MECANISMO DE ACAO

Figura 9 — Resumo esquemadtico das metodologias utilizadas no estudo do orto-eugenol.

6.1. Estudo da atividade antidepressiva

Para indu¢@o do comportamento depressivo nos camundongos, foi administrada a
dexametasona. Esta € um glicocorticoide sintético e, de acordo com a literatura a
administracdo de glicocorticoides em animais reproduz uma sintomatologia similar a da
depressao através da disfuncio do eixo HPA e da alteragdo do controle de feedback negativo
(Lee, Shim, Lee, Yang & Hahm, 2009; Sterner & Kalynchuk, 2010; Crupi et al., 2010).

O protocolo de induc¢iao do comportamento depressivo-simile foi adaptado de Wrobél
e colaboradores (2014). A dexametasona (64pg/kg) foi administrada por via subcutanea em
todos os grupos, com excecdo do grupo salina, 3h30min antes da realizacao dos testes. Os
experimentos foram concluidos até as 12h00, devido ao pico de liberagcdo de corticosterona
enddgena. Os testes foram realizados na seguinte sequéncia: 1° Teste de Suspensdo da Cauda;

2° Teste de Borrifagem de Sacarose; e 3° Teste do Campo Aberto.
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6.1.1. Teste de Suspensao da Cauda

Este teste foi inicialmente proposto por Stéru e colaboradores (1985) e adaptado em
nosso laboratério. Consiste em submeter o animal a uma situacao estressante e inescapavel, na
qual ele ird apresentar dois tipos de comportamentos alternados: a agitacdo atribuida a
tentativa de escape e a imobilidade. E um teste bastante empregado por ser de facil
aplicabilidade, e reprodutibilidade por conseguir detectar um grande espectro de agentes
antidepressivos (Cryan, Mombereau & Vassout, 2005; Nestler et al., 2002).

Para este procedimento seis grupos de 8§ camundongos receberam por via i.p. 0s
seguintes tratamentos: controle (salina 0,9% e Tween 80 a 1%), dexametasona (64pug/kg),
orto-eugenol nas doses de 50, 75 e 100 mg/kg, e imipramina (10 mg/kg). Decorridos 30
minutos, os animais foram submetidos ao teste de suspensdo da cauda. O método consistiu em
suspender os camundongos pela cauda a 50 cm do chio, com o auxilio de uma fita adesiva
colocada a 1cm da ponta da cauda, na bancada de experimentos, de maneira tal que o animal
permanecesse com a por¢do ventral do corpo voltada para a camera de registros. Cada animal
permaneceu nesta posi¢ao durante 6 min. Analisaram-se os seguintes parametros: laténcia

para imobilidade e tempo total de imobilidade.

Imobilidade Mobilidade

Figura 10 - Representacdo dos comportamentos de imobilidade e mobilidade no TST. Fonte: Adaptado de
Colla, 2015.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763405000382?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0149763405000382?via%3Dihub#!
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6.1.2. Teste de Borrifagem de Sacarose (Splash Test)

Neste experimento, foram utilizados grupos de oito camundongos tratados com controle
(salina 0,9% e Tween 80 a 1%), dexametasona (64pg/kg), orto-eugenol nas doses 50, 75 e 100
mg/kg, e imipramina (10 mg/kg). Transcorridos 30 minutos, os animais foram borrifados no
dorso com uma solucao aquosa contendo 10% de sacarose (Figura 12A), seguida da alocagdo
em caixas individuais e transparentes (Figura 12B). A solucdo, por ter uma textura viscosa, faz
com que o animal tenha um comportamento de autolimpeza (grooming). Apds a aplicagao da
solucdo de sacarose, foi contabilizado por um periodo de 5 minutos a laténcia para o inicio da
autolimpeza (grooming) e o tempo total de autolimpeza (grooming), registrados com uma
camera. Esta reacdo observada nos animais é apontada como indicadora de autocuidado e
comportamento motivacional, apresentando estreita relacdo com os sintomas da depressado, a
exemplo do comportamento anedonico demonstrado pelos pacientes (Willner, 2005; Isingrini
etal.,2010; Moretti et al., 2012; Rosa et al., 2014). Apds a observagdo de cada animal, o aparato

utilizado foi limpo com uma solucdo de 10% élcool.

o

"
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Figura 11 — Teste de Borrifagem de Sacarose. A) A solucdo contendo 10% de sacarose e borrifada no dorso. B)
Em seguida o animal é colocado no funil para a observacao da autolimpeza. Fonte: Adaptado de Colla, 2015.

6.1.3. Teste do Campo Aberto

Originalmente descrito por Hall (1930) para testar o efeito de um ambiente estranho
sobre o estado emocional de ratos, € um protocolo bastante utilizado para avaliar drogas
ansioliticas, também podendo ser aplicado para avaliar o efeito de drogas estimulantes,

sedativas ou anticonvulsivantes sobre a atividade locomotora espontanea e comportamento
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exploratdrio dos animais (Prut & Belzung, 2003). O aparato do campo aberto consiste em
uma arena circular (40 x 60 x 50 cm), com a base marcada em 12 quadrantes iguais.

Os camundongos foram separados em cinco grupos de 8 animais que receberam os
tratamentos: controle (salina 0,9% e Tween 80 a 1%), dexametasona (64pg/kg), orto-eugenol
(50, 75 e 100 mg/kg i.p.) e imipramina (10 mg/kg i.p.). Apés 30 minutos os animais foram
colocados no centro do campo aberto e foram contabilizados por um periodo de 5 minutos os
seguintes parametros: a) nimero de cruzamentos entre os quadrantes (quando o animal
atravessa colocando trés patas); b) tempo total de permanéncia na periferia do aparato; c) tempo
total de permanéncia no centro do aparato; c) quantidade de rearing (levantamentos) e, c)
laténcia para o primeiro rearing. A base do aparelho foi limpa com soluc¢do de dlcool 10% entre

os animais (Almeida, 2006).

A B C

Figura 12 - Teste do Campo Aberto. A) Tempo de permanéncia no centro. B) Cruzamento de quadrantes. C)
Rearing (levantamento). Fonte: Adaptado de Colla, 2015.

6.2. Investigacdo dos possiveis mecanismos de ac¢do na atividade antidepressiva do orto-

eugenol

ApO6s constatar que o orto-eugenol apresentou atividade antidepressiva nos testes
descritos anteriormente, foram investigados os possiveis mecanismos de a¢do pelos os quais o
orto-eugenol estaria causando o efeito encontrado. Estes estudos fundamentaram-se no uso de
ferramentas farmacoldgicas que atuam em receptores especificos implicados na regulagdo do
humor. Foram utilizados diferentes antagonistas em doses ja descritas na literatura.

Para a realizacdo desta investigacdo, foi escolhido o teste de suspensao da cauda, e a

dose de 50 mg/kg de orto-eugenol, pois foi a que obteve melhor desempenho nos modelos
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selecionados. Todos os grupos, com exce¢do do grupo salina, receberam dexametasona

(64pg/kg s.c.) 3h30min antes da realizacdo do teste (Wrdbel et al., 2014).

6.2.1. Avaliacdo do Sistema Dopaminérgico

A fim de investigar se o orto-eugenol exerce seu efeito antidepressivo através do sistema
dopaminérgico, utilizou-se SCH-23390, um antagonista dos receptores D; (Can, Turan,
C)zkay & Oztiirk, 2017).

Neste experimento, os animais também foram divididos em grupos distintos e tratados
com veiculo (Tween 80 1% i.p.), dexametasona (64pg/kg), orto-eugenol (50 mg/kg i.p.) ou
SCH-23390 (0,05 mg/kg s.c.). Outro grupo foi injetado inicialmente com SCH23390, e apds
15 min recebeu o orto-eugenol, e apds 30 minutos os animais foram submetidos ao teste de

suspensdo da cauda.

6.2.2. Avaliacdo do Sistema Serotoninérgico

A ritanserina, um antagonista seletivo de receptores SHT2a2c (Hu et al., 2017) foi
utilizada durante esta fase dos experimentos, como ferramenta farmacoldgica para a
determinac¢do do possivel envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito antidepressivo
do orto-eugenol. Quatro grupos contendo 8 camundongos foram tratados com veiculo (salina
e Tween 80 a 1% i.p.), dexametasona (64pg/kg), orto-eugenol (50 mg/kg i.p.) e ritanserina (4
mg/kg 1.p.), respectivamente. Outro grupo foi pré-tratado com ritanserina (4 mg/kg 1.p.) 30
minutos antes da administra¢do do orto-eugenol (50 mg/kg i.p.). Transcorridos 30 minutos, 0s

animais foram desafiados no teste de suspensao da cauda.

6.2.3. Avaliacdo do Sistema Adrenérgico

Para investigacao de um possivel envolvimento do sistema noradrenérgico na resposta
antidepressiva do orto-eugenol, utilizou-se o prazosin, um antagonista de receptores
adrenérgicos al (Abbasi-Maleki & Mousavi; Chellian, Pandy & Mohamed, 2016).

Grupos de 8 camundongos foram tratados com: veiculo (Tween 80 - 1% i.p.), dexametasona

(64pg/kg), orto-eugenol (50 mg/kg i.p.) ou prazosin (1 mg/kg i.p.). Um outro grupo pré-
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tratado, inicialmente, com prazosin, e apds 15 min recebeu o orto-eugenol. Decorridos 30

minutos os animais foram submetidos ao teste de suspensdo da cauda.

6.3. Andlise e Gravagao dos Videos

Todos os testes comportamentais, foram gravados utilizando uma camera digital Nikon
Coolpix P520.
v" Em seguida os videos foram editados pelos programas Adobe Premiere Pro C6® e
Animotica — Video Editor, de acordo com tempo de anélise de cada teste;
v Uma voluntdria, integrante do laboratério, fez a renomeagio dos videos por meio de
codigos;

v Ap6s a renomeagio dos videos, esses foram analisados de forma duplo cego.

6.4. Analise Estatistica

O método de Analise de Variancia one-way (ANOVA) foi aplicado na analise dos
dados paramétricos, seguido pelo teste post hoc de Dunnet ou Tukey.

Os valores obtidos foram expressos como média + erro padrao da média (e.p.m.),
sendo as diferencas considerados significativas quando apresentassem um nivel de
significancia p<0,05.

Os dados numéricos foram aplicados no programa Graph Pad Prism, versao 6.0

(GraphPad Software Incorporated, San Diego, USA).
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7. Resultados

7.1. Avaliagdo da atividade antidepressiva do orto-eugenol
7.1.1. Efeito do orto-eugenol no Teste de Suspensio da Cauda

A ANOVA de uma via mostrou que existe efeito do pré-tratamento sobre a laténcia
para imobilidade no teste de suspensao da cauda [F (5, 42) = 8,634; p < 0,0001]. O post-hoc
de Dunnett’s mostrou que os animais tratados com orto-eugenol na dose de 50 mg/kg (121,5 £
14,3) e imipramina (93,7 £ 11,7), apresentaram uma maior laténcia para imobilidade quando
comparados com o grupo Dexa (53,7 £ 6,2). Ja o grupo orto-eugenol nas doses de 75 mg/kg
(88,7 + 8,8), 100 mg/kg (88,7 £ 9,3) e salina (39,2 + 7,9) ndo apresentaram efeito significativo

em comparagdo ao grupo Dexa (Gréfico 1).

Grafico 1 — Efeito do orto-eugenol (50, 75 e 100 mg/kg,), salina, dexametasona (64pg/kg) e imipramina (10

mg/kg) sobre a laté€ncia para imobilidade no teste de suspensdo da cauda.
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Valores expressos em média + e.p.m. (n=8). ANOVA one-way seguido pelo Teste de Dunnett’s. *p<0,05 e
**%p<0,001 versus dexametasona.
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Na avaliac@o do tempo de imobilidade (Grafico 2), a ANOVA de uma via evidenciou
que existe efeito do pré-tratamento [F (5, 42) = 15,19; p < 0,0001]. O post-hoc de Dunnett’s
demonstrou que os animais tratados com salina (92,5 + 9,1), orto-eugenol na dose de 50
mg/kg (70,6 £ 3,3), e imipramina (66,7 £ 10,1), diminuiram o tempo de imobilidade quando
comparados ao grupo Dexa (130,4 + 6,56). O orto-eugenol na dose de 75 mg/kg (120,5 +
14,2) e 100 mg/kg (166,1 £ 11,7) ndo apresentaram efeito significativo em comparagdo ao

grupo Dexa.

Grifico 2 — Efeito do orto-eugenol (50, 75 e 100 mg/kg), salina, dexametasona (64pug/kg) e imipramina (10

mg/kg) sobre o tempo de imobilidade no teste de suspensdo da cauda.
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Valores expressos em média + e.p.m. (n=8). ANOVA one-way seguido pelo Teste de Dunnett’s. *p<0,05
*#*%p<0,001 versus dexametasona.
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7.1.2. Efeito do orto-eugenol no Teste de Borrifagem de Sacarose — Splash Test

A ANOVA de uma via demonstrou que o pré-tratamento apresentou efeito sobre a
laténcia para grooming (autolimpeza) [F (5, 42) = 10,60; p < 0,0001]. O post-hoc de
Dunnett’s mostrou que os grupos tratados com salina (18,5 £ 1,5), orto-eugenol nas doses de
50 mg/kg (23,0 £ 5,4), 75 mg/kg (15,25 £ 1,9), 100 mg/kg (13,0 £ 2,4) e imipramina (11,0 £
3,8), diminuiram a laténcia para o grooming quando comparados ao grupo Dexa (54,5 +

9,56).

Grafico 3 — Efeito do orto-eugenol (50, 75 e 100 mg/kg), salina, dexametasona (64pg/kg) e imipramina (10

mg/kg) sobre a laté€ncia para grooming no teste de borrifagem de sacarose.

o
o
]

—]

Laténcia para Grooming (s)

40 A
20 i *kkk - . -
-
0- T T
Sal Dexa Imip 50 75 100

Orto-eugenol

Valores expressos em média + e.p.m. (n=8). ANOVA one-way seguido pelo Teste de Dunnett’s. ***p<0,001 e
#k#%p<0,0001 versus dexametasona.
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Os resultados obtidos para o tempo de grooming no teste de borrifagem de sacarose
pode ser observados no Grafico 4. A ANOVA de uma via comprovou que hé o efeito do pré-
tratamento sobre o tempo de autolimpeza [F (5, 42) = 6,334; p = 0,0002]. O post-hoc de
Dunnett’s mostrou que a administragd@o intraperitoneal de orto-eugenol na dose de 50 mg/kg
(198,5 £ 8,8), 100 mg/kg (187,1 + 19,2) e impramina (202,3 £+ 7,6), aumentaram o tempo de
grooming quando comparados ao grupo Dexa (140,1 + 6,7). O grupo salina (142,5 £ 6,3) e
orto-eugenol na dose de 75 mg/kg (154,6 + 12,9) ndo apresentaram diferencas estatisticas em

comparacgdo ao grupo Dexa.

Grafico 4 — Efeito do orto-eugenol (50, 75 e 100 mg/kg), salina, dexametasona (64ug/kg) e imipramina (10

mg/kg) sobre o tempo de grooming no teste de borrifagem de sacarose.
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Valores expressos em média + e.p.m. (n=8). ANOVA one-way seguido pelo Teste de Dunnett’s. *p<0,05 e
**¥p<0,01 versus dexametasona.
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7.1.3. Efeito do orto-eugenol no Teste do Campo Aberto

Na avaliacdo do parametro nimero de cruzamentos dos animais no campo aberto, a
ANOVA de uma via mostrou que nao hé efeito do pré-tratamento com salina (91,7 £ 5,4),
Dexa (66,1 + 7,1), imipramina (89,3 + 3,7), orto-eugenol nas doses de 50 mg/kg (67,6 + 11,8),
75 mg/kg (90,2 £9,9), e 100 mg/kg (77,3 £4,5) [F(5, 42) =2,298; p = 0,0621].

Grifico 5 — Efeito do orto-eugenol (50, 75 e 100 mg/kg), salina, dexametasona (64pg/kg) e imipramina (10

mg/kg) sobre o nimero de cruzamentos no teste do campo aberto.
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Valores expressos em média + e.p.m. (n=8). ANOVA one-way seguido pelo Teste de Dunnett’s.
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No parametro tempo no centro do campo aberto, a ANOVA de uma via revelou que
ndo existe efeito dos pré-tratamentos [F (5, 42) = 1,777; p = 0,1386] com salina (35,2 £ 6,0),
Dexa (27,0 £ 4,3), imipramina (40,1 + 0,5), orto-eugenol nas doses de 50 mg/kg (33,0 £ 4,1),
75 mg/kg (42,0 £ 3,7) e 100 mg/kg (40,0 = 4,4) (Gréfico 6).

Grafico 6 — Efeito do orto-eugenol (50, 75 e 100 mg/kg), salina, dexametasona (64pg/kg) e imipramina (10

mg/kg) sobre o tempo no centro do campo aberto.
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Valores expressos em média + e.p.m. (n=8). ANOVA one-way seguido pelo Teste de Dunnett’s.
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Na avaliagdo da laténcia para o rearing (Grafico 7), a ANOVA de uma via mostrou
que ndo ha efeito dos pré-tratamentos com salina (20,0 + 2,2), Dexa (18,6 + 3,0), imipramina
(25,8 £ 3,0), orto-eugenol nas doses de 50 mg/kg (24,5 £ 5,2), 75 mg/kg (26,0 £ 3,9) e 100
mg/kg (25,0 £3.,5) [F (5, 42) =0,7671; p = 0,5787].

Grifico 7 — Efeito do orto-eugenol (50, 75 e 100 mg/kg,), salina, dexametasona (64pg/kg) e imipramina (10

mg/kg) sobre a laténcia para o rearing no campo aberto.
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Valores expressos em média + e.p.m. (n=8). ANOVA one-way seguido pelo Teste de Dunnett’s.
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Na avaliag@o do nimero de rearing (Grafico 8), a ANOVA de uma via mostrou que
ndo existe efeito dos pré-tratamentos com salina (33,8 £ 2,8), Dexa (29,6 + 4,2), imipramina
(31,1 £2,7), orto-eugenol nas doses de 50 mg/kg (28,1 £ 3,9), 75 mg/kg (32,6 £ 4,1) e 100
mg/kg (33,5 +£2,2) [F (5,42)=0,7671; p = 0,5787].

Grafico 8 — Efeito do orto-eugenol (50, 75 e 100 mg/kg), salina, dexametasona (64pg/kg) e imipramina (10

mg/kg) sobre o nimero de rearing no campo aberto.
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Valores expressos em média + e.p.m. (n=8). ANOVA one-way seguido pelo Teste de Dunnett’s.
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7.2. Avaliagdo dos possiveis mecanismos de a¢ao envolvidos na antidepressiva do orto-

eugenol

Os animais pré-tratados com SCH2330 (222,9 + 2,6), SCH23390 + orto-eugenol
(197,1 £ 13,9) e prazosin + orto-eugenol (141,5 + 13,6), aumentaram o tempo de imobilidade
quando comparados com orto-eugenol (79 £ 6,1) [F (8, 63) = 18,74; p < 0,0001]. A
ritanserina (97,6 £ 6,3), ritanserina + orto-eugenol (133,4 £+ 21,15), prazosin (126,0 £ 11,0)

ndo apresentarem efeito significativo quando comparados com o orto-eugenol.

Grafico 9 — Efeito de antagonistas especificos na atividade antidepressiva do orto-eugenol no teste de suspensdo

da cauda.
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8. Discussao

Nossos resultados indicaram que o orto-eugenol apresentou atividade antidepressiva
nos testes de suspensao da cauda, por meio do aumento da laténcia para imobilidade e
diminui¢do da imobilidade; no teste de borrifagem de sacarose diminuiu a laténcia para o
grooming (autolimpeza) e aumentou o tempo de grooming; além de ndo alterar o nimero de
cruzamentos, tempo no centro, laténcia e nimero de rearing no teste do campo aberto.

O protocolo de indu¢ao do comportamento tipo depressivo por dexametasona €
fundamentado na literatura, apresentando validade de face (mimetiza sintomas associados a
doenca), de constructo (desenvolve aspectos fisiopatolégicas andlogos a condi¢ao humana) e
validade preditiva (o tratamento com antidepressivos pode reverter as alteracdes do modelo)
(Mckinney & Bunney 1969; Li et al., 2014; Wrébel et al., 2014, 2015; Conti, Spulber, Raciti
& Ceccatelli, 2017). A dexametasona € um glicocorticoide sintético, e diversos estudos tem
confirmado que a exposi¢do a curto ou longo prazo induzem comportamento depressivo em
roedores (Johnson, Fournier & Kalynchuk, 2006; Silva et al., 2013; Skupio et al., 2014;
Wrébel et al., 2014, 2015).

A dexametasona causa alteragdes comportamentais nos animais, similares a depressao,
por aumentar o nivel de cortisol circulante, que se ligara aos receptores glicocorticoides,
causando a inibi¢cdo da secre¢do CRH e ACTH, levando a uma hiperestimulacio do eixo
HPA. O cortisol em niveis elevados provoca efeitos neurais excitotoxicos, que sao observados
em pacientes com transtorno depressivo (Martino, 2014).

Nossos resultados evidenciam a eficicia do modelo de estresse induzido pela
dexametasona, visto que sua administracdo aguda foi capaz de aumentar o tempo de
imobilidade dos animais comparado ao grupo controle no teste de suspensio da cauda,
produzindo um comportamento depressivo-simile.

O teste de suspensdo da cauda é um dos modelos mais utilizados para a triagem de
novas drogas antidepressivas, € relativamente sensivel e especifico para grande parte das
classes de medicamentos antidepressivos. E baseado na premissa de que o animal quando
colocado diante de situacdo inescapdvel, preso pela cauda, desenvolve uma postura de
imobilidade apds tentativas iniciais de fuga. E tal situacao € percebida como uma desisténcia,
sendo descrita como um estado depressivo. As substancias antidepressivas revertem esse
quadro diminuindo assim o tempo de imobilidade (Willner & Mitchell, 2002; Holmes, 2003;
Steru, Chermat, Thierry & Simon, 1985).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chermat%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3923523
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thierry%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3923523
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Simon%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3923523
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Corroborando os nossos resultados, Li e colaboradores (2014) demonstraram que o
protocolo da dexametasona aumentou o tempo de imobilidade dos animais no teste de
suspensdo da cauda quando comparada ao grupo controle. No entanto, o protocolo de
tratamento e as doses da dexametasona foram diferentes das utilizada em nosso trabalho. Os
pesquisadores administraram a dexametasona durante o periodo neonatal (1-3 dias) em doses
variando de 0,1 - 0,5 mg/kg de peso.

Wrébel e colaboradores (2014, 2015) encontraram um aumento no tempo imobilidade
dos camundongos machos submetidos a injecdes em dose Unica de dexametasona (64 pg/kg),
no teste do nado for¢ado, similarmente Sigwalt et al. (2011), encontrou o mesmo resultado
administrando em ratos uma dose maior de dexametasona (1,5 mg/kg). Vale salientar que o
teste do nado for¢cado (TNF) tem o mesmo fundamento do teste de suspensao da cauda e, os
de antidepressivos respondem bem ao dois testes.

De acordo com resultados, o orto-eugenol na dose de 50 mg/kg apresentou atividade
antidepressiva no modelo de depressao induzido por dexametasona, por meio da diminuicao
do tempo de imobilidade no teste de suspensdo da cauda. Tal resultado se assemelha ao da
imipramina, o antidepressivo utilizado como droga padrio, que também diminuiu o tempo de
imobilidade.

Similar aos nossos achados, o eugenol apresentou atividade antidepressiva por meio
do teste de suspensdo da cauda, causando uma diminui¢cdo do tempo de imobilidade na dose
de 100 mg/kg (Irie et al., 2004). Em outro estudo, a Riparina III demonstrou efeito
antidepressivo no modelo de depressao induzido por corticosterona em camundongos fémeas,
diminuindo o tempo de imobilidade no TST (Vasconcelos et al., 2015). Outrossim, Mao e
colaboradores (2014) evidenciaram que a Piperina, um alcaloide da pimenta preta e longa,
causou uma diminuic¢ao do tempo de imobilidade de camundongos submetidos ao protocolo
da corticosterona durante 3 semanas.

Na andlise do parametro laténcia para imobilidade no teste de suspensdo da cauda, o
orto-eugenol nas doses de 50 mg/kg e 75 mg/kg aumentaram a laténcia, reforcando a
atividade antidepressiva da substancia. A andlise deste parametro é pouco utilizada em
estudos, porém € um dado relevante para avaliar ainda mais os efeitos de drogas, visto que
certas classes de antidepressivos alteram a laténcia. A verificacdo deste comportamento serve
para melhorar a validade preditiva de testes de desespero comportamental (Castagné, Porsolt

& Moser, 2009; Castagné, Moser, Roux & Porsolt, 2010).
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Em pacientes com o transtorno depressivo, um dos sintomas identificados € a
anedonia. Caracterizada pela perda interesse ou prazer para realizar atividades, sendo critérios
necessdrios para o diagnéstico da doenca (Kendler, Mufioz & Murphy, 2010; Gaillard, Gurion
& Liorca, 2013). Aliado com o teste de suspensao da cauda, pode-se avaliar a anedonia,
utilizando-se o teste de borrifagem de sacarose. O qual representa um resultado
comportamental valido, dado que os animais submetidos a modelos comportamentais de
depressao exibem um menor tempo de grooming (autolimpeza) em relacdo aos animais
controle, sendo interpretado com um comportamento anedonico. Em contrapartida, a
administracio de antidepressivos cldssicos aumenta o tempo gasto neste comportamento
(Kalueff, 2002; Kalueff &Tuohimaa, 2004; Moretti et al., 2012; Yalcin, Aksu & Belzung
2005).

Os resultados obtidos no teste de borrifagem de sacarose mostram que houve um
aumento na laténcia para o grooming no grupo DEXA, ja o orto-eugenol nas trés doses e a
impramina diminuiram a laténcia. No parametro tempo de grooming o orto-eugenol nas doses
de 50 mg/kg e 100mg/kg aumentaram o tempo de grooming, apresentando um efeito
equivalente ao da droga padrio imipramina. Esses resultados associados com os do teste de
suspensdo da cauda, sugerem que o orto-eugenol apresenta uma relevante atividade
antidepressiva.

No estudo realizado por Zeni, Camargo e Ana (2017), o 4cido ferdlico, um composto
fendlico presente em varias espécies de plantas, elevou o tempo de grooming de
camundongos machos submetidos ao protocolo da corticosterona (20 mg/kg) administrada por
via oral durante 21 dias. Na mesma linha, Borges Filho e colaboradores (2016), encontram
que a administragdo de crisina, um flavonoide encontrado no prépolis e mel, também
aumentou o tempo de grooming de camundongos fémeas que passaram por estresse cronico
imprevisivel durante 28 dias. O modelo de estresse cronico imprevisivel, assim como o
modelo da DEXA, induz um comportamento depressivo-simile nos animais, provocando
alteracOes neuroquimicas e neuroestruturais.

Diferentemente do nosso resultado, a administracao dnica de agmatina, um
neuromodulador endégeno, por via oral em camundongos fémeas apds 14 dias de estresse
crOnico imprevisivel, ndo alterou a laténcia nem o tempo de grooming (Neis et al., 2016). Ja
em outro estudo, a administracdo repetida de melatonina em ratos durante 10 dias de estresse
subcronico por restricdo aumentou a laténcia para o grooming similarmente a droga

antidepressiva padrao fluoxetina (Li et al., 2017).
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O teste do campo aberto é largamente utilizado para a avaliagcdo da atividade
locomotora espontanea e fornece indicios do estado emocional dos roedores (Rodrigues,
Rocha, Mello & Souza, 1996; Choleris, Thomas, Kavaliers & Prato, 2001; Prut & Belzung,
2003).

O grupo DEXA apresentou uma diminui¢do no niimero de cruzamentos € no nimero
de rearing em relacdo ao grupo salina. Porém, ndo alterou a porcentagem de tempo no centro,
a laténcia para o rearing. Os comportamentos observados sdo sugestivos de um efeito
ansiogénico da DEXA, evidenciando uma relacdo com sua atividade depressora.

Por meio do niimero de cruzamentos no teste do campo aberto ficou demonstrado que
nem o orto-eugenol, imipramina ou dexametasona sdo drogas quem alteram a atividade
locomotora dos animais. Esse resultado descarta a possibilidade de que, o parametro tempo de
imobilidade no TST, os animais estejam respondendo devido a uma acao sedativa ou
estimulante, visto que o tratamento com dexametasona aumenta o tempo de imobilidade dos
animais, enquanto orto-eugenol e imipramina diminuem. Corroborando os nossos achados,
estudos com a administracdo de dexametasona e corticosterona nao encontraram alteracao no
numero de cruzamentos (Gregus, Wintink, Davis & Kalynchuk, 2005; Marks, Fournier &
Kalynchuk, 2009; Skupio et al., 2015).

A avaliagdo da atividade locomotora do animal no centro do campo aberto € uma
medida mais seletiva de ansiedade (Gorisch & Schwarting 2006; Kulesskaya & Voikar,
2014). Outro parametro como o numero de rearing também € analisado. Dessa forma, notou-
se que a administracao de orto-eugenol, imipramina e dexametasona nao alterou a laténcia e o
nimero de rearing.

Levando em consideracdo a grande aceitacdo do teste de suspensdo da cauda como
forma de investigacdo de drogas antidepressivas, ele foi para escolhido investigar os possiveis
mecanismos de acao do orto-eugenol na dose 50 mg/kg, tendo sido esta dose que apresentou
efeito antidepressivo mais pronunciado nos testes realizados. Foram investigados trés vias de
mecanismos: via dopaminérgica, serotoninérgica e adrenérgica.

A literatura evidencia que o sistema dopaminérgico estd estritamente envolvido na
regulacdo do humor (Dailly, Chenu, Renard & Bourin, 2004), e a desregulacdo da via
dopaminérgica mesolimbica e mesocortical esta relacionada com os sinais de melancolia e de
cognicdo da depressao (Millan et al., 2000; Naranjo, Tremblay & Busto 2001; Lehr, 2002).

Existe uma quantidade relevante de evidéncias farmacoldgicas sobre a efetividade dos
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antidepressivos que atuam na via dopaminérgica no tratamento da depressao (Papakosta,
20006).

Os resultados mostram que o sistema dopaminérgico estd envolvido no potencial
efeito antidepressivo do orto-eugenol, visto que o pré-tratamento dos camundongos com
SCH23390 (antagonista de receptores D), reverteu o efeito antidepressivo induzido pelo orto-
eugenol, aumentando o tempo de imobilidade no teste da suspensdo da cauda. Assim como,
no grupo tratado apenas com SCH23390, aumentou este parametro. Estes resultados estao de
acordo com o encontrado por Can e colaboradores (2017), que ao administrarem SCH23390
em camundongos, reverteram o efeito antidepressivo do 4cido galico no teste da suspensdo da
cauda. Machado e colaboradores, também evidenciaram a participacdo dos receptores D1 no
efeito antidepressivo do extrato de Rosmarinus officinalis, o qual foi revertido pelo o pré-
tratamento com SCH23390 no mesmo teste.

Outro sistema envolvido na fisiopatologia da depressao € o adrenérgico, e estudos tem
evidenciado a ocorréncia de uma hipofuncao desse sistema, e alguns antidepressivos agem
aumentando a disponibilidade sindptica de noradrenalina (Brunello et al., 2003; Nutt, 2006).
Foi constatado que os receptores o, e az-adrenérgicos estdo implicados nas respostas de
drogas antidepressivas em modelos comportamentais de depressdo (Kitada, Miyauchi,
Kanazawa, Nakamichi & Satoh, 1983; Masuda, Ohnuma & Sugiyama, 2001).

Em nossos achados, o prazosin (antagonista o;-adrenérgico), quando administrado
sozinho ndo apresentou diferenca significativa sobre o tempo de imobilidade no teste de
suspensdo da cauda. Mas quando os animais foram pré-tratados com o prazosin e depois com
o orto-eugenol, aumentaram o tempo de imobilidade. Chellian, Pandy e Mohamed (2016)
evidenciaram que o a-asarone, um andlogo estrutural do eugenol, teve seu efeito
antidepressivo em camundongos revertido pelo pré-tratamento com prazosin no teste da
suspensdo da cauda.

A alteracdo do funcionamento do sistema serotoninérgico tem sido extensivamente
implicada na etiologia da depressao e no mecanismo de acdo de drogas antidepressivas
(Millan, 2004). As principais evidéncias relacionadas com o alivio da depressao envolvem
farmacos com efeitos sobre o aumento das concentragdes sinapticas de serotonina (Cryan,
Valentino & Lucki 2005).

No presente trabalho, o orto-eugenol nao teve o tempo de imobilidade alterado pelo
pré-tratamento com a ritanserina, evidenciando que seu efeito antidepressivo nao ¢ modulado

por receptores serotoninégicos 5-HT2a/2c. Similarmente, o estudo realizado por Hu e
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colaboradores (2017) encontraram que o pré-tratamento com ritanserina nao alterou o efeito
no tempo de imobilidade do Genistein no teste da suspensao da cauda.

O presente estudo demonstrou pela primeira vez, que a administracdo de orto-eugenol
em camundongos fémeas submetidos ao modelo de depressdo induzido por dexametasona
produziu um efeito antidepressivo relevante, sendo este associado com o envolvimento do

sistema dopaminérgico D1, a;- adrenérgico.
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9. Consideracoes Finais

A partir dos resultados obtidos com as metodologias utilizadas em camundongas
fémeas, foi possivel concluir que:

e Foi mimetizado o comportamento depressivo-simile associado ao estresse pelo modelo
da administra¢cdo aguda de dexametasona em camundongos fémeas, observada por
meio do testes realizados;

e O orto-eugenol apresentou atividade antidepressiva, principalmente na dose de 50
mg/kg no modelo de depressdo induzida pela dexametasona.

e O orto-eugenol e a dexametasona ndo alteraram a atividade locomotora dos animais no
campo aberto.

e O efeito antidepressivo do orto-eugenol parece estar envolvido com os sistemas

dopaminérgico D e a; adrenérgico.
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10. Perspectivas

Apesar dos nossos achados sugerirem uma possivel alternativa terapéutica, muito
ainda hd para desvendar sobre os reais efeito do orto-eugenol no tratamento da depressao,
bem como para outras enfermidades.

InvestigacOes acerca do tratamento cronico, abordando diferengas entre sexo,
investigar os mecanismo moleculares e neuroquimicos, entre outras possibilidades, tendo em

vista ser uma substancia pouco pesquisada e potencialmente promissora.
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Anexo I

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
 COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Investigacdo da acdo do metileugenol em modelos
comportamentais de convulsio em camundongos” protocolo n2 022/2017 sob a
responsabilidade da pesquisadora Dra. Mirian Graciela da Silva Stiebbe Salvadori — que
envolve a produg3o, manutengBo efou a utilizagio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino)
— encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n2 11.794, de 08 de outubro de 2008, do
Decreto n2 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho MNacional
de controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comiss3o de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB) em reunido de
05/10/2017.

Vigéncia do Projeto 2017 - 2018
Espécie/linhagem Camundongo Swiss ({Mus musculus)
Numero de animais 251 animais
Idade/peso 2—-3meses/25-35¢g
Sexo Machos
Origem Unidade de ProducSo Animal (UPA) do IPeFari - UFPB
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- ﬁ'..{_ peeauy)

Profa. Dra. Isfania Giselia Albuquerque Gongalves
Coordenadora da CEUA-UFPB

CEUA-UFPE — Campus | — Reitoria - 12 andar - E-mail: ceua@ufpb.br — Site: www.ufpb.br/ceua
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RESUMO: A depressdo € um transtorno do humor grave, recorrente e incapacitante. Acredita-
se que sua etiologia seja resultado de vdarias anormalidades que interagem com fatores
ambientais, sendo o estresse o principal fator ambiental com impacto para o surgimento da
doenca. Os Oleos essenciais possuem uma variedade de compostos bioativos, como os
fenilpropanoides, que apresentam distintas atividades farmacoldgicas. O presente estudo
investigou a potencial atividade antidepressiva do orto-eugenol em camundongos fémeas
adultas submetidas ao modelo de estresse induzido pela dexametasona. Para investigar o perfil
antidepressor do orto-eugenol, os animais foram pré-administrados com dexametasona
3h30min antes da realizagdo dos testes comportamentais Os resultados mostraram que a
administracdo aguda de dexametasona causou um comportamento semelhante a depressao,
conforme indicado pela diminui¢do do tempo de imobilidade no teste de suspensdo da cauda,
laténcia para o grooming no teste de borrifagem de sacarose, como também ndo alterou a
atividade locomotora no teste do campo aberto. O orto-eugenol apresentou atividade
antidepressiva mais proeminente na dose de 50 mg/kg nos testes descritos, e ndo alterou a
atividade locomotora dos animais. Seu mecanismo de acdo se deu pelo antagonismo do
receptores dopaminérgicos D1, e a; adrenérgico.

Unitermos: Eugenol, Estresse, Fenilpropanoide, Mecanismo de acdo.

1. INTRODUCAO

z

A depressdo é um distirbio heterogéneo e multifatorial, que afeta negativamente os
sentimentos, pensamentos e atitudes das pessoas, exibindo varios sintomas cujo 0 mais comum
€ a perda de interesse ou prazer nas atividades e profundo sentimento de tristeza. (American

Psychiatric Association, 2017). Mundialmente, cerca de 322 milhdes de pessoas sofrem de
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depressdo apresentando uma prevaléncia média de 4,4% na populacdo geral, sendo mais
frequente em mulheres com idade entre 55 e 74 anos (World Health Organization, 2017). O
género feminino apresenta maior risco de desenvolver depressdo, além de ser considerado um
fator de risco para a depressao resistente ao tratamento. Portanto, recente estudos pré-clinicos
em depressio foram realizados fazendo o uso de animais do género feminino (Ye et al., 2012;
Carrier and Kabbaj, 2013; Silva et al., 2013).

Ao que se refere a etiologia da depressao, esta é multifatorial, e diferentes hipéteses foram
postuladas como mecanismos fisiopatoldgicos, como a teoria que envolve o estresse € 0 €ixo
hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HPA). A ligagdo entre estresse e depressao foi inicialmente
pensado a partir de observacdes da hiperatividade do eixo HPA, onde niveis elevados de cortisol
foram encontrados em mais de 50% dos pacientes com transtorno depressivo, como também a
falta da liberacdo pulsétil do cortisol (Sterner and Kalynchuk, 2010). Estudos indicam que a
hiperatividade do eixo HPA podem ser induzidos pelo comprometimento dos mecanismos de
inibicao de feedback (Holsboer, 2000; Pariante and Miller, 2001).

Em roedores, achados indicaram que administracdo dnica e repetida de dexametasona
(DEXA) e corticosterona (CORT) ativaram genes relacionados ao estresse, € induziram o
comportamento depressivo avaliado pelos testes comportamentais do nado for¢ado, transicao
claro-escuro e preferéncia por sacarose e, modificou a atividade de farmacos antidepressivos
de varias classes (Skupio et al., 2014; Wrébel et al., 2014; Zhao et al., 2008; Pitta et al., 2013).
Assim, o modelo da administracio de DEXA € valido para o estudo da fisiopatologia da
depressdo e para avaliar a eficacia de novos drogas antidepressivas (Sterner and Kalynchuk,
2010).

Os farmacos utilizados na atualidade apresentam um inicio de acdo lento e muitos eventos
adversos, somado ao problema de que uma grande parcela dos pacientes niao respondem bem a
terapia com antidepressivos (Nestler et al., 2002; Berlim and Turecki, 2007). Neste cenério, 0s
produtos naturais t€m um grande potencial como fonte de novos medicamentos. E o uso destes
como matérias-primas para a sintese de substancia bioativas, tem sido amplamente realizada ao
longo do tempo. Sendo assim, o orto-eugenol, um isomero sintético do eugenol, que ja
demonstrou ser uma substancia biologicamente ativa como evidenciado por Fonseca e
colaboradores (2016), pode ser uma droga em potencial para o tratamento da depressao.

Neste contexto, ndo encontramos qualquer relatério na literatura cientifica quanto a

capacidade antidepressiva do orto-eugenol, assim, despertando o interesse de avaliar a atividade
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antidepressiva e os possiveis mecanismos de acdo da substancia em um modelo de depressao

induzido por dexametasona em camundongos fémeas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) fémeas, albinas Swiss, pesando entre
25-35g, com aproximadamente 3 meses de idade, provenientes do Biotério Prof. Dr. Thomas
George da Universidade Federal da Paraiba. Os animais foram mantidos sob uma temperatura
controlada (21 = 1° C), com livre acesso a racdo e dgua, com ciclo claro/escuro de 12 horas,
sendo a fase clara de 6h00 as 18h00. Todos os procedimentos experimentais foram previamente
analisados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) do LTF/UFPB, sob
a certidao n° 022/2017.

2.2. Grupos e drogas utilizadas

Os foram divididos em seis grupos de oito animais: salina, dexametasona + salina,
dexametasona + imipramina, dexametasona + orto-eugenol (50 mg/kg), dexametasona +
ortoeugenol (75 mg/kg) e dexametasona + orto-eugenol (100 mg/kg). As doses de orto-eugenol
foram as mesmas utilizadas por Fonséca e colaboradores (2016). Todos os farmacos foram
administrados em um volume de 0,1 mL/10 g de peso corporal. A dexametasona (Sigma-
Aldrich, EUA, 64pg/kg, dissolvida em solugdo salina a 0,9%), foi administrada via subcutanea
3h30min antes da realizacdo dos testes. A imipramina (Norvartis Biociéncias Brasil, 10 mg/kg
dissolvida em solugdo salina a 0,9%) foi administrada via intraperitoneal 30 min antes da
realizacdo dos testes. O orto-eugenol (Sigma-Aldrich, EUA, dissolvido em em solu¢do salina a
0,9% contendo 1% de Tween-80) foi administrado por via intraperitoneal 30 min antes dos
testes.

Para investigacdo dos possiveis mecanismos de acido da atividade antidepressiva do
orto-eugenol, investigamos as vias dos receptores serotoninérgicos SHT2anc, receptores
dopaminérgicos Di e a via dos receptores adrenérgicos al.

Para investigacdo de um possivel envolvimento do sistema noradrenérgico na resposta
antidepressiva do orto-eugenol, os animais receberam inicialmente dexametasona, a excecao
do salina, e foram tratados com: veiculo (Tween 80 - 1% 1.p.), orto-eugenol (50 mg/kg 1.p.),

prazosin (1 mg/kg i.p., antagonista de receptores adrenérgicos al), e prazosin + orto-eugenol.
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O prazosin foi administrado 15 min antes do orto-eugenol, e decorridos 30 minutos do tdltimo
tratamento os animais foram submetidos ao teste de suspensdo da cauda.

Para investigacdo de um possivel envolvimento do sistema serotoninérgico na resposta
antidepressiva do orto-eugenol, os animais receberam inicialmente dexametasona, a excegdo
do salina, e foram tratados com: veiculo (Tween 80 - 1% i.p.), orto-eugenol (50 mg/kg i.p.),
ritanserina (4 mg/kg i.p., antagonista seletivo de receptores SHT2a/2c), € ritanserina + orto-
eugenol. A ritanserina foi administrada 30 min antes do orto-eugenol, e decorridos 30 minutos
do ultimo tratamento os animais foram submetidos ao teste de suspensao da cauda.

Para verificagdo de um possivel envolvimento do sistema dopaminérgico na resposta
antidepressiva do orto-eugenol, os animais receberam inicialmente dexametasona, a excecao
do salina, e foram tratados com: veiculo (Tween 80 - 1% 1i.p.), orto-eugenol (50 mg/kg i.p.),
SCH23390 (4 mg/kg 1.p., antagonista dos receptores D1), e SCH23390 + orto-eugenol. O
SCH23390 foi administrada 15 min antes do orto-eugenol, e decorridos 30 minutos do dltimo
tratamento os animais foram submetidos ao teste de suspensdo da cauda.

Todos os experimentos foram filmados e analisados de forma duplo cego.

2.3. Teste de Suspensdo da Cauda
Este teste foi realizado com base no método de Stéru e colaboradores (1985). Este
método consistiu em suspender os camundongos pela cauda a 50 cm do chao, com o auxilio de
uma fita adesiva colocada a 1cm da ponta da cauda, na bancada de experimentos. Cada animal
permaneceu nesta posi¢do durante 6 min. Analisou-se os seguintes parametros: laténcia para

imobilidade e tempo total de imobilidade.

2.4. Teste de Borrifagem de Sacarose
Os camundongos foram borrifados no dorso com uma solu¢do aquosa contendo 10% de
sacarose, em seguida foram alocados em caixas individuais, e entdo foi contabilizado por um
periodo de 5 minutos a laténcia para o inicio da autolimpeza (grooming) e o tempo total de

autolimpeza (grooming) (Willner, 2005; Isingrini et al., 2010).

2.5. Teste do Campo Aberto
Originalmente descrito por Hall (1930) sendo um protocolo bastante utilizado para
avaliar o efeito de drogas sobre a emocionalidade, atividade locomotora espontinea e

comportamento exploratério dos animais (Prut & Belzung, 2003).



Os animais foram colocados no centro do campo aberto e por um periodo de 5 minutos
os seguintes parametros foram analisados: a) nimero de cruzamentos entre os quadrantes
(quando o animal atravessa colocando trés patas); b) tempo total de permanéncia no centro do
aparato; c) quantidade de rearings (levantamentos) realizado e, c) laté€ncia para o primeiro

rearing (Almeida, 2006).

2.6. Andlise Estatistica
O método de Analise de Variancia one-way (ANOVA) foi aplicado na anélise dos
dados paramétricos, seguido pelo teste post hoc de Dunnet ou Tukey. Os valores obtidos
foram expressos como média + erro padrao da média (e.p.m.), sendo as diferencas
considerados significativas quando apresentassem um nivel de significancia p<0,05. Os dados
numéricos foram aplicados no programa Graph Pad Prism, versdo 6.0 (GraphPad Software

Incorporated, San Diego, USA).

3. RESULTADOS

Os efeitos da administragdo do orto-eugenol na laténcia para imobilidade e tempo de
imobilidade € mostrado na Figura 1. O orto-eugenol na dose de 50 mg/kg (121,5 + 14,3) e
imipramina (93,7 £ 11,7), apresentaram uma maior laténcia para imobilidade quando
comparados com o grupo Dexa (53,7 £ 6,2) [F (5, 42) = 8,634; p < 0,0001]. J4 o grupo orto-
eugenol nas doses de 75 mg/kg (88,7 + 8,8), 100 mg/kg (88,7 + 9,3), e salina (39,2 + 7,9) ndo
apresentaram efeito significativo. Na avaliagdo do tempo de imobilidade, o grupo salina (92,5
+9,1), orto-eugenol na dose de 50 mg/kg (70,6 £ 3,3), e imipramina (66,7 £+ 10,1),
diminufram o tempo de imobilidade quando comparados ao grupo Dexa (130,4 + 6,56) [F (5,
42) =15,19; p < 0,0001]. O orto-eugenol na dose de 75 mg/kg (120,5 + 14,2) e 100 mg/kg
(166,1 £ 11,7) ndo apresentaram efeito significativo..

Os resultados obtidos para a laténcia para o grooming e tempo de grooming
(autolimpeza) no teste de borrifagem de sacarose podem ser observados no Figura 2.. Os grupos
pré-tratados com salina (18,5 £ 1,5), orto-eugenol nas doses de 50 mg/kg (23,0 +5,4), 75 mg/kg
(15,25 £1,9), 100 mg/kg (13,0 £ 2,4), e imipramina (11,0 + 3,8), diminuiram a laténcia para o
grooming quando comparados ao grupo Dexa (54,5 £ 9,56) [F (5, 42) = 10,60; p < 0,0001]. Na
avaliacdo do tempo de grooming, orto-eugenol na dose de 50 mg/kg (198,5 * 8,8), 100 mg/kg

(187,1 £ 19,2), e impramina (202,3 £ 7,6), aumentaram o tempo de grooming quando
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comparados ao grupo Dexa (140,1 £6,7) [F (5,42) = 6,334; p =0,0002]. O grupo salina (142,5
+ 6,3) e orto-eugenol na dose de 75 mg/kg (154,6 + 12,9), ndo apresentaram diferencas
estatisticas.
Os efeitos do orto-eugenol sobre os pardmetros do teste do campo aberto estdo na Figura
3. Na avaliacdo do pardmetro nimero de cruzamentos, ndo encontrou-se diferengas
estatistiticamente significativas entre os grupos pré-tratados com salina (91,7 = 5,4), Dexa (66,1
+ 7,1), imipramina (89,3 * 3,7), orto-eugenol nas doses de 50 mg/kg (67,6 = 11,8), 75 mg/kg
(90,2 £9,9), e 100 mg/kg (77,3 £4.,5) [F(5,42) =2,298; p = 0,0621]. No pardmetro tempo no
centro, também ndo foi encontrado diferencas estatisticas entre os grupos salina (35,2 + 6,0),
Dexa (27,0 £+ 4,3), imipramina (40,1 £ 0,5), orto-eugenol nas doses de 50 mg/kg (33,0 £ 4,1),
75 mg/kg (42,0 £3,7), e 100 mg/kg (40,0 £ 4,4) [F (5,42) =1,777; p = 0,1386]. Na avaliacdo
da laténcia para o rearing os grupos tratados salina com (20,0 + 2,2), Dexa (18,6 = 3,0),
imipramina (25,8 £ 3,0), orto-eugenol nas doses de 50 mg/kg (24,5 + 5,2), 75 mg/kg (26,0 £
3,9), e 100 mg/kg (25,0 + 3,5) ndo apresentaram efeito significativo [F (5, 42) =0,7671; p =
0,5787]. No parametro nimero de rearing também nao foi encontrado efeito dos pré-
tratamentos com salina (33,8 £ 2,8), Dexa (29,6 £ 4,2), imipramina (31,1 £ 2,7), orto-eugenol
nas doses de 50 mg/kg (28,1 £ 3.9), 75 mg/kg (32,6 + 4,1), e 100 mg/kg (33,5 £ 2,2) [F (5, 42)
=0,7671; p =0,5787].
A Figura 4 mostra o resultado dos antagonista no efeito antidepressivo do orto-eugenol
no teste de suspensdo da cauda. Os animais pré-tratados com SCH2330 (222,9 £ 2,6),
SCH23390 + orto-eugenol (197,1 £ 13,9), e prazosin + orto-eugenol (141,5 = 13,6),
aumentaram o tempo de imobilidade quando comparados com orto-eugenol (79 = 6,1) [F (8,
63) =18,74; p <0,0001]. A ritanserina (97,6 £ 6,3), ritanserina + orto-eugenol (133,4 +21,15),
prazosin (126,0 £ 11,0) ndo apresentarem efeito significativo quando comparados com o orto-

eugenol.
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Figura 1 - Efeito do orto-eugenol (50, 75 e 100 mg/kg, i.p.), salina (i.p.), dexametasona (64ug/kg s.c.) e
imipramina (10 mg/kg i.p.) sobre laténcia para imobilidade (A) e o tempo de imobilidade (A) no teste de
suspensdo da cauda. Valores expressos em média + e.p.m. (n=8). ANOV A one-way seguido pelo Teste de
Dunnett’s. *p<0,05 e ***p<0,001 versus dexametasona.

(A) (B)

80 1
z 250 -
b ) *x * % *
E 60 ; 200 - B
° £
° £
- 150 -
Pt o
< 404 2
- o
© *xk ® h
o - 100
- T s
o 20 kR s ke o
o -
@ E 50
© -
-
0+
Sal Dexa Imip 50 75 100 Sal Dexa Imip 50 75 100
Orto-eugenol Orto-eugenol

Figura 2 - Efeito do orto-eugenol (50, 75 e 100 mg/kg, i.p.), salina (i.p.), dexametasona (64pg/kg s.c.) e
imipramina (10 mg/kg i.p.) sobre a laténcia para o grooming e tempo de grooming no teste de borrifagem de
sacarose. Valores expressos em média + e.p.m. (n=8). ANOVA one-way seguido pelo Teste de Dunnett’s.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 versus dexametasona.

(A) (B)

150 7

Cd

2

= O

s 2

£ o

®© =

N c

E o

Py (8]

o 2

©

° a

o £
L

£ =

z

Sal Dexa Imip 50 75 100 Sal Dexa Imip 50 75 100

Orto-eugenol Orto-eugenol

79



80

40 7 40 1
- T
; : T
@ 3071 £ 50 T
£ T T s
© [:4
o
o 20 T o 201
b o
o -
c o
@ €
= 10 S 104
- =z
0- T T T 0- T T T
Sal Dexa Imip 50 75 100 sal Dexa Imip 50 75 100
Orto-eugenol Orto-eugenol

Figura 3 - Efeito do orto-eugenol (50, 75 e 100 mg/kg, i.p.), salina (i.p.), dexametasona (64pg/kg s.c.) e
imipramina (10 mg/kg i.p.) sobre o niimero de cruzamentos (a), tempo no centro (B), laténcia para o rearing (C)
e nimero de rearing no teste do campo aberto (D). Valores expressos em média + e.p.m. (n=8). ANOVA one-way
seguido pelo Teste de Dunnett’s
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Figura 4 - — Efeito de antagonistas especificos na atividade antidepressiva do orto-eugenol no teste de suspensio
da cauda. Valores expressos em média + e.p.m. (n=8). ANOVA one-way seguido pelo Teste de Tukey’s.
**p<0,01 e ****p<0,0001 versus orto-eugenol.

4. DISCUSSAO

Nossos resultados indicaram que o orto-eugenol apresentou atividade antidepressiva nos
testes de suspensdo da cauda, através da diminui¢dao do tempo de imobilidade e aumento da
laténcia para imobilidade; maior tempo de grooming (autolimpeza) e diminuicio da laténcia
para o grooming no teste de borrifagem de sacarose; além de néo alterar a atividade locomotora
dos animais no campo aberto.

O teste de suspensdo da cauda € um dos modelos mais utilizados para a triagem de novas
drogas antidepressivas, € baseado na premissa de que o animal quando colocado diante de

situacdo inescapavel, preso pela cauda, desenvolve uma postura de imobilidade apds tentativas
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iniciais de fuga. E tal situacdo € percebida como uma desisténcia, sendo descrita como um
estado depressivo. As substancias antidepressivas revertem esse quadro diminuindo assim o
tempo de imobilidade (Willner and Mitchell, 2002; Holmes, 2003; Steru et al., 1985).

Nossos achados evidenciam a eficdcia do modelo de estresse induzido pela DEXA, visto
que sua administracdo aguda foi capaz de aumentar o tempo de imobilidade dos animais no
teste de suspensdo da cauda comparado ao grupo salina, produzindo um comportamento
depressivo-simile. Contudo, no parametro laténcia para imobilidade a DEXA ndo apresentou
efeito significativo em relagdo ao grupo salina. Corroborando com os nossos resultados, Li e
colaboradores (2014) demonstraram que o protocolo da DEXA aumentou o tempo de
imobilidade dos animais no teste de suspensdo da cauda quando comparada ao grupo contro

O orto-eugenol na dose de 50 mg/kg apresentou atividade antidepressiva no modelo de
depressao induzido por DEXA, através da diminuicdo do tempo de imobilidade no teste de
suspensao da cauda. Tal resultado se assemelha a imipramina, o antidepressivo utilizado como
droga padrdo, que também diminuiu o tempo de imobilidade. Na anélise do parametro laténcia
para imobilidade, o orto-eugenol nas dose de 50 mg/kg aumentou a laténcia, refor¢cando a
atividade antidepressiva da substancia.

Similar aos nossos achados, um estudo realizado com a Riparina III, uma acalmida
natural extraida do fruto da Amiba riparia, demonstrou efeito antidepressivo no modelo de
depressao induzido por CORT em camundongos, diminuindo o tempo de imobilidade no teste
de suspensio da cauda (Vasconcelos et al., 2015).

Para corroborar com os achados obtidos no teste de suspensao da cauda, foi realizado o
teste de borrifagem de sacarose. O orto-eugenol nas doses de 50 mg/kg e 100mg/kg aumentaram
o tempo de grooming, apresentando um efeito equivalente ao da droga padrdo imipramina.
Como também, diminuiram a laténcia para o grooming, incluindo a dose de 75 mg/kg de orto-
eugenol, sendo novamente compativeis com a da imipramina. O grupo DEXA ndo apresentou
efeito no tempo de grooming, contudo aumentou a laténcia quando comprado ao controle, sendo
um indicativo de seu efeito antidepressivo. No estudo realizado por Zeni e colaboradores
(2017), o 4cido ferdlico, um composto fendlico presente em varias espécies de plantas, elevou
o tempo de grooming de camundongos machos submetidos ao protocolo da CORT (20 mg/kg)
administrada por via oral durante 21 dias.

O teste do campo aberto € largamente utilizado para a avaliacao da atividade locomotora
espontanea e fornece indicios do estado emocional dos roedores (Rodrigues et al., 1996;

Choleris et al., 2001; Prut and Belzung, 2003). Por meio do nimero de cruzamentos ficou
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demonstrado que nem o orto-eugenol, imipramina ou dexametasona sdo drogas quem alteram
a atividade locomotora dos animais. Esse resultado descarta a possibilidade de que, o parametro
tempo de imobilidade no TST, os animais estejam respondendo devido a uma agdo sedativa ou
estimulante, visto que o tratamento com dexametasona aumenta o tempo de imobilidade dos
animais, enquanto orto-eugenol e imipramina diminuem.

A avaliacdo da atividade locomotora do animal no centro do campo aberto € uma medida
mais seletiva de ansiedade (Gorisch & Schwarting 2006; Kulesskaya & Voikar, 2014). Outro
parametro como o numero de rearing também € analisado. Dessa forma, notou-se que a
administracio de orto-eugenol, imipramina e dexametasona nao alterou a laténcia e o nimero
de rearing.

A depressdo tem sido largamente associada a uma deficiéncia de neurotransmissdao
noradrenérgica, dopaminérgica e serotoninérgica. Além disso, a alteracdo no sistema
monoaminérgico € uma das principais causas evolvidas na fisiopatologia e tratamento da
depressao (Urani et al., 2005; Elhwuegi, 2004; Millan, 2004).

Levando em consideracdo a grande aceitacdo do teste de suspensdo da cauda como
forma de investigacdo de drogas antidepressivas, ele foi escolhido investigar os possiveis
mecanismos de acdo do orto-eugenol na dose 50 mg/kg, a qual apresentou efeito antidepressivo
mais pronunciado nos testes descritos.

Nossos resultados mostram que o sistema dopaminérgico e adrenérgico estdo
envolvidos no potencial efeito antidepressivo do orto-eugenol, visto que o pré-tratamento dos
camundongos com SCH23390 (antagonista de receptores Di), prazosin (antagonista o-
adrenérgico), impediram o efeito protetor induzido pelo orto-eugenol, aumentando assim a
imobilidade no teste da suspensdo da cauda.

Estudos mostram que o sistema dopaminérgico estd fortemente relacionado na
regulacdo do humor, e uma quantidade considerdvel de evidencias demonstram a eficicia dos
antidepressivos com efeitos dopaminérgicos no tratamento da depressdo. Similarmente ao
sistema dopaminérgico, os sistemas noradrenérgico e serotoninérgico tem sido um alvo valioso
para os antidepressivos. A depressdo parece estar associada, pelo menos em parte, a uma
hipofun¢do dos sistemas noradrenérgico e serotoninérgico, € alguns antidepressivos agem
aumentando a disponibilidade sinaptica desses neurotransmissores (Teixeira et al., 2011).

O presente estudo demonstrou pela primeira vez, que a administracao de orto-eugenol

em animais submetidos ao modelo de depressao induzido por dexametasona produziu um efeito
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antidepressivo relevante sem alterar a atividade locomotora dos animais, e o seu efeito pode

estar associado com o envolvimento do sistema dopaminérgico D; e a1 adrenérgico.
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