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RESUMO

Os transtornos depressivos e de ansiedade estdo entre as condi¢cBes de salde mental mais
comuns em todo o mundo. V&rios mecanismos bioldgicos tém mostrado importante papel na
fisiopatologia, assim como na etiologia e progressao do Transtorno depressivo maior (TDM) e
ansiedade. O estresse é o principal fator ambiental que pode causar uma hiperatividade do Eixo
hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) um mecanismo importante na resposta ao estresse. O 4-
alil 2,6-dimetoxifenol (ADMP) é um fenilpropanoide que mostrou alta atividade antioxidante
em estudos anteriores, uma propriedade relevante para farmacos antidepressivos, uma vez que
a gravidade dos transtornos de depresséo e ansiedade estdo correlacionados com o aumento de
marcadores de estresse oxidativo. O presente estudo investigou a atividade antidepressiva e
ansiolitica do ADMP em camundongos submetidos ao modelo de estresse induzido pela
dexametasona e as suas possiveis vias de acdo. Para investigar a atividade farmacoldgica, foram
realizados estudos in silico e in vivo. O ADMP apresentou menor energia de ligagéo para a via
L-arginina/NO/GMPc e o receptor NMDA, ndo apresentou toxicidade nos parametros de
mutagenicidade, carcinogenicidade, toxicidade do sistema reprodutivo, irritabilidade do tecido
cuténeo no estudo in silico. Os animais foram pré-administrados com dexametasona (64ug/kg
s.c.) 4h antes da realizacdo dos testes comportamentais, sendo o ADMP (25, 50 e 100 mg/kg
i.p) e a imipramina (10 mg/kg i.p.) administrados 45 e 30 minutos respectivamente antes dos
testes. Nos estudos in vivo, a administracdo de ADMP produziu efeito antidepressivo nas doses
de 25 e 50 mg/kg e ansiolitico nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg, sem alterar a atividade
locomotora e exploratéria na dose 50 mg/kg. Na avaliacdo dos possiveis mecanismos de acdo
do ADMP, foi escolhido o teste de nado forcado e a dose de 50 mg/kg. Os resultados sugerem
que a atividade antidepressiva pode ser dependente da inibicdo de mediadores da via NMDA-
L-arginina/NO/GMPc. Na avaliacdo dos parametros oxidativos foi observado aumento nos
niveis de GSH nos animais submetidos ao tratamento com o ADMP nas doses de 25 e 100
mg/kg em comparacdo ao grupo tratado com dexametasona. Entdo o tratamento com o ADMP
produziu efeito antidepressivo e ansiolitico, através do envolvimento do receptor NMDA e
mediadores da via L-arginina/NO/GMPc, confirmando os resultados in silico e atividade
antioxidante, no qual demostrou aumentar os niveis de GSH.

Palavras-chave: Estudo ndo-clinico, 4-alil-2,6-dimetoxifenol, fenilpropanoide, mecanismo
de acdo.



ABSTRACT

Depressive and anxiety disorders are among the most common mental health conditions
worldwide. Several biological mechanisms have shown an important role in the
pathophysiology, as well as in the etiology and progression of MDD and anxiety. Stress is the
main environmental factor that can cause hyperactivity of the hypothalamic-pituitary-adrenal
axis (HPA), an important mechanism in the response to stress. 4-ally 2,6-dimethoxyphenol
(ADMP) is a phenylpropanoid that has shown high antioxidant activity in previous studies, a
relevant property for antidepressant drugs since the severity of depression and anxiety disorders
are correlated with the increase in markers of oxidative stress. The present study investigated
the antidepressant and anxiolytic activity of ADMP in mice submitted to the model of stress
induced by dexamethasone and possible routes of action. In order to investigate the
pharmacological activity, studies in silico and in vivo were carried out. The ADMP showed
lower binding energy for the L-arginine / NO / cGMP pathway and the NMDAR receptor,
showed no toxicity in the parameters of mutagenicity, carcinogenicity, toxicity of the
reproductive system, irritability of the skin tissue in the in silico study., The animals were pre-
administered with dexamethasone (64ng / kg sc) 4h before conducting the behavioral tests, with
ADMP (25, 50 and 100 mg / kg ip) and imipramine (10 mg / kg ip) administered 45 and 30
minutes respectively before of the tests. In in vivo studies, the administration of ADMP
produced an antidepressant effect at doses of 25 and 50 mg / kg and anxiolytic at doses of 25,
50 and 100 mg / kg, without altering locomotor and exploratory activity at the dose of 50 mg /
kg. In the evaluation of the possible mechanisms of action of ADMP, the forced swimming test
and the dose of 50 mg / kg were chosen, the results suggest that the antidepressant activity may
be dependent on the inhibition of mediators of the NMDA-L-arginine / NO / pathway. CGMP.
In the evaluation of oxidative parameters, an increase in GSH levels was observed in animals
submitted to treatment with ADMP at doses of 25 and 100 mg / kg compared to the group
treated with dexamethasone. Then treatment with ADMP produced antidepressant and
anxiolytic effects, through the involvement of the NMDA receptor and mediators of the L
arginine / NO / cGMP pathway, confirming the results in silica and antioxidant activity, in
which it was shown to increase GSH levels.

Keywords: Non-clinical study, 4-allyl-2,6-dimethoxyphenol, phenylpropanoid, mechanism of
action.
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1. INTRODUCAO

O transtorno depressivo maior (TDM) é um dos transtornos mentais mais prevalentes em
todo o mundo. Sua etiopatogenia é resultado de uma complexa interacdo entre fatores
bioldgicos e psicossociais que ndo estdo totalmente elucidados e esta relacionado com outras
comorbidades, com forte relagéo para o transtorno de ansiedade generalizada, no qual pode ser
um fator de risco, dobrando a probabilidade de o individuo desenvolver TDM (GUTIERREZ-
ROJAS et al., 2020).

Os transtornos de depressdo e ansiedade sdo condicBGes de saude mental recorrente e
incapacitantes, com prejuizos no funcionamento fisico, social e ocupacional (CROWE et al.,
2020), resultando em dificuldades de compreender e controlar as emogdes sociais, déficit na
capacidade de ler sinais de ameaca e seguranca interpessoal, reducdes das interacfes sociais
(KUPFERBERG; BICKS; HASLER, 2016) e incapacidade para o trabalho (LINDER et al.,
2020). Além da diminuicdo na qualidade de vida, estes transtornos apresentam alta prevaléncia
de comorbidades como doencas cronicas: diabetes e doencas cardiacas, 0 que eleva um custo
econémico consideravel aos sistemas de saude (RIDLEY et al., 2020).

O estresse tem papel crucial na fisiopatologia no TDM, por causar anormalidades em
estruturas cerebrais como hipocampo, cortex pré-frontal medial, como também estimula
processos neurotdxicos: desregulacdo do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal  (HPA),
inflamacdo, estresse oxidativo e distdrbios de neurotransmissores, que interagem entre si e
podem conduzir a progressdao e a gravidade do transtorno (BELLEAU; TREADWAY;
PIZZAGALLI, 2019), além de estar implicado na fisiopatologia da ansiedade e no
comprometimento das fungdes cognitivas (KELLER et al., 2017).

Atualmente varios medicamentos antidepressivos estdo disponiveis para pacientes com
transtorno de depressdo e ansiedade, no entanto apresentam algumas limitagdes, como baixa
probabilidade de remissdo completa (30% dos pacientes ndo conseguem apresentar remocéo de
quase todos os sintomas), apresentam baixa tolerabilidade e alguns efeitos colaterais, assim
como 0s medicamentos ansioliticos que apresentam eficacia geral insuficiente em tratamentos
de curto e longo prazo (SHAFIEE et al., 2018).

Varios fitoterapicos tém demostrado efeito ansiolitico em estudos ndo-clinicos in vitro e
em animais, devido a propriedades farmacodindmicas e antioxidantes, atribuida a constituintes
como alcaldides, terpendides / saponinas e polifenois (LEE; BAE, 2017; SAVAGE et al., 2017).
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As plantas medicinais aromaticas contém metabdlicos bioativos, como 6leos essenciais
com atividade farmacoldgica relevante, dentre as quais estdo, atividade anti-inflamatdria,

antioxidante, ansiolitica e antidepressiva em modelos animais (ALI et al., 2015a).

Dentre as substancias bioativas, os fenilpropanoides estdo presentes em diferentes 6leos
essenciais, citados em varios estudos por possuirem atividade antidepressiva (CARVALHO et
al., 2014; OPITZ; NES; GERSHENZON, 2014; SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016) e
ansiolitica (DE ANDRADE et al., 2020).

Considerando a grande quantidade de fenilpropanoides (alcool cindmico (DE
ANDRADE et al., 2020), metil-eugenol (WANG et al.,2015), orto-eugenol, acido cafeico
(DESHMUKH et al., 2019), com estrutura similar ao 4-alil-2,6-dimetoxifenol (ADMP), que
apresentam relevantes propriedades no sistema nervoso central, sendo o ADMP escasso de
estudos na psicofarmacologia, o presente trabalho € de grande significado cientifico, pois
investiga propriedades farmacoldgicas em modelos animais de uma substancia promissora para

o tratamento do transtorno depressivo maior e o transtorno de ansiedade generalizada.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos gerais do Transtorno Depressivo Maior e do Transtorno de Ansiedade

A saude mental e fisica sdo condic¢Bes primordiais para a qualidade de vida do individuo
em sociedade. No entanto, eventuais acontecimentos da vida moderna como: alta carga de
trabalho, pressdo de tempo para realizar determinadas atividades, tendo como consequéncia
exaustdo emocional, adversidades principalmente na infancia, pobreza extrema, violéncia
doméstica, comunitaria e escolar, além de separacdo parental no inicio da vida, pode contribuir
para a susceptibilidade aos transtornos mentais (BURUCK et al., 2020; SCHIELE;
GOTTSCHALK; DOMSCHKE, 2020; PERVANIDOU et al., 2020).

As desordens ou transtornos neurocomportamentais séo caracterizadas por alteragdes do
comportamento associadas a danos ou disfungdes no sistema nervoso central (SNC), podendo

ser consequéncia tanto de fatores genéticos como ambientais (KALUEFF et al., 2015).

Dentre as desordens mais prevalentes em nossa sociedade, podemos destacar a depressao
e ansiedade (GOODWIN, 2015). O transtorno depressivo maior (TDM), também conhecido
como depressdo € um distarbio psiquiatrico altamente debilitante, o qual afeta a qualidade de
vida do individuo e assim como os transtornos de ansiedade, a depressdo contribui para a carga
global de doencas, sendo considerada grave problema de saude publica (JAMES et al., 2018;
PITSILLOU et al., 2020).

O TDM pode ser caracterizado por pelo menos um episodio depressivo que pode durar 2
semanas com alteracBes cognitivas, fisiologicas e comportamentais (OTTE et al.,2016), o
Manual Diagnostico e Estatistico de Revisdo (DSM-V), descreve um conjunto de sintomas,
como: humor deprimido, diminuigéo acentuada do interesse ou prazer, perda ou ganho de peso
sem dieta, insénia ou hipersonia, agitacdo ou retardo psicomotor, fadiga ou perda de energia,
sensacdo de inutilidade ou culpa excessiva, menor capacidade de pensar ou concentrar-se e
pensamentos recorrentes de morte (ASSOCIACAO AMERICANA DE PSIQUIATRIA, 2014).

O diagndstico para 0 TDM é exclusivamente clinico, de acordo com os critérios presentes
no DSM-V, sendo um episodio depressivo maior caracterizado por no minimo cinco dos

sintomas relatados acima, durante o periodo de duas semanas, em que requer a presenca de pelo
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menos um dos sintomas: (1) humor deprimido ou (2) perda de interesse ou prazer
(ASSOCIACAO AMERICANA DE PSIQUIATRIA, 2014).

Apesar de, historicamente, dividir-se a ansiedade e depressdo como transtornos distintos,
estudos recentes tém demonstrado uma forte correlagdo entre eles, tendo em vista que a
depressdo muitas vezes pode vir acompanhada pela ansiedade, mostrando um padréo de
vulnerabilidade especifica com maior gravidade e duracdo dos sintomas (GROEN et al., 2020;
IONESCU et al., 2014; LAMERS at al., 2011).

A ansiedade é caracterizada por um sentimento constante de apreensdo e inquietacéo a
situacbes que podem representar ameaca, perigo ou até mesmo algum desafio cotidiano
(KAUR; SINGH, 2017).

Em muitos casos é condicionada ao medo, no entanto sdo considerados estados
emocionais distintos, uma vez que o medo é uma resposta a uma ameaca especifica e real, com
curta duracdo e que é dissipada ap6s a ameaca ser evitada, enquanto que a ansiedade reflete um
sentimento de hipervigilancia prolongada e incerteza a uma situacdo que tende a ser
desconhecida e que pode resultar em ameaca ambigua (SYLVERS; LILIENFELD;
LAPRAIRIE, 2011).

Tanto 0 medo como a ansiedade sdo emocOes que podem ser consideradas respostas
adaptativas naturais, com proposito de protecdo (KEIL et al., 2016). No entanto, a ansiedade
guando em excesso, € definida como patologica: Transtorno de Ansiedade, apresentando
sintomas que sdo persistentes nos quais podem causar sofrimento significativo, com
comprometimento das atividades cotidianas e reducdo da qualidade de vida (BALDWIN et al.,
2014).

De fato, o transtorno de ansiedade envolve sintomas cognitivos, fisiologicos e
comportamentais. Exemplos de sintomas cognitivos: sensacdo de medo, inseguranca,
pensamentos catastroficos, irritabilidade, nervosismo e mal-estar indefinido. Ja nos sintomas
fisiolégicos o individuo pode apresentar insdnia, taquicardia, falta de ar, sudorese, desordens
intestinais e tensdo muscular. Todavia, 0s sintomas comportamentais envolvem comportamento
fobico e compulsivo (BRAGA, 2010).

Os transtornos de ansiedade podem estar etiologicamente relacionados com outras
doengas, no entanto de acordo com o DSM-V os transtornos de ansiedade podem ser

classificados em transtorno de ansiedade de separacéo, fobia especifica, transtorno de ansiedade
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social ou fobia social, transtorno de panico, especificador do ataque de panico, agorafobia,
transtorno de ansiedade generalizada, transtorno de ansiedade induzida por
substancia/medicamento, transtorno de ansiedade devido a outra condicdo médica, transtorno
de ansiedade especificado e transtorno de ansiedade nio especificado (ASSOCIACAO
AMERICANA DE PSIQUIATRIA, 2014).

Os transtornos de ansiedade e depressivos estdo entre as condi¢des de satide mental mais
comum em todo o mundo com prevaléncia entre 10% a 16% respectivamente ao longo da vida.
(XU etal., 2014).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) os transtornos de ansiedade e
depressao tém aumentado nos ultimos anos, 0 nimero total estimado de pessoas que vivem com
depressdo é de 18,4% e ansiedade 14,9% entre 2005 e 2015. Assim como acontece com a
depressdo, transtornos de ansiedade sdo mais prevalentes entre mulheres do que homens.
(SCHUCH et al., 2014; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Na maioria dos paises ndo ha informacdes precisas quanto a prevaléncia de depressao ao
longo da vida, entretanto alguns estudos indicam uma variabilidade quanto as taxas em
diferentes paises, variando entre 6,6% (Japao), 17% (Holanda), 1,5% (Taiwan), 9,2%
(Alemanha Ocidental), 9,6% (Edmonton, Canadd) e 18,4% (Brasil) (BARROSO; MELO;
GUIMARAES, 2014; BROMET et al., 2011).

De acordo com a OMS (2017), o Brasil lidera o mundo em prevaléncia de transtornos de
ansiedade e ocupa o quinto lugar em taxas de depressao (DE SOUZA; MACHADO-DE-
SOUSA, 2017).

Os transtornos mentais como depressao e ansiedade contribuem para elevada associagao
com alto risco de comorbidade e em uma grande variedade de doengas, como o cancer, doencas
endocrinas e cardiacas (FERRARI et al., 2013; HUFFMAN; CELANO; JANUZZI, 2010;
KESSLER; BROMET, 2013).

Estudos tém mostrado uma alta frequéncia de transtornos de ansiedade e depressdo
correlacionados com o risco de suicidios (GAMAGE et al., 2020; SONMEZ et al., 2020), sendo
a depressao um dos principais fatores para o suicidio, com a existéncia de correlatos biologicos,
como a redugdo do volume do hipocampo (MARCHAND et al., 2012), o envolvimento do
sistema serotonérgico com associa¢do de polimorfismos no gene 5SHTR2A aumentando a
expressdao do receptor (LUO; HE; LIU, 2019; MIRKOVIC et al.,, 2016), além da
neuroinflamacdo (COURTET et al., 2016).
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Os transtornos de ansiedade e depressdo compartilham caracteristicas comuns, como
alteragdes no sistema de neurotransmissdo, além da desregulacéo do eixo hipotalamo-pituitéria-
adrenal (HPA) (BURGESE; BASSITT, 2015).

Considerando a complexidade dos transtornos de ansiedade e depresséo, faz-se necessario
uma melhor compreensdo da sua fisiopatologia e diagnostico, importantes para o

desenvolvimento de medicamentos com uma melhor eficacia e com menores efeitos adversos.

2.2 Fisiopatologia do transtorno depressivo maior e transtorno de ansiedade

Apesar dos grandes avancos no entendimento da neurobiologia do TDM, sua
fisiopatologia ndo esta totalmente elucidada, nenhum dos mecanismos estabelecidos explica
todos os aspectos da patologia (LUO; HE; LIU, 2019), dificultando a eficicia dos tratamentos

disponiveis.

O TDM é considerado um transtorno multifatorial, envolvendo fatores genéticos (DONG;
WONG,; LICINIO, 2009), epigenéticos e ambientais (SAAVEDRA et al., 2016). Esses fatores
agindo por meio de respostas imunoldgicas e enddcrinas podem iniciar mudangas estruturais e
funcionais em muitas regides do cérebro, que resultam em reducdo da neurogénese e
neurotransmissao disfuncional (JESULOLA; MICALOS; BAGULEY, 2018).

Varios mecanismos bioldgicos tém mostrado importante papel na fisiopatologia, assim

como na etiologia e progressdo do TDM, como pode ser visto na Figura 1.
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Figura 1- Mecanismos fisiopatologicos do TDM
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Fonte: Adaptado de CHOPRA; KUMAR; KUHAD, 2011.

Um dos primeiros modelos sugeridos por muito tempo para a etiologia da depresséo, foi
a teoria monoaminérgica, baseada na deficiéncia de monoaminas como a serotonina (5-HT),
noradrenalina (NA) e dopamina (DA) no SNC. Essa foi postulada a partir de resultados
farmacoldgicos obtidos de testes clinicos com a iproniazida e imipramina; farmacos que
influenciam na modulacdo da transmissdao monoaminérgica, por inibirem a acdo da enzima
monoamino oxidase (MAO) e a recaptacdo de 5-HT e NA para o neurdnio pré-sinaptico, sendo
observado uma diminuicdo dos sintomas da depressdo (CRANE, 1957; KUHN, 1958).

Os niveis alterados da atividade da MAO no SNC ou alteracGes de seus receptores em
namero e sensibilidade, estdo associados a mudancas nos niveis de neurotransmissores como
DA, NA e 5-HT, implicando assim em uma variedade de transtornos mentais, incluindo
depressao e ansiedade (DUNCAN; JOHNSON; OU, 2012; GARCIA-MIRALLES et al., 2016;
HUANG et al.,2019).

Quanto a fisiopatologia da ansiedade, os sintomas estdo envolvidos com perturbagdes na
modula¢do do SNC, resultando em aumento da excitabilidade neural (ADWAS; JBIREAL;
AZAB, 2019). Alem disso, alguns sistemas de neurotransmissores sd@o implicados na
fisiopatologia dos transtornos de ansiedade, dentre os quais estdo o sistema GABAérgico
(NUSS, 2015), glutamatérgico (BEITCHMAN et al., 2020), serotoninérgico (ZMUDZKA et
al., 2018) e noradrenérgico (MCCALL et al., 2015).
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AlteracBes na funcdo de receptores, como polimorfismos genéticos, podem contribuir
para anormalidades na neurotransmissdo, e estdo envolvidas na susceptibilidade a depressao e
ansiedade e até mesmo, a reducao da resposta ao tratamento. Como exemplo, cita-se o caso do
polimorfismo de nucleotideo unico C(-1019) G na regido promotora do gene que codifica o
receptor de serotonina 1A (5HT1AR), individuos homozigoto para G apresenta alteracdo na
ligagéo de repressores transcricionais e consequentemente reducéo da repressao, aumentando
assim a expressdo do 5SHT1AR no nucleo da rafe, causando diminuicéo do disparo de neurénios
serotoninergicos (YOHN; GERGUES; SAMUELS, 2017).

Por sua vez, o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) desempenha um papel
importante no crescimento e sobrevivéncia neuronal, pois atua como um modulador da
neurotransmissao e contribui para a plasticidade neuronal (BATHINA; DAS, 2015). Evidéncias
sugerem que o BDNF esta associado a fisiopatologia do TDM, uma vez que seus niveis
periféricos foram encontrados diminuidos em pacientes com TDM (KISHI et al., 2018). A
proteina BDNF e 0 seu RNAm foram identificados reduzidos na maioria das areas do cérebro,
incluindo o bulbo olfatério, cortex, hipocampo, prosencéfalo basal, mesencéfalo, hipotdlamo,
tronco cerebral e medula espinhal; tais resultados estdo associados a doencas
neurodegenerativas, incluindo a depressdo (BATHINA; DAS, 2015).

A hipotese inflamatdria € um importante fator para explicar a hiperatividade imune e a
producdo desregulada de citocinas em pacientes depressivos (JEON e KIM, 2017; ZOU;
YANG, 2018). A gravidade da depressdo foi associada a altos niveis séricos de interleucinas
IL-1B, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (DAHL et al., 2014;
YOSHIMURA, KISHI e IWATA, 2019).

Um estudo clinico com pacientes depressivos, mostrou concentracfes séricas elevadas
de TNF-a e IL-6 em pacientes depressivos associadas a gravidade dos sintomas (FAN et al.,
2017). Além disso, a disfuncdo imunoldgica, principalmente nos niveis de IL-6 e TNF-a
(WANG et al., 2019) podem ocasionar alteragdo nos mecanismos neuroendocrinos induzidos

pelo estresse, como elevacédo dos niveis de cortisol.

Em uma condicéo de estresse, as fibras nervosas centrais liberam neurotransmissores
como noradrenalina e horménios glicocorticoides que afetam leucdcitos, resultando na
expressao profunda de redes de genes de citocinas pro-inflamatérios, como IL-1B, IL-6 e TNF-
a, além disso, a ativacao de receptores de citocinas no hipotalamo que desencadeia a producéo
de glicocorticéides pelo eixo HPA (IRWIN; COLE, 2011).
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Outra via envolvida na patogenicidade da depressdo, é a via L-arginina/NO/GMPc, pois
desempenha um papel na regulacdo de fungdes comportamentais (MACCALLINI, et al., 2015).
A producdo excessiva de oxido nitrico (NO) por mediadores da via L-arginina/NO/GMPc esta
relacionada com o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas e transtornos de humor
como a depressdo, por aumentar a neurodegeneracgdo, resultante do processo inflamatério no
cérebro (YUSTE et al.,2015; MILLER; RAISON, 2017).

A enzima oxido nitrico sintase neuronal (NNOS) esta localizada dentro da membrana
celular pos-sinaptica e é fisicamente ligada ao receptor de glutamato do subtipo N-metil-D-
aspartato (NMDA), através da proteina PSD95. Evidéncias sugerem que a hiperatividade de
receptores NMDA (NMDAR), pode levar ao influxo de Ca?" anormal nos neurdnios pos-
sinapticos com super estimulacdo da nNOS (MACCALLINI; AMOROSO, 2016). Niveis de
expressdo de nNOS e NO, se encontraram elevados no hipotalamo, hipocampo e cortex pré-
frontal em modelos de animais exposto ao estresse, para indugdo do comportamento do tipo
depressivo (JOCA et al., 2019).

O NO tem como principal alvo, a guanilato ciclase soltvel (sGC), a qual ativa a produ¢édo
de monofosfato ciclico 3°, 5° guanosina (GMPc), este por sua vez ativa canais i6nicos, proteinas
cinases e fosfodiesterases, vias de sinalizacdo associadas a morte celular induzida pér NO
(PICON-PAGES; GARCIA-BUENDIA; MUNOZ, 2019; RONCHETTI et al., 2019).

A via glutamatérgica, também explica parte da fisiopatologia do TDM. Proposta em
1990, a partir um estudo envolvendo antagonistas do NMDAgr como é&cido 2-amino-7-
fosfonoheptandico (AP-7) e Dizolcipina também conhecido como MK-801, mostrou atividade

antidepressiva em testes comportamentais (HASHIMOTO, 2019).

Atualmente, sabe-se que os NMDAR desempenham papeis criticos no sistema nervoso,
principalmente na memoria e aprendizagem, sdo implicados em doencas e distdrbios
neuroldgicos como acidente vascular cerebral, doenca de Alzheimer (KODIS et al.,2018),

esquizofrenia, epilepsia e depressdo (REGAN et al., 2019).

O estresse oxidativo também estd implicado tanto na depressdo quanto na ansiedade
(BOUAYED; RAMMAL; SOULIMANI, 2009). O cérebro € um grande consumidor de
oxigénio, além de ser rico em lipidios suscetiveis a peroxidacao, sendo considerado sensivel ao
estresse causado por espécies reativas de oxigénio (EROs), que pode oxidar e causar alteracbes
nas fungdes do RNA, DNA, proteinas e lipidios, e consequentemente danos aos neur6nios
(BAKUNINA; PARIANTE; ZUNSZAIN, 2015).
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Estudos ndo-clinicos relataram uma ligacéo entre a exposi¢ao ao estresse e a diminuigdo
dos niveis e enzimas relacionadas a GSH (HASSAN et al., 2020; RAI et al., 2019). Os
glicocorticdides (GCs) sd@o hormonios secretados pelas suprarrenais em resposta ao estresse,
envolvidos na atividade do eixo HPA, os GCs podem contribuir para reducdo nos niveis de
GSH em estudos in vitro e in vivo mostrando ter um impacto negativo nos niveis de
antioxidantes (BEYTUT et al., 2018; ZALACHORAS et al., 2020).

O TDM ¢ associado a disfuncdo do eixo HPA, que envolve consequentemente a
secrecdo de glicocorticoides em excesso (NGUYEN et al, 2018). Os receptores
glicocorticoides (GR) séo responsaveis por mediar os efeitos diretos dos glicocorticoides. Por
sua vez, a ativacdo persistente destes receptores por altos niveis de glicocorticoides pode
resultar em dano neural, com alteraces moleculares e consequentemente comportamentais,

resultando em TDM e outras doencas neuropsiquiatricas (CANET et al., 2018; LIN et al., 2016).

O aumento da secrecéo de glicocorticoides apds a exposicao a uma condicdo de estresse,
leva a um aumento na liberacdo de glicose por meio da gliconeogénese, resultando em uma
respiracdo mitocondrial e fosforilagdo oxidativa aprimorada, aumentando ainda mais a geracao
de espécies reativas, como producao espontanea de superdxido (O “2) (SPIERS et al., 2015). O
L-lactato (produto da glicolise aerdbia pelos neurdnios) potencializa a atividade do receptor
NMDA, aumentando o célcio intracelular (YANG et al.,2014).

Niveis elevados de glicocorticoides tem contribuido para um maior risco de desenvolver
sintomas de ansiedade, mania e psicose entre os individuos que receberam prescricdo de
medicamentos glicocorticoides (JUDD et al., 2014). Além dos niveis elevados de
glicocorticoides, o hormonio liberador de corticotropina (CRH) tém sido associados a
transtornos depressivos e o transtorno de ansiedade generalizada (RAGLAN; SCHMIDT;
SCHULKIN, 2017).

2.3 Ativacédo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal

O estresse € definido como um estado fisioldgico de homeostase perturbada, apos
percepcao de perigo, podendo afetar varias fungdes do corpo, como sistema imunologico,

reproducdo, cognicdo e comportamento, os ultimos devido ao grande nimero de circuitos
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neurais envolvidos, incluindo cortex pré-frontal, hipocampo, amigdala e hipotdlamo
(HOLSBOER e ISING 2010; REIN et al., 2019).

O eixo HPA (Figura 2) € importante no controle da homeostase e na resposta ao estresse,
a sua regulacdo depende de algumas estruturas e moléculas reguladoras. O hipotalamo contém
neurbnios neuroendocrinos que secretam o horménio liberador de corticotrofina (CRH),
também denominado de fator liberador de corticotrofina (CRF), este estimula a glandula
pituitaria a produzir e liberar o hormdénio adrenocorticotrofico ou adrenocorticotropina (ACTH)
na circulagdo (DEMORROW, 2018). O ACTH entéo estimula a glandula adrenal a sintetizar e
liberar corticosteroides como o cortisol em humanos e a corticosterona em roedores (NEVES,
2015). A acdo dos glicocorticoides regula ativacdo do eixo HPA, por inibicdo da liberacdo de
CRH e ACTH e consequentemente reduzindo a liberacdo de glicocorticoides. No entanto o
aumento excessivo dos niveis de cortisol ou corticosterona torna o eixo hiper-reativo, o qual
contribui para os sintomas prevalentes na depressdo (DE ARAUJO et al., 2018; O’CONNOR
etal., 2017).
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Figura 2-Representagdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal.
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Fonte: Adaptado de Nestler et al, 2002. Neurénios do nicleo paraventricular (PVN), fator

liberador de corticotrofina (CRF), adrenocorticotropina (ACTH).

Os receptores glicocorticoides (GR) desempenham um papel fundamental na regulacéo
do feedback do eixo HPA, o qual é expresso em todo o cérebro e em maior quantidade no cortex
pré-frontal e hipocampo, regides responsivas ao estresse com variacdo no nivel de expresséo e
consequentemente na resposta a ativacdo dos GR (MADALENA; LERCH, 2017; MCEWEN,;
NASCA; GRAY, 2016; VAN BODEGOM; HOMBERG; HENCKENS, 2017).

Os GR funcionam como um fator de transcri¢cdo dependente de hormonios, a ligacéo de
glicocorticoides provoca alteragdes conformacionais no receptor que ativa dominios funcionais
relevantes para associar-se a genes especificos de resposta aos glicocorticoides (WEIKUM et
al., 2017).

Uma outra regido do cérebro importante na resposta ao estresse € a amigdala, pois

processa informagGes reconhecendo estimulos de medo e ansiedade, importantes para alertar
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sobre um potencial perigo (SHARP, 2017). Duas regides da amigdala estdo particularmente
envolvidas no processamento da ansiedade, amigdala basolateral (BLA) e a amigdala central
(CeA) (BABAEV; CHATAIN; KRUEGER-BURG, 2018).

A BLA se comunica com regides do cérebro que afetam a cognigdo, motivacao e as
respostas ao estresse, como cortex pré-frontal, hipocampo, nucleus accumbens (SHARP, 2017),
além de, exercer controle do eixo HPA por meio de conexdes diretas e indiretas com o nucleo
paraventricular inibitério do hipotalamo e liberar CRF para o hipotdlamo anterior ativando as
células corticotréficas para liberar ACTH (TRIPATHI et al., 2019).

O estresse e 0s niveis elevados de glicocorticoides também aumentam a expressao de
genes que codificam o horménio CRH no nicleo amigdaldide central e consequentemente
aumenta a reatividade do eixo HPA (HERMAN et al., 2016).

2.4 Modelo animal de depressdo induzida por dexametasona

Modelos animais na psicofarmacologia, auxiliam na busca da compreensdo da
fisiopatologia e de novas alternativas farmacoldgicas para o tratamento dos transtornos mentais
(MCGONIGLE, 2014).

A maioria dos modelos animais de depressao respeitam critérios de validade, dentre os
quais, trés sdo de maior relevancia, a validade de construto, na qual esta relacionada a habilidade
do modelo reproduzir aspectos fisioldgicos do transtorno, a validade aparente ou de face que
corresponde as semelhancas dos sintomas entre 0 modelo e a condi¢do clinica e a validade
preditiva, que diz respeito a propriedade pela qual o0 modelo apresenta capacidade de resposta
aos agentes terapéuticos (NUNES; HALLAK, 2014).

O modelo de depressédo induzida por dexametasona, consiste em expor 0s animais a uma
condicd@o de altos niveis de glicocorticoides para simular uma situacdo de estresse cronico,
resultando em uma desregulacdo do eixo HPA (PLANCHEZ; SURGET; BELZUNG, 2019).

De acordo com estudos recentes, a administracdo aguda e repetida de glicocorticoides em
animais reproduz uma sintomatologia similar a da depressao através da disfuncao do eixo HPA
e da alteracdo do controle de feedback negativo (CRUPI et al., 2010; LEE et al., 2009;
STERNER; KALYNCHUK, 2010).
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Estudos tem demostrado que a administracdo Unica ou repetida de dexametasona induz
comportamento tipo depressivo, avaliado em testes comportamentais de nado forcado e
preferéncia por sacarose (SKUPIO et al., 2015; WROBEL et al., 2014).

O tratamento crénico com corticosterona pode provocar alteracBes fisioldgicas e
comportamentais semelhantes aquelas observadas em pacientes com TDM, como anedonia
ilustrada pela diminuicdo da preferéncia por sacarose em camundongos (GOURLEY; WU;
TAYLOR, 2008), comportamento semelhante a depressao e ansiedade por camundongos, nos
testes de nado forgado e campo aberto (DAVID et al., 2009).

E sabido que a dexametasona em testes ndo-clinicos pode contribuir para uma série de
alteracdes comportamentais, como comportamentos do tipo ansioso e depressivo (JIANG et al.,
2021; SKUPIO et al., 2015).

O tratamento com corticosteroides a curto e longo prazo, frequentemente esta associado
a complicagBes neuropsiquiatricas como depressao, irritabilidade, insénia e ansiedade
(THBAUT, 2019).

Nagano et al (2012) mostrou que a exposi¢do de ratos a dexametasona, pode levar a
anormalidades no sistema serotoninérgico no cortex pré-frontal medial (mPFC) e reducdo nos
niveis de serotonina no hipocampo. Além disso, dependendo da concentracdo, a dexametasona
pode induzir liberacdo aumentada de glutamato, causando toxidade neuronal (IOANNOU et
al., 2003).

2.5 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € um processo bioldgico complexo, que resulta de um desequilibrio
entre oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a uma interrupcdo da
sinalizag&o redox e controle e/ou dano molecular, ocorre quando um organismo néo é capaz de
desintoxicar ou reparar efetivamente os efeitos prejudiciais dos radicais livres (GUTTERIDGE;
HALLIWELL, 2018; STEENKAMP et al., 2017).

Os processos redox (oxidacdo-reducdo) permeiam praticamente todos 0S processos
fundamentais, desde a bioenergética ao metabolismo e fungdes vitais do organismo. Nesses
processos sao produzidas espécies reativas de oxigénio (EROs) como o peroxido de hidrogénio

(H20>), superdxido, radical hidroxila (OH), além de espécies reativas de nitrogénio (RNS)
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como o oxido nitrico (NO), dioxido de nitrogénio (NO.), peroxinitrito (ONOO-), nitrito/nitrato
entre outros (SIES; BERNDT; JONES, 2017).

O NO esta envolvido em diversas funcdes fisiologicas, como transmissdo neural,
relaxamento do mdsculo liso, imunomodulacdo, dilatacdo dos vasos sanguineos (BHATT;
NAGAPPA; PATIL, 2020), no entanto em niveis elevados podem causar modificagdes nos
lipideos de membranas, alterar funcdes de receptores, enzimas e genes (VAVAKOVA;
wyURACKOVA; TREBATICKA, 2015).

Estudos sugerem que o NO apresenta efeitos diversos no SNC, sendo que baixas
concentracdes de NO sdo neuroprotetoras, enquanto concentracdes elevadas medeiam acGes
neuroinflamatdrias e neurotoxicas, sendo correlacionada fortemente com a fisiopatologia de
muitos transtornos neuropsiquidtricos como TDM e TAG (transtorno de ansiedade
generalizada) (KUDLOW et al., 2016).

Nossas células sao privilegiadas com um mecanismo de defesa antioxidante, importantes
na protecéo e reducdo dos danos provocados por espécies reativas de EROs e ERN. Esse sistema
de defesa é composto por antioxidantes enzimaticos, os quais compreendem superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e
glutationa S transferase (GST) e antioxidantes ndo enzimaticos que incluem glutationa reduzida
(GSH), vitamina C (&cido ascdrbico), vitamina E (a-tocoferol), N-acetil-cisteina (NAC), &cido
urico, carotenoides, flavonoides, ubiquinol entre outros (PANDYA; HOWELL; PILLAI,
2013;DE OLIVEIRA-SILVA et al., 2019).

A integridade do cérebro é vital para o funcionamento normal do SNC, o mesmo é
extremamente sensivel ao dano oxidativo, pois consome uma quantidade elevada de oxigénio
(cerca de 20%), além disso, as membranas neuronais sdo ricas em acidos graxos poli-
insaturados, como acido araquidénico, &cido docosahexaenoico e acido eicosapentaendico, que
séo vulneraveis ao estresse oxidativo (SALIM, 2017; SHICHIRI, 2014).

O aumento de ERO e ERN e a reducéo da capacidade antioxidante leva a deterioracdo
oxidativa dos lipidios poli-insaturados de membrana, tendo como produto secundario o
malondialdeido (MDA), considerado biomarcador de dano a membrana celular (GROTTO et
al., 2009).

A gravidade da depresséo e do transtorno de ansiedade, esta correlacionada com aumento

de marcadores de estresse oxidativo como (MDA), glutationa oxidada (GSSG) e reducéo de
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antioxidantes como a glutationa reduzida (GSH) (BLACK et al., 2015; PALTA et al., 2014;
STEENKAMP et al., 2017).

Considerar o dano oxidativo e a resposta do sistema antioxidante (glutationa) no SNC,
pode ser uma boa abordagem para a descoberta de farmacos com potencial antioxidante na
perspectiva de reverter os sintomas prevalentes no TDM (GIBSON; KORADE; SHELTON,
2012).

2.6 Abordagem farmacoldgica

Os antidepressivos usados clinicamente sdo medicamentos que auxiliam na reducdo dos
sintomas depressivos, por meio de mecanismos que aumentam a concentragdo de
neurotransmissores monoaminérgicos (serotonina, noradrenalina e/ou dopamina), com acgdes
farmacoldgicas que envolvem o bloqueio da recaptacdo e ou receptores monoaminérgicos,
inibicdo da enzima monoamina oxidase e o blogueio do receptor NMDA-glutamatérgico
(FASIPE et al., 2018; KHUSHBOO; SHARMA,2017).

Até a década de 1980, o tratamento farmacoldgico da depressdo era limitado aos
antidepressivos de primeira geracao, dentre os quais estdo antidepressivos triciclicos (ADTS)
como a imipramina, descoberta em 1958 e os inibidores da monoamina oxidase (IMAO)
(FURUKAWA et al.,2016).

Os ADTs bloqueiam a recaptacdo de serotonina e noradrenalina nos terminais pré-
sinapticos, o que leva ao aumento da concentracdo desses neurotransmissores na fenda
sinaptica, resultando em um efeito antidepressivo eficaz (MORACZEWSKI; AEDMA, 2020).
Estudo realizado por Harvey et al (2006) com ratos mostrou que a imipramina pode bloquear

os receptores 5SHT2A/C e NMDA e consequentemente reduzir a atividade da NOSn.

No entanto, os ADTs também compartilham outras agdes farmacologicas indesejaveis,
pois sdo antagonistas competitivos dos receptores pos-sindpticos alfa colinérgicos (alfal e
alfa2), muscarinicos (GULOGLU et al.,2011) e histaminérgicos (H1) (HALL; OGREN.,1984),
0 que pode contribuir para alguns efeitos indesejados como tontura, sonoléncia, reducdo da
pressdo arterial (receptores alfal), visdo turva, constipacdo, confusdo, retencdo urinaria e
taquicardia (receptores muscarinicos), além de sedagdo, aumento do apetite, ganho de peso
associado ao bloqueio dos receptores H1 (MORACZEWSKI; AEDMA, 2020), além de serem
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potencialmente letais em alta dosagem (CLEARE et al., 2015; MAGGIONI et al., 2008). Assim
como os ADTs, os inibidores de monoamina oxidase (IMAO), apresentam o pior perfil de

efeitos colaterais de todos os antidepressivos (FARACH et al., 2012).

Na segunda classe, encontram-se os inibidores seletivos da receptacdo da serotonina
(ISRS) que sdo mais toleraveis e eficientes, em uma ampla gama de transtornos psiquiatricos,
depressdo, ansiedade e transtornos alimentares (HERPERTZ et al., 2011;BANDELOW,;
MICHAELIS; WEDEKIND,2017).

O alvo dos ISRSs é o transportador de serotonina (5-HTT), responsavel pela recaptacéo
da serotonina e encontra-se localizado na membrana plasmatica de neurdnios serotoninérgicos.
Estes, enviam seus axdnios por todo o cérebro, sendo responsaveis por controlar varios
processos cerebrais, incluindo a emocéo, a alimentacéo, o sono, 0 comportamento sexual e a
percepcéo sensorial (OLIVIER etal., 2011). O mecanismo de a¢do dos ISRSs como a fluoxetina
acontece através do blogueio da recaptacdo da serotonina no terminal pré-sinaptico,

aumentando assim os niveis de 5-HT na fenda sinaptica (FARACH et al., 2012).

Apesar da eficicia no tratamento, esses também podem apresentar alguns efeitos
colaterais como: aumento inicial do nervosismo, insdnia, nauseas e disfuncao sexual, além disso
quando interrompidos, podem causar tonturas e sintomas similar a gripe (GARTLEHNER et
al., 2011).

Outra classe de farmacos sdo os inibidores da recaptacdo da serotonina-noradrenalina
(IRSN), dos quais os mais utilizados sdo a duloxetina e venlafaxina, que apresentaram eficécia
no tratamento de ansiedade, porém s&o menos toleraveis que os ISRS (BALDWIN et al., 2014).
Além disso, o tratamento esta associado com o aumento da pressdo arterial e risco de
desenvolver disfuncdo hepéatica (BLEAKLEY; DAVIES et al., 2014).

Os inibidores da recaptacdo de noradrenalina e dopamina bupropiona atuam inibindo a
recaptacdo da noradrenalina e dopamina. A bupropiona é um antidepressivo que pode ser uma
alternativa para pacientes que ndo respondem ou néo toleram os ISRS e IRSN, pois mostra um
perfil favorével de tolerabilidade, no entanto em alguns casos podem apresentar efeitos
colaterais que incluem nauseas, insonia, sudorese e ansiedade (DELL’OSSO et al., 2011).

Os inibidores seletivos da recaptagdo de noradrenalina (IRNs) como reboxetina e
atomoxina inibem seletivamente os transportadores de recaptacdo de noradrenalina (NET)

localizados nas membranas pré-sinapticas nos terminais noradrenérgicos, aumentando os niveis
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de noradrenalina dentro das fendas sinapticas (FASIPE, 2019). No entanto, foi sugerido que
sd8o menos eficazes que outros antidepressivos, além de apresentar alguns efeitos colaterais
como perda de apetite, nausea, agitacdo, insonia, tontura, constipacao, fadiga, boca seca,
sedacdo, sudorese e palpitacdes e hipertensao (MATTHEWS; HORDER; PEARCE.2018).

Antagonistas dos receptores 5-HT: incluiem trazodona e nefazedona, tem como principal
efeito farmacoldgico o antagonismo dos receptores pds-sinaptico SHT2A/C e o bloqueio da
recaptacao da serotonina em algum grau (SCHATZBERG; DEBATTISTA, 2017).

Uma outra classe de antidepressivos sdo 0s antagonistas dos receptores alfa-2-
adrenérgicos (a2) que modulam a fungdo dos receptores 5-HT2 e 5-HT3, como exemplo temos
a mirtazapina, no entanto apresenta alta afinidade para os receptores Hi-histaminicos, o que

determina alguns efeitos colaterais como sonoléncia, ganho de peso e sedacdo (DELL’OSSO

etal., 2011).

Enquanto dentro das classes mais recentes, por exemplo, atuam bloqueando os receptores
glutamatérgicos do subtipo NMDA (cetamina), CP-101.606 (traxoprodil), GLYX-13
(rapastinel), NRX-1074 (Apimostinel) e Riluzol. Esses sdo considerados novos antidepressivos,
dentre outros, e a aprovacdo esta em discussdo em alguns paises (FASIPE, 2019). Assim, para
os antidepressivos convencionais disponiveis no mercado, o inicio tardio da acdo terapéutica é
um problema na clinica médica, dado o risco de suicidio elevado, com o atraso do tratamento
farmacoldgico (LUO, HE e LIN, 2019). Estudos clinicos relatam que 30% dos pacientes
deprimidos, ndo respondem totalmente ao tratamento e 70% nao atingem a completa remissédo
(KULKARNI e DHIR, 2009).

A respeito do tratamento dos transtornos de ansiedade, sdo utilizados os benzodiazepinicos,
como por exemplo o flurazepam, clonazepam, diazepam, alprazolam e lorazepan. Esses atuam
potencializando os efeitos do acido gama-aminobutirico no SNC, no qual se liga de modo
especifico a subunidade a do receptor GABAA, aumentando a afinidade do GABA pelo receptor
e consequentemente a frequéncia de abertura do canal de cloreto, resultando assim, em sedagéo
e consequentemente alivio dos sintomas da ansiedade (BLEAKLEY; DAVIES et al., 2014).
No entanto se tornou uma segunda opg¢éo no tratamento, uma vez que foi constatado que 0s
inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS) sdo mais toleraveis e eficientes, em uma
ampla gama de transtornos psiquiatricos, depressdo, ansiedade e transtorno alimentares
(HERPERTZ et al., 2011;BANDELOW; MICHAELIS; WEDEKIND,2017).
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Apesar dos grandes avangos na compreensdo da neurobiologia do TDM, a sua
fisiopatologia, assim como da ansiedade ndo estd totalmente elucidada, nenhum dos
mecanismos estabelecidos explica todos os aspectos da patologia (OTTE et al, 2016),
dificultando a eficacia dos tratamentos disponiveis, justificando assim a realizacdo novos

estudos, principalmente com substancias isoladas de 6leo essencial de plantas medicinais.

As plantas medicinais sdo usadas popularmente hd muitos anos, para o tratamento de
doencas fisicas ou mentais. Estudos cientificos tém revelado um grande potencial de
constituintes de 6leos essenciais presentes em plantas com atividade antidepressiva e ansiolitica
(DE SOUSA, 2017).

2.7 Plantas medicinais

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mais de 80% da populagdo em
paises desenvolvidos e subdesenvolvidos, utilizam plantas medicinais para cura de doencas e
promocdo a saude (SASIDHARAN et al., 2011), considerando o contexto histérico e sua
importancia na medicina tradicional, logo surgiu a necessidade de validacdo cientifica,

principalmente das propriedades farmacol6gicas e toxicol6gicas (FIRMO et al., 2011).

Plantas medicinais tem sido alvo de estudos ndo-clinicos in vitro e in vivo em diversas
areas de conhecimento e em especial na psicofarmacologia, com intuito de contribuir para a
producdo de fitoterdpicos e na descoberta de novos farmacos psicoativos com a¢do no SNC
(SARRIS et al., 2011).

As plantas medicinais aromaticas, sdo conhecidas por produzirem metabdlitos
secundarios, compostos organicos que sao acumulados durante o metabolismo, no qual séo
importante para as interagdes da planta com o seu ambiente, como prote¢do contra patdgenos,
além de atrativos para polinizadores (GANDHI; MAHAJAN; BEDI, 2015).

Esses metabdlitos bioativos, sdo os responsaveis pelos efeitos farmacologicos eficazes no
tratamento de varias doencas, incluindo depressdo e transtorno de ansiedade além de

apresentarem uma consideravel reducdo em efeitos colaterais (BAHMANI et al., 2014).

Dentre os metabolitos secundarios mais bem estudados, estdo os constituintes dos 6leos
essenciais que tém sido de extrema importancia para a descoberta de novas moléculas com

atividade bioldgica relevante para a industria farmacéutica.
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2.7.1 Oleos essenciais e seus componentes quimicos

Oleos essenciais sio liquidos hidrofobicos de compostos aromaticos e volateis, presentes
em varias partes de plantas medicinais e aromaticas, como folha, semente e raiz constituido por
metabdlitos secundarios, terpendides, compostos alcoolicos, acidicos, aldeidos, corpos
cetbnicos e fenois, 0s quais sdo importantes para a defesa da planta (HYLDGAARD;
MYGIND; MEYER, 2012; PANDEY et al., 2017).

Os 6leos essenciais ttm uma ampla aplicagdo na industria farmacéutica, devido sua vasta
acao farmacoldgica como antibacteriana, antifangica, antiviral, anti-inflamatdria, antitumoral,
antioxidante, ansiolitica e antidepressiva, além de sua relevancia na industria cosmética e
alimenticia (ALI et al., 2015b; KUMARI et al., 2014).

Os 6leos essenciais apresentam cerca de 20 a 60 diferentes componentes bioativos, no
entanto 2 a 3 substancias estdo presentes em alta concentracdo, dentre os quais estdo 0s
terpenos, sintetizados no interior da célula por uma via dependente do mevalonato e
constituidos por unidades de isopreno e os fenilpropanoides, que sdo oxidados em uma cadeia
alifatica ou anel aromatico (CARVALHO et al., 2014; OPITZ; NES; GERSHENZON, 2014;
SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016).

2.7.2. 4-alil-2,6-dimetoxifenol

O 4-alil-2,6-dimetoxifenol (ADMP) (Figura 3) € um composto da classe dos fendis: um
fenilpropanoide, no qual o fenol é substituido por um grupo alil na posicao 4 e grupos metoxi
nas posicdes 2 e 6, respectivamente, também pode ser conhecido como metoxieugenol, 4-
alilsiringol, fenol 2,6 dimetoxi -4- (2-propenil) 2,6-dimetoxi-4-prop-2 enilfenol, 2,6
dimethoxychavicol, 2,6 dimetoxi-4-alilfenol e 4-hidroxi-3,5 dimetoxialilbenzeno com formula
molecular C11H1403 e peso molecular 194,23 g/mol (CHEBI, 2016).
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Figura 3- Estrutura bidimencional do ADMP
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Fonte: Chemicalbook

O ADMP é um composto fendlico que pode ser encontrado em especiarias e ervas como
Myristica fragrans (noz-moscada) (LOPEZ et al., 2015), no 6leo essencial do caule de Myrica
esculenta (AGNIHOTRI; WAKODE; ALI, 2012); na raiz de Sassafras albidum (sassafras)
(KAMDEM; GAGE, 1995) e Fagopyrum esculentum (KALINOVA; TRISKA;
VRCHOTOVA, 2011).

Apesar de seu uso na industria de alimentos como agente aromatizante (EFSA,2011),
sua atividade bioldgica é pouco conhecida, alguns estudos com o extrato de Myristica fragrans
apresentaram atividades anti-helmintica (LOPEZ et al., 2015), antimicrobiana, anti-
inflamatéria (AGNIHOTRI; WAKODE; AL, 2012) e antitumoral (THUONG et al., 2014).

Em um estudo in vitro realizado por Maeda e colaboradores (2008), o ADMP mostrou
alta atividade antioxidante, em analise da atividade da superoxido dismutase e no teste do
tiocianato férrico. Entretanto, ndo existem estudos com uma possivel atividade farmacolégica

no sistema nervoso central.
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3. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Situacdes estressantes da vida didria de forma repetida e/ou prolongada, tem como
consequéncia, 0 estresse oxidativo pelo aumento de NO que resulta na producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (ERN), que por sua vez podem
levar a ativacdo prolongada do eixo HPA pela regulacdo negativa dos receptores de
glicocorticoides (GR), resultando em aumento do horménio liberador de corticotropina (CRH),
contribuindo assim, para os sintomas presentes nos transtornos psiquiatricos e neurolégicos
incluindo a depressédo e o transtorno de ansiedade (CHEN et al., 2015; ORMONDE DO
CARMO et al., 2015; VIOLI; PIGNATELLI, 2014).

Considerando, o alto grau de comorbidades, prevaléncia de alto indice dos transtornos de
depressao e ansiedade em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos, é relevante a necessidade
de ampliar as opcOes terapéuticas, tendo em vista que alguns pacientes sdo resistentes aos
farmacos disponiveis, além de alguns medicamentos apresentarem efeitos colaterais
indesejaveis. Considerando que o0s processos etioldgicos da depressdo e ansiedade
compartilham semelhangcas (NEWBY et al.,, 2015), novas abordagens terapéuticas sdo

necessarias, e um boa alternativa é a utilizacao de produtos naturais.

Os fenilpropandides sdo um dos principais componentes dos 6leos essenciais de plantas
e possuem uma ampla gama de atividades biologicas, como antimicrobiana, anti-inflamatoria,
anticancerigena, antioxidante, analgésica, antiplaquetaria, antidepressiva e ansiolitica
(ILIJEVA; BUCHBAUER, 2016).

O 4-alil-2,6-dimetoxifenol é um fenilpropanoide e apresentou atividade antioxidante
(OGATA et al., 1997), além de apresentar estrutura similar com outros fenilpropanoides, como
o metilisoeugenol e o eugenol que apresentaram atividade antidepressiva e ansiolitica
(FAJEMIROYE et al., 2014; IRIE et al., 2004) em modelos animais de depressao e ansiedade

em camundongos.

Desta forma, os estudos in silico e ndo-clinicos in vivo com fenilpropandides, como o 4-
alil-2,6-dimetoxifenol apresentam uma grande relevancia, pois podem elucidar suas
propriedades farmacologicas e seu mecanismo de agdo, contribuindo assim para a descoberta

de novas possibilidades farmacoldgicas para o tratamento do TDM e/ou ansiedade.



40

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Investigar a acdo do 4-alil-2,6-dimetoxifenol (ADMP) no SNC por meio de estudos in silico e
in vivo com o intuito de verificar os possiveis efeitos antidepressivos e ansioliticos em modelos

animais de depressao-simile induzidos por dexametasona e seus possiveis mecanismos de acao.

4.2 Objetivos Especificos

e Realizar estudos in silico de docking molecular e predisposic¢ao dos riscos de toxicidade do
ADMP;

e Efetuar a triagem farmacoldgica comportamental e determinacdo da dose letal 50% do
ADMP;

e Verificar se 0 ADMP altera a atividade locomotora dos camundongos por meio do teste de
campo aberto;

e Induzir o comportamento depressivo-simile por meio da administracdo aguda de

dexametasona em camundongos;

¢ Investigar a atividade antidepressiva do ADMP nos modelos experimentais de nado for¢ado

e suspensao da cauda;

e Avaliar a atividade ansiolitica do ADMP através do teste do labirinto em cruz elevado e do

campo aberto;

e Investigar o mecanismo de agdo do ADMP através da participacdo do receptor NMDA e
moduladores da via do Oxido nitrico em camundongos submetidos ao modelo do nado

forcado;

e Avaliar os parametros de estresse oxidativo (GSH) no cértex pré-frontal de camundongos
submetidos ao modelo do nado forgado.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Locais da Pesquisa

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratério de Psicofarmacologia
(PSIFARM) e no Laboratério de Quimioinformatica, com a colaboragdo dos professores Dr.
Marcus Tullius Scotti e Dra. Luciana Scotti. Ambos os laboratorios situados no Instituto de
Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB).

5.2 Material

5.2.1 Substancias

e O 4-alil-2,6-Dimetoxifenol (ADMP) utilizado nos testes comportamentais € um derivado
sintético do eugenol (MUNIZ et al., 2021), cedido pelo professor Dr. José Maria Barbosa
Filho, responsdvel pelo Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, localizado na
Universidade Federal da Paraiba-UFPB.

e Azul de metileno 10 mg/kg-Sigma Aldrich (EUA);
e Cloridrato de dextrocetamina (1mg/kg) - Cristalia (Brasil);

e Dexametasona (64ug/kg) - Merck (Brasil)

e Diazepam 1 mg/kg- Cristalia (Brasil);

e Imipramina 10 mg/ kg- Merck (Brasil);

e L-arginina (750 mg/kg);

e L-Name 10 mg/kg-Sigma Aldrich (EUA);

e Solucgéo de Tween 80 a 5 % (Polissorbato 80) — Vetec (Brasil);

e Solugdo salina (NaCl a 0,9 %) - Merck (Brasil).
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As doses e periodos de administracdo das drogas foram estabelecidas de acordo com a
literatura e protocolo experimental ja padronizado no laboratorio (CAVALCANTE, 2018;
ARAUJO, 2018).

Quanto a preparacdo das drogas, antes de sua utilizacdo foram dissolvidas em solucéo de
cloreto de sodio quando sollveis em agua (azul de metileno, cloridrato de dextrocetamina,
diazepam, imipramina, L-arginina) e no caso de substancias insoluveis em &gua, estas foram
dissolvidas na solucéo de Tween 80 (ADMP e L-NAME).

5.3.1 Animais

Para a realizacdo da triagem farmacoldgica e subsequentes experimentos foram utilizados
Camundongos (Mus musculus) Swiss, albinos, adultos, machos, com peso entre 25-30g, com
aproximadamente 2-3 meses de idade. Os animais foram provenientes da Unidade de Producéo
Animal (UPA) do Instituto de Pesquisa de Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da
Universidade Federal da Paraiba.

No Biotério, os animais foram alojados em gaiolas de polietileno, mantidos sob condi¢bes
monitoradas de temperatura equivalente a 21+ 2 °C, com livre acesso a uma dieta controlada a
base de racdo tipo pellets e dgua disponivel em garrafas de polietileno com bicos de inox,
encaixadas na parte superior da grade metalica da gaiola. Os animais também foram mantidos
em ciclos claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara das 6h00 as 18h00 horas e pesados antes

da realizacdo dos testes.

5.3.2 Condicdes experimentais

Toda a parte experimental foi desenvolvida no Laboratério de Psicofarmacologia -
PSIFARM na Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

No ambiente de experimentacdo no PSIFARM, os animais foram previamente alojados
em outras gaiolas de polietileno, com pelo menos 12 h de antecedéncia a execucao dos testes,
visando assim minimizar as possiveis altera¢cdes comportamentais e permitir uma adaptacédo ao

novo ambiente.
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Os animais foram mantidos a temperaturas de 21+ 2 °C e privados de agua e ra¢do 30 min
antes dos testes, os quais foram realizados no periodo compreendido entre 8n00 as 12h00, sendo

0s mesmos utilizados apenas uma Unica vez e em seguida eutanasiados.

5.3 Aspectos éticos

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as recomendacdes da
Lei 11.794 de 08/10/2009, Lei Arouca, e o projeto foi submetido e aprovado pela Comissédo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal da Paraiba sob a certidio CEUA de
ndmero 2109260819.

5.4 Método

As metodologias executadas no estudo da atividade antidepressiva e ansiolitica-simile em

camundongos estéo representadas na Figura 4.

Figura 4- Resumo esquematico das metodologias utilizadas no estudo do ADMP.

Validacio in silico Validacdo in vive

Determinacao da DL, ‘ Triagem farmacologica

‘ Modelagem por ‘ Toxicidade _comportamental
| homologia
Administragio da dexametasona
Docking molecular ‘ Atividade antidepressiva Atividade ansiolitica
‘ Suspensio da cauda H Nado forcado ‘ ‘ Campo aberto ’ | Labirinto em cruz
| elevado
Mecanismo de agdo Parimetros oxidativos

" Receptor NMDA l ‘ Via L-Arginina/NO/GMPc H Glutationa reduzida (GHS) \

Fonte: CALIXTO, 2021
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5.5 Validacéo in silico

O estudo in silico de possiveis alvos terapéuticos é uma alternativa necessaria antes de
procedimentos experimentais in vivo, uma vez que permite uma rapida analise e compreensao
dos possiveis mecanismos moleculares envolvidos na atividade farmacoldgica e
consequentemente reduz gastos no processo da descoberta de novos agentes bioativos
(BALAKRISHNAN; RAJ; KANDAKATLA, 2015).

5.5.1 Modelagem por homologia

5.5.1.1 Identificacd@o da sequéncia alvo e selecdo da proteina -modelo

A sequéncia alvo foi obtida no banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed) com sequéncias de aminoacidos no
formato FASTA.

A pesquisa do modelo foi realizada com a ajuda do BLAST e HHBIits e realizada na
biblioteca de modelos SWISS-MODEL (SMTL, atualizagdo mais recente: 04-04-2018, verséo
mais recente do PDB incluida: 29-03-2018). Para cada molde identificado, a qualidade foi
prevista a partir de recursos de alinhamento, como ProMod3, QMEAN e GMQE. O modelo
com a mais alta qualidade e identidade (63,14%) com a sequéncia alvo foi o receptor 2C 5-

hidroxitriptamina.

5.5.1.2 Construcéo e validacido do modelo

O modelo de receptor humano 2-hidroxitriptamina (serotonina) 2A foi construido usando

0 método de modelagem por homologia molecular usando o servidor SWISS-MODEL.

A qualidade estereoquimica do modelo foi avaliada por PROCHECK (LASKOWSKI et
al, 1993) que avalia varios parametros estereoquimicos, como angulos torcionais da cadeia
principal, angulos torcionais da cadeia lateral, contatos fracos ou impedimentos estéricos,
planaridade, entre outros. PROCHECK gera o grafico Ramachandran (ALTSCHUL et al.,
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1990), que verifica as regides permitidas e ndo permitidas do backbone de aminoacidos. A
qualidade estrutural foi avaliada no WHAT IF (http://swift.cmbi.ru.nl/servers/html/index.html),

que analisa varios parametros estruturais, como contatos atdbmicos entre residuos.

5.5.2 Docking Molecular

Em principio, a estrutura tridimensional dos compostos alvo do estudo foi obtido através
do banco de dados PubChem e 0 RCSB PDB (http://www.wwpdb.org/) (BERMAN, HENRICK
e NAKAMURA, 2003) no formato PDB, o qual fornece informacdes topoldgicas para pequenas
moléculas para as simulacdes de dinamica e modelagem molecular como em estudos de
ancoragem (SCHUTTELKOPF; VAN AALTEN, 2004).

Testes de docking molecular para verificar as possiveis interacdes do composto 4-alil-
2,6-dimetoxifenol, foram realizados através do software o molegro virtual docker (mvd), v.
6.0.1 (THOMSEN; CHRISTENSEN,2006), com os parametros predefinidos pelo software.

Para o procedimento de acoplamento (ligante-receptor e ligante-enzimas), foi utilizada
uma GRID de raio de 15 A de resolucdo de 0,30, cobrindo o local do sitio de ligacdo, definido
por um ligante conhecido para cada enzima. O modelo foi gerado para realizar a
correspondéncia com as caracteristicas esperadas entre o ligante e a enzima, usando o algoritmo
de busca heuristica que combina evolucéo diferencial e o ligante cristalografico como modelo.
O algoritmo de previsdo de cavidades (Moldock) e a funcdo de pontuacdo de Moldock foram
selecionados para obter os resultados.

O Molegro Virtual Docker é um programa computacional em que permite a obtencdo de
diferentes conformacdes espaciais do ligante a proteina (receptor ou enzima) com finalidade de
identificar a melhor interagéo ligante-alvo.

5.5.3 Predisposic¢ao dos riscos de toxidade

As moléculas alvo do estudo foram importadas para o software Ossis Data Warris 5.0
(http://www.openmolecules.org/datawarrior) (SANDER, et al., 2015) o Data Warris € um
programa de inteligéncia quimica integrada com varios bancos de dados de estruturas quimicas,
qgue permite a previsdo de propriedades moleculares, através de analise de similaridade

estrutural com conjuntos de compostos que apresentam potencial de toxidade, assim o programa
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consegue detectar o fator de risco de toxidade, com base em quatro parametros:
mutagenicidade, carcinogenicidade, efeito no sistema reprodutor e irritabilidade na pele.

5.6 Validacéo in vivo

Na psicofarmacologia, 0 uso de modelos animais é uma estratégia inestimavel para
analise de causas genéticas, ambientais e farmacoldgicas que podem apresentar sintomas
homologos a de humanos com determinado distarbio envolvendo o SNC (BOURIN, 2015).
Podendo-se desta maneira investigar os possiveis efeitos e mecanismos de acdo de substancias
especificas no SNC.

5.6.1 Avaliagéo geral do 4-alil-2,6-dimetoxifenol no sistema nervoso central e da
toxicidade aguda

5.6.1.1 Determinacéo da DLso

Os estudos de toxicidade aguda in vivo sdo essenciais, para obter informac@es relevantes
a respeito da toxicidade de determinada substancia. Uma forma de medir o potencial de
toxicidade a um curto prazo, é através da determinacdo da dose letal mediana (DLso), dose
suficiente para matar 50 por cento de uma populacdo de animais testados (ABD ALLAH EISA
et al., 2020).

Para a avaliacdo da toxicidade ndo clinica aguda e estimativa da DLso, foi utilizada as
diretrizes do “Guideline for Testing of Chemicals” n® 423/2001 da Organisation for Economic
Cooperation and Development (OECD), com algumas modifica¢des (OECD, 2001) (Figura 5).
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Figura 5- Protocolo OECD 423. Procedimento de ensaio com dose inicial de 300 mg/kg peso corporal.
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Fonte: (OECD 423, 2001)

Os camundongos foram distribuidos em grupos (n = 3 fémeas/ grupo). Ao grupo
controle foi administrado apenas o veiculo sozinho (solucdo a 5% (v/v) de Tween 80 em solucgéo
salina), enquanto o grupo tratado recebeu uma dose Unica de ADMP (2000 mg/kg e 300mg/kg),
por via intraperitoneal (i.p.).

Com o objetivo de identificar alteraces comportamentais nos camundongos, sugestivas
de toxicidade e atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso
Auténomo (SNA), como: mudangas na pele e pelos, olhos e membranas mucosas, nos sistemas
respiratorios e circulatorios, além de atividade somatomotora e padrdo de comportamento, com
atencdo mais especifica para tremores, convulsdes, salivacao, diarreia, letargia, sono e coma,
apos administragdo da substancia foram realizadas observagdes cuidadosas nos primeiros 30
minutos, com atencdo especial nas primeiras 4 horas , posteriormente nas primeiras 24 horas, e

diariamente por um periodo de 14 dias.
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5.6.1.2 Triagem farmacol6gica comportamental

A triagem farmacologica comportamental é um teste preliminar para caracterizacdo do
efeito de novos farmacos no SNC e sistema nervoso autbnomo (SNA), no qual a avaliacao é
realizada utilizando um protocolo experimental (Figura 6) (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006). O
protocolo é recomendado para direcionar o estudo farmacoldgico, possibilitando a realizacdo
de testes mais especificos.

Ao mesmo momento que realizamos a estimativa da DLso, com 0s mesmos animais
realizamos a triagem farmacol6gica comportamental. O ADMP foi administrado em dose Unica
(300 mg/kg), via i.p, assim os camundongos foram colocados em gaiolas de polietileno para
observacdo dos parametros comportamentais, durante um periodo de quatro horas, nos
intervalos de 30, 60, 120, 180 e 240 minutos dos tratamentos iniciais (ALMEIDA; OLIVEIRA,
2006).



Figura 6- Protocolo experimental utilizado na triagem farmacolégica comportamental
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5.7 Avaliacao da atividade antidepressiva e ansiolitica simile

Para avaliacdo da atividade antidepressiva e ansiolitica-simile, os animais foram
submetidos a inducdo do comportamento do tipo depressivo e ansioso com a dexametasona, um

glicocorticoide sintético.

O protocolo de inducdo do comportamento depressivo-simile foi adaptado de Wrobél e
colaboradores (2014) e utilizado em nosso laboratério (CAVALCANTE, 2018; ARAUJO,
2018). A dexametasona (64pg/kg) foi administrada por via subcutdnea em todos 0s grupos, com
excecao do grupo salina, 4 horas antes da realizacdo dos testes comportamentais (Figura 7). Os
experimentos foram concluidos até as 12h00, devido ao pico de liberacdo de corticosterona

enddgena.

Figura 7 - Cronograma experimental de inducdo do comportamento depressivo-simile

Oh 3h15min 3:30 min 4h
| | |
[ ——— — E——
. Dexametasona " 4-alil-2,6 || Imipramina ‘ Inicio do testes ‘
(64pg/kg s.c.) dimetoxifenol (10 mg/kg 1.p) comportamentais
(25 mg/kg 1.p) Diazepam
(50 mg/kg 1.p) - (Imgkgip). |

. (100 mg/kg 1.p).

Fonte: CALIXTO, 2021

5.7.1 Teste de suspensdo da cauda

O teste de suspenséo da cauda foi inicialmente proposto por Steru et al (1985), é um dos
modelos mais utilizados para avaliar a atividade antidepressiva de determinada substancia em
camundongos (ABELAIRA; REUS; QUEVEDO, 2013), que sdo submetidos ao estresse

inescapavel e de curto prazo.



51

O procedimento constitui em suspender o animal pela cauda, com o auxilio de uma fita
adesiva acerca de 1 cm do final da cauda (Figura 8), em uma plataforma aproximadamente 50
cm do chéo, durante o periodo de 5 minutos.

Figura 8- Representacdo dos comportamentos de (A) imobilidade e (B) mobilidade no teste de
suspensdo da cauda.

Imobilidade Mobilidade

Fonte: Adaptado de COLLA, 2015.

Foram utilizados 06 grupos de 8 camundongos (machos) cada, divididos em 03 doses
do grupo experimental ADMP (25, 50 ou 100 mg/kg i.p.), controle (salina 0,9%, i.p.),
dexametasona (64 ug/kg s.c) e padrdo (imipramina 10 mg/kg i.p.), de maneira que cada animal
apos 30 e 45 minutos dos tratamentos foram suspensos pela cauda durante 5 minutos, avaliando-

se 0s parametros comportamentais: laténcia para imobilidade e o tempo de imobilidade.



52

5.7.2 Teste de nado forcado

O teste de nado forcado foi descrito inicialmente Porsolt et al. (1977), é um dos modelos
animais comumente utilizados para avaliar substancias com potencial efeito antidepressivo
(SLATTERY; CRYAN, 2012).

Para a realizacdo deste teste foi utilizado cilindros de (25 cm de altura x 12 cm de
didmetro (Figura 9), contendo 2/3 (dois tercos) de dgua mantida a temperatura ambiente entre
(23a 25 °C).

Foram utilizados grupos de 8 camundongos (machos), divididos em 03 doses do grupo
experimental ADMP (25, 50, 100 mg/kg i.p.), controle (salina 0,9%, i.p.), dexametasona
(64ng/kg s.c.), e padrdo (imipramina 10 mg/kg i.p.), de maneira que cada animal ap6s 30 e 45
minutos dos tratamentos foram colocados para nadar no cilindro, no qual a laténcia e o tempo

de imobilidade foram registrados por 5 minutos com a ajuda de um crondmetro.

Figura 9-Representagédo dos principais comportamentos no teste de nado for¢ado

Imobilicdacle Natagéio Escalacda

. 2. e

Fonte: CRYAN:; MARKOU; LUCKI, 2002.
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5.7.3 Teste de Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (Figura 10) foi um modelo proposto inicialmente por
PELLOW et al (1985). Este teste é fundamentado na tendéncia natural dos roedores em explorar
novos ambientes e sua aversdo por lugares desprotegidos, brilhantes e elevados, no qual é
representado pelos bracos abertos (CAMPOS et al., 2013). Assim esse teste € o modelo mais
empregado para investigar o comportamento tipo ansioso, uma vez que substancias ansioliticas
levam o animal a aumentar o nimero de entradas e o tempo de permanéncia nos bracos abertos
(LISTER, 1987).

Figura 10-. Aparelho utilizado no Teste do Labirinto em Cruz Elevada.

Fonte: MORATO, 2006

Os parametros experimentais avaliados foram: nimero de entradas e tempo de

permanéncia nos bracos abertos.

No procedimento experimental desta etapa, foram utilizados seis grupos de seis animais,
que receberam os tratamentos: controle (salina 0,9%), dexametasona (64ug/kg), ADMP (25,
50, 100 mg i.p.) e padrdo (diazepam 1 mg/kg i.p.) de maneira que cada animal foi submetido
individualmente ao aparelho por 5 minutos.
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5.7.4 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 farmacos
ansioliticos, também podendo ser aplicado para avaliar o efeito de drogas estimulantes,
sedativas ou anticonvulsivantes sobre a atividade locomotora espontanea e comportamento

exploratorio 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 (Figura 11). Foram utilizados grupos de 7-8
camundongos (machos), divididos em 03 doses do grupo experimental ADMP (25, 50, 100
mg/Kg i.p.), controle (salina 0,9%, i.p.), dexametasona (64ug/kg s.c.), padrao (diazepam 1
mg/kg i.p.). Apos 30 e 45 minutos os animais foram colocados no centro do campo aberto e
contabilizados por um periodo de 5 minutos, observando os seguintes parametros: a) NUmero
de cruzamentos; b) Percentual de permanéncia no centro (tempo no centro/tempo nas
extremidades) x 100; c¢); Numero de levantamentos. A base do aparelho foi limpa com solucgéo
de alcool 10% apos cada teste (ALMEIDA, 2006).

Figura 11-Aparelho utilizado no teste de campo aberto. A) Percentual de permanéncia no centro. B)
Cruzamento de quadrantes. C) NuUmero Rearing (levantamentos).

A B C

Fonte: Adaptado de COLLA, 2015
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5.8 Investigacdo do mecanismo de acao

5.8.1 Avaliacdo da atividade antidepressiva do 4-Alil-2,6-dimetoxifenol (ADMP) em
mediadores da via L-Arginina/NO/ GMPc

No intuito de investigar o envolvimento da via NMDA-L-Arginina /NO/GMPc no efeito
antidepressivo do 4-alil-2,6-dimetoxifenol, foram utilizadas as substancias: Cetamina
(antagonista do receptor NMDA), L-arginina (precursor do NO), L-NAME (inibidor n&o
especifico do oxido nitrico sintetase - NOS) e azul de metileno (inibidor da NOS e da guanilato

ciclase solavel - sGC).

Todos os grupos, exceto o controle (salina 0,9%), receberam o pré-tratamento com
dexametasona (64pg/kg s.c.) 4 horas antes da realizacdo dos testes comportamentais

(WROBEL et al., 2014).
Os grupos experimentais (n=6) foram organizados da seguinte maneira:
- Dexametasona (64pg/kg s.c.);
- L-arginina (750 mg / kg, ip);
- L-name (10 mg/Kg, i.p);
- Azul de metileno (10 mg/Kkg, ip, dose sub-ativa);
- ADMP (50 mg/kg, ip dose ativa);
- Pré-tratado com ADMP (5 mg /kg, i.p. dose sub-ativa);

- Pré-tratado com L-arginina (750 mg/kg, i.p.) 30 minutos antes da administracdo do

tratamento com ADMP (50 mg/kg i.p. dose ativa);

- Pré-tratados com L-name 30 minutos antes da administracdo do tratamento com
ADMP (5 mg/kg i.p. dose sub-ativa);

- Preé-tratados com azul de metileno 30 minutos antes da administracdo do tratamento

com o 4-alil-2,6 dimetoxifenol (5 mg/kg i.p. dose ineficaz);

-Pré-tratados com Cetamina (1 mg/kg i.p. sub-ativa) 60 minutos antes da administracdo

do tratamento com o 4-alil-2,6 dimetoxifenol (5 mg/kg i.p. dose ineficaz,).
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Apo6s 45 minutos do tratamento com o ADMP, os camundongos foram submetidos ao
teste de nado forcado (WANG et al., 2019).

5.9 Testes Moleculares

5.9.1 Dissecacdo das areas cerebrais

Apos os testes comportamentais de nado forcado, os animais foram sacrificados por
decapitacdo e entdo, as estruturas cerebrais foram dissecadas sobre o gelo. Os cortex pré-
frontais foram utilizados para a andlise dos parametros oxidativos (peroxidacdo lipidica e

glutationa).

5.9.2 Determinacdo de parametros de estresse oxidativos

5.9.2.1 Determinagéo da concentracao de glutationa reduzida (GSH)

Este teste foi executado de acordo com a metodologia de Sedlak and Lindsay, 1968,
baseado na reacdo do reagente de Ellman (DTNB - 5,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid), com 0s
grupos tiois. A area cerebral foi diluida em EDTA 0,02M (10%) e misturada com solucédo de
acido tricloroacético (50%). Em seguida, as amostras foram centrifugadas (3000 rpm/15min).
O sobrenadante foi coletado e misturado com tampédo HCI (0,4M; pH 8.9) e DTNB (0,01M). A

concentracdo de GSH (ng de GSH/g tecido) foi determinada por espectrofotometria (412nm).
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6. ANALISE ESTATISTICA

O resultado da DLsp foi demostrado em percentagem. Os demais resultados, obedeceram
a uma distribuicdo normal de frequéncia e realizou-se o teste ANOVA (Anélise de Variancia
one-way), seguido pelo teste post hoc de Tukey’s (quando a comparacéo foi realizada entre trés
ou mais grupos) ou pelo teste t ndo pareado (quando comparados apenas dois grupos). Os dados
foram apresentados em média + erro padrdo da média (E.P.M.), sendo as diferencas
consideradas significantes quando apresentassem p<0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 Validacéo in silico
7.1.1 Modelagem molecular por homologia

Foi realizada a modelagem molecular do receptor da serotonina (5-HT2a) (receptor 2A da
serotonina humana). Um modelo confiavel de 5-hidroxitriptamina foi obtido (Figura 12). A
confiabilidade e a qualidade estereoquimica da proteina modelada foram validadas. Para isso,
foram considerados os dados dos graficos Ramachandran (Figura 13). A analise do grafico
Ramachandran mostra que as conformacdes da cadeia principal correspondem a 94% dos
residuos nas regifes mais favorecidas (vermelho), 5,3% permitidos (amarelo) e 0,7% outlier

(branco).

E considerado um modelo satisfatorio para o grafico de Ramachandran, modelos que
apresentam mais de 90% de aminoéacidos na regido favorecida. Os pontos pretos representam
0s aminodcidos e a regido vermelha e amarela a estrutura secundaria. Neste estudo, apenas dois
aminoacidos estavam na regido branca, ou seja, proibidos. Portanto, 0 modelo foi considerado

confiavel.

Os fatores G, que indicam a qualidade da distancia covalente e do angulo de ligacéo,
foram de 0,31 para diédricos e de 0,42 para phi/psi. Valores positivos ou pouco negativos
indicam um modelo de boa qualidade estereoquimica. A qualidade dos contatos atdbmicos
envolvendo os a&tomos de cada residuo foi analisada usando o0 médulo WHAT IF Fine Packing
Quality Control, que compara a distribuicdo das posi¢cdes dos &tomos ao redor de cada residuo.
A pontuacdo média de todos os residuos é -0,433. Uma pontua¢do menor que -5,0 para um

residuo significa contatos atbmicos ruins ou incomuns.

A modelagem de proteinas alvo de medicamentos desempenha um papel fundamental no
design de medicamentos, permitindo que méetodos computacionais pontuem e classifiquem a
afinidade prevista entre medicamentos e alvos, reduzindo os custos de ensaios experimentais
de alto rendimento (LIU; TANG; CAPRIOTTI, 2011). A precisdo do modelo construido a
partir da semelhanca de sequéncia, pardmetros ambientais e a qualidade dos modelos
(MUHAMMED; AKI-YALCIN, 2019).



Figura 12- Gréfico de visualizacdo da modelagem do receptor 5SHT2A.

Fonte: SWISS-MODEL

Figura 13- Grafico Ramachandran do modelo validado.
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7.1.2 Estudo de docking molecular

7.1.2.1 Avaliacao da interacdo entre o ADMP com o receptor (5 HT2a), mediadores da via
L-Arginina/NO/cGMP, TNF-a, IL-6, NMDAr, GR e GABAA

A estrutura tridimensional (3D) do receptor 5-hidroxitriptamina (5-HT2a) 2A foi
adquirida por homologia molecular. Enzimas da guanilato ciclase solivel (GCs) (PDB ID
3UVJ), enzimas neuronais de Oxido nitrico (nNOS) (PDB ID 5UQ1) Receptores de
glicocorticéides (PDB ID 3H52), receptores de N-metil-D-aspartato (NMDAr) (ID PDB 4PE5),
TNF-o (ID PDB 2AZ5), IL-6 (ID PDB 1ALU), receptor GABAA (PDB ID 6HUO) foram obtidas
no Protein Data Bank - PDB. A estrutura 2D de cetanserina (CID: 3822), cetamina (CID_3821),
mifepristona (CID: 55245), metotrexato (CID: 126941) azul de metileno (CID: 6099), L-name
(CID: 39836), diazepam (C1D:3016) e 4-alil-2,6-dimetoxifenol (ADMP) (CID: 226486), foram
adquiridos no banco de dados PubChem (SUNGHWAN et al., 2016).

Todas as moléculas de &gua e cofatores foram eliminadas da estrutura das
macromoléculas e compostos, que foram preparados usando 0s mesmos parametros padrao do
software. O acoplamento foi realizado usando um MolDock Score (GRID) de 15 A de raio e
0,30 A de resolucéo para cobrir o local de ligacdo dos ligantes & estrutura da proteina, sendo
gerado o modelo. A melhor interacdo entre ligantes, receptor e enzimas foi avaliada mostrando
0 mapa 2D do ligante.

Os alvos moleculares e seus respectivos ligantes foram acoplados molecularmente usando
0 Molegro Virtual Docker (MVD) versdao 6.0 (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006). Os
resultados foram visualizados através do software MVD e do Discovery Studio 2019
(https://www.3dsbiovia.com/products/collaborative-science/biovia-discovery

studio/visualization-download.php).

Como mostrado na Tabela 1, todas as moléculas apresentaram valores negativos do escore
de Moldock (energia de ligagdo), o que € uma indicacdo de que todas as moléculas tém boa

estabilidade quando ligadas ao receptor e enzima.

Para identificar a melhor energia de interacdo ligante-receptor e residuos potencialmente
envolvidos, os receptores e enzimas foram acoplados ao ADMP, antagonistas e inibidores
(Tabela 1, Figura 14,15 e 16).
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Tabela 1 - Valores de energia obtidos no docking molecular.

Receptor/ enzima /Kcal/mol
Ligantes 5- nNOS GCs | NMDA GR TNF-a IL-6 | GAB

HT2a R AaR
R

4-alil-2,6- -73.86 | -100.82 | -71.28 | -80,71 | -68.15 | -71,81 | -59.32 | -63,95

dimetoxifenol

(ADMP)

Antagonista / -9450 | -91.43 | -91.49 | -87,35 - -97.14 | -86.21 | -84,45

inibidor 131.10

benzodiazepinico

Fonte: CALIXTO, 2021.

Legenda: 5- HT2aR-Receptor de serotonina 2A; nNOS- 6xido nitrico sintase neuronal; GCs- guanilato
ciclase soltvel; NMDAR-receptor N-metil-D-aspartato; GR- receptores glicocorticoides; TNF-a- fator
de necrose tumoral alfa; IL-6- interleucina-6; GABAAa R-receptor do acido y-aminobutirico do tipo A.
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Figura 14- Interacdes 2D e 3D dos aminoacidos do receptor 5-HT2a (A) e das enzimas nNOS (B) e sGC
(C) com 0 ADMP e respectivos antagonistas/inibidores. As ligac6es de hidrogénios (verde), interaces
hidrofébicas (rosa) e eletrostaticas (amarelo).
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Fonte: CALIXTO, 2021.

O antagonista do receptor 5-HTa cetanserina teve a menor energia de ligacdo (-94,50
Kcal / mol), produzindo interacGes de hidrogénio (verde) com os residuos Ser 242 e Asn 343,
interacOes de halogénio flior com residuos Asp 155 e interagOes pi-alquil hidrofébicas com os
residuos de Val 156, Phe 234 e Val 366.

O ADMP apresentou energia de ligacdo (-73,86 Kcal / mol), compartilhando alguns
residuos incomuns com o antagonista, como a ligagdo de hidrogénio com os residuos Asn 343,
Phe 234 e Val 235, interagdes Pi-alquil com o residuo Val 156 e Phe 340, como também
interacdes hidrofobicas do tipo T pi-pi com o residuo Phe 339.



63

Quando realizado o estudo de docking molecular com mediadores da via L-
Arginina/NO/GMPc, o ADMP apresentou a menor energia de ligagdo com a enzima nNOS (-
100.82 Kcal/mol) fazendo uma ligacéo de hidrogénio com os residuos de Ala 463 e interacfes
hidrofobicas com os residuos de Ala 417, Phe 709, Trp 414 e Phe 589, quando comparado ao
inibidor L-NAME (- 91.43 Kcal/mol) que fez intera¢des hidrofobicas com o residuo Trp 414 e
ligacdes de hidrogénio com os residuos de Ser 590 e Ala 463.

Considerando a importancia do estudo e a descoberta de novos inibidores de GCs, o
presente realizou a simulagéo de acoplamento molecular com a enzima GCs, novamente ADMP
com energia de ligacdo (-71,28 Kcal/mol), estabelecendo ligacdo de hidrogénio e interagoes
hidrofobicas com os residuos de Leu 596, Cys 595, Glu 526, Ala 531, Phe 484 e Thr 527,
compartilhando alguns residuos com o inibidor azul de metileno com energia de ligacdo (-
91,49 Kcal /mol) o qual interagiu através de ligacdo de hidrogénio com residuos de Glu 608,
Asn 605, lle 528, Glu 526, Leu 596, uma interacdo estérica com o residuo Ala 531 e interacdes

putativas de enxofre-n com Phe 484.

O mifepristona antagonista do receptor glicocorticoide (GR) apresentou energia de
ligacdo, (-131,10 Kcal/mol), enquanto o ADMP apresentou energia de ligacao (-68 Kcal / mol),

mostrando ter uma afinidade de ligacdo melhor que o composto alvo do estudo.

J& com relacdo ao receptor NMDA o ADMP, apresentou energia de ligagdo (-80,71
Kcal/mol) bem préxima ao antagonista cetamina (-87,35 Kcal/mol) resultante de ligacdo de
hidrogénio com os residuos de Phe 113 e interacGes hidrofébicas com os residuos de Tyr 1009,

Ala 107, Phe 114 e lle 111, compartilhando alguns residuos (Phe 113 e lle 111) com a cetamina.

Ao fazer o docking molecular com o TNF-a. o ADMP apresentou energia de ligacdo
(71,81 Kcal/mol) como resultado da presenca de ligacdes de hidrogénio com os residuos de Gly
121, Leu 120 e interacdes hidrofobicas com o residuo de Tyr 119, compartilhando apenas 0s
residuos de Gly 121 e Tyr 129 com o inibidor (-97.14 Kcal/mol).



64

Figura 15- Interacdes 2D e 3D dos aminoacidos do receptor de glicocorticdide (GR) (A), receptor

NMDA (B) com ADMP e seus respectivos antagonistas.
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Figura 16- Interaces 2D e 3D dos aminoacidos do TNF-o. (A) e IL-6 (B) com ADMP e seus respectivos
inibidores.
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Fonte: Autora do trabalho.

Sabendo a relevéncia do receptor GABAA, foi realizado o docking molecular com o
ADMP, o qual apresentou energia de ligacdo (-63,95 Kcal/mol), resultante de ligagcdes de
hidrogénio com os residuos de Tyr 58, GIn 204 e liga¢des hidrofobicas com os residuos de Tyr
210, Tyr 160 e Phe 100, enquanto o diazepam com energia de ligacdo (-84,45 Kcal/mol)
compartilha alguns residuos com o ADMP como Tyr 58, Phe 100, Tyr 160, Tyr 210, além dos
residuos de Ser 205 e Val 203.
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7.1.3 Predisposic¢ao dos riscos de toxicidade

A predisposicdo do risco de toxidade in silico, € uma alternativa viavel para determinar uma
substancia com menos efeitos colaterais. Para avaliagdo dos pardmetros de toxicidade
(Mutagenicidade-MUT, Carcinogenicidade-CAR, Efeito téxico no sistema reprodutor-ETSR, -
Irritabilidade pele e tecido-IPT), foram utilizados 8 (oito) substancias (Tabela 2), dentre estes
farmacos ja conhecidos no mercado, estdo os que foram utilizados como droga padrao nos testes

comportamentais, além do ADMP.

Tabela 2- A predisposicdo do risco de toxidade de fenilpropanoides e farmacos comercializados.

MOLECULA MUT CAR ETSR IPT
4-ALIL-2,6 Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum
DIMETOXIFENOL

(ADMP)

AZUL DE Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum
METILENO

DEXAMETASONA | Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum

DIAZEPAM Alta Alta Alta Nenhum
FLUOXETINA Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum
IMIPRAMINA Nenhum Nenhum Alta Nenhum
L-NAME Nenhum

Nenhum Nenhum Nenhum

Fonte: CALIXTO, 2021

Legenda: MUT-mutagenicidade, CAR- carcinogenicidade, ETSR- efeito toxico no sistema reprodutor, IPT-

irritabilidade pele e tecido.

Os valores de risco de toxidade foram previstos usando o software Oasis Data Warris 5.0

e sdo mostrados como nenhum, baixo e alto risco, para os definidos parametros de toxidade.



67

Os resultados mostram que o ADMP, alvo do estudo € um composto ndo tdéxico, para
todos os pardmetros avaliados, tendo resultados melhores que farmacos j& consolidados no
mercado, como diazepam e imipramina.

7.2 Validagéo in vivo

7. 2.1 Determinacédo da dose letal

A determinacdo da toxicidade aguda, foi realizada de acordo com a metodologia preconizada
pela Organization for Economic Cooperation and Development (OECD), (OECD 423, 2001).
Seguindo o protocolo, os animais receberam o 4-alil-2,6-dimetoxifenol por via i.p. na dose de
300 mg/kg, ndo promovendo a mortalidade dos trés camundongos no periodo de 14 dias de
observacgoes, entdo o teste foi repetido com a mesma dose obtendo o mesmo resultado. Enté&o,
foi realizado um novo teste com a administracdo da dose de 2000 mg/kg que promoveu a morte

de todos os animais.

Ent&o de acordo com os resultados, a estimativa da DLso é aproximadamente 500mg/kg,
sendo recomendado utilizar doses inferiores a 1/3 da estimativa da DLso, para uma margem de

seguranca em relacdo a toxidade aguda.

Tabela 3— Percentual de mortes em 14 dias em diferentes doses do 4-alil-2,6-dimetoxifenol.

Doses do 4-alil-2,6-dimetoxifenol (mg/kg) | % de mortes em 14 dias
2000 100%
300 0%

Fonte: CALIXTO, 2021

Partindo dos resultados obtidos, foi possivel definir as doses do ADMP 25, 50 e 100
mg/kg com uma margem de seguranca, as quais foram utilizadas nos testes farmacoldgicos

especificos de avaliagdo da atividade antidepressiva e ansiolitica.
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7.2.2. Efeito na triagem farmacol6gica comportamental 4-alil-2,6-dimetoxifenol

Os resultados obtidos na triagem farmacoldgica comportamental do ADMP na dose de
(300 mg/kg i.p.) estdo apresentados na tabela a seguir (Tabela 4). Os grupos apresentaram
diferentes comportamentos em relagéo ao controle. Nos primeiros minutos apds administracao
do ADMP (300 mg/kg i.p.), os animais apresentaram atividade de pedalar, ambulagéo
diminuida, analgesia, ataxia, perda do reflexo auricular, perda do reflexo corneal, reflexo do
endiretamento, resposta ao toque diminuida, sedacdo, forca para agarrar e tdnus muscular

diminuidos.

Tabela 4- Efeitos observados do ADMP na triagem farmacol6gica comportamental / efeito presente (+),
efeito intenso (++), efeito diminuido (-), sem efeito (0).

4-alil-2,6-dimetoxifenol (300 Tempo em observagao (mim)
mg/kg)

Atividade farmacoldgica Até 30° 1lh 2h 3h 4h
Pedalar + 0 0 0 0
Ambulagédo diminuida it 0 0 0 0
Analgesia + + + _ 0
Ataxia ++ + 0 0 0
Perda do reflexo auricular ++ 0 0 0 0
Perda do reflexo corneal ++ 0 0 0 0
Reflexo do endiretamento + ++ ++ ++ ++
Resposta ao toque diminuida ++ 0 0 0 0
Sedacao ++ 0 0 0 0
Forga para agarrar _ 5 5 + +
Tonus muscular _ + + + +

Fonte: CALIXTO, 2021

Baseado nos efeitos comportamentais observados na triagem farmacoldgica, a substancia
teste nos primeiros minutos, provavelmente, apresenta efeito depressor do sistema nervoso
central na dose de 300 mg/kg. Entdo, partimos para testes que nos permitiu avaliar a atividade
antidepressiva e ansiolitica-simile nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg.
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7.2.3 Avaliacao da atividade antidepressiva-simile do 4-alil-2,6-dimetoxifenol (ADMP)

7.2.3.1 Efeito do ADMP no Teste de suspenséo da cauda

A ANOVA de uma via mostrou que existe efeito do tratamento sobre a laténcia para a
imobilidade no teste de suspensédo da cauda [F (5, 42) = 12,82; p < 0,0001] (Figura 17-A). O
post-hoc de Tukey’s mostrou que os animais tratados com ADMP na dose de 100 mg/kg (96,3
+ 7,2) e imipramina (124,2 + 3,4), apresentaram uma maior laténcia para imobilidade quando
comparados com o grupo tratado com dexametasona (61,8 + 5,7). J& os grupos ADMP nas doses
de 25 mg/kg (70,7 + 6,0), 50 mg/kg (82,7 £ 9,7) e salina (70,7 *+ 4,3) nédo diferiram do grupo

dexametasona.

Figura 17-Efeito do tratamento agudo com ADMP em camundongos no teste de suspenséao da
cauda.
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Legenda: Representacdo dos resultados obtidos pelo tratamento com ADMP (25, 50 e 100 mg/kg,),
salina, dexametasona (64pg/kg) e imipramina (10mg/kg) na laténcia para imobilidade (A). Os dados sdo
expressos como média = e.p.m. (n= 7). ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey’s. Valores
significativos: ****p<0,0001 versus salina, ####p <0,0001, ##p <0,01 vesus dexametasona.
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Na avaliacéo do tempo de imobilidade (Figura 17-B), a ANOVA de uma via evidenciou
que existe efeito do tratamento [F (5, 42) = 12,82; p < 0,0001]. O post-hoc Tukey’s demonstrou
que os animais tratados com ADMP na dose de 50 mg/kg (71,3 £+ 8,9) e imipramina (26,6 +
6,1), diminuiram o tempo de imobilidade quando comparados ao grupo dexametasona (101,5 +
4,4). O ADMP na dose de 25 mg/kg (80,4 + 7,7), 100 mg/kg (79,6 + 12,5) e salina (86,4 + 3,9)

ndo apresentaram efeito significante em comparacéo ao grupo dexametasona.
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Legenda: Representacdo dos resultados obtidos pelo tratamento com ADMP (25, 50 e 100 mg/kg,),
salina, dexametasona (64ug/kg) e imipramina (10mg/kg) no tempo de imobilidade (B). Os dados sdo
expressos como média + e.p.m. (n=7). ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey’s. Valores
significativos: ****p<0,0001 versus salina, “*p <0,0001, *p <0,01 vesus dexametasona.
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7.2.3.2 Efeito do ADMP no Teste de nado forcado

A ANOVA de uma via mostrou que existe efeito do tratamento sobre a laténcia para a
imobilidade no teste de nado forcado [F (5, 42) = 4,035; p 0,0044] (Figura 18-A). O post-hoc
de Tukey’s demostrou que os animais tratados com imipramina (175,0 + 20,2), apresentaram
uma maior laténcia para imobilidade quando comparados com ao grupo tratado com
dexametasona (92,3 + 7,0). Enquanto os grupos tratados com ADMP nas doses de 25 mg/kg
(100,3 £+ 6,5), 50 mg/kg (128,1 + 25,8), 100 mg/kg (96,0 + 13,2) e salina (107,9 + 17,0) ndo

apresentaram efeito significante em comparacdo ao grupo dexametasona.

Figura 18 - Efeito do tratamento agudo com ADMP em camundongos no teste de nado forcado.
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Legenda: Representacdo dos resultados obtidos pelo tratamento com ADMP (25, 50 e 100 mg/kg,),
salina, dexametasona (64pg/kg) e imipramina (10mg/kg) na laténcia para imobilidade (A). Cada coluna
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representa média + E.P.M. (n= 7-8). ANOVA de uma via seguido pelo Teste de Tukey’s. Valores
significativos: #p<0,01 versus dexametasona.

Na avaliacdo do tempo de imobilidade (Figura 18-B), a ANOVA de uma via evidenciou
que existe efeito do tratamento [F (5, 42) = 8,135; p < 0,0001]. O post-hoc de Tukey’s
demonstrou que os animais tratados com ADMP na dose de 25 mg/kg (73,3 + 15,1), 50 mg/kg
(61,4 +5,8), imipramina (39,7 + 6,9) e salina (72,5 £8,9) diminuiram o tempo de imobilidade
quando comparados ao grupo dexametasona (116,6 + 8,9). O ADMP na dose de 100 mg/kg

(92,5 £ 6,4) ndo apresentou diferenca em comparagdo ao grupo dexametasona.
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Legenda: Representacdo dos resultados obtidos pelo tratamento com ADMP (25, 50 e 100 mg/kg,),
salina, dexametasona (64pg/kg) e imipramina (10mg/kg) no tempo de imobilidade (B). Cada coluna
representa média + E.P.M. (n= 7-8). ANOVA de uma via seguido pelo Teste de Tukey’s. Valores
significativos: "p<0,05 versus salina, # p<0,05, #p<0,01, ####p <0,0001 versus dexametasona.
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7.2.4 Avaliacao da atividade ansiolitica-simile do 4-alil-2,6-dimetoxifenol (ADMP)

7.2.4.1 Efeito do ADMP no teste de Labirinto em Cruz Elevado.

No teste de labirinto em cruz elevado, considerando a analise do pardmetro nimero de
entradas nos bragos abertos, a ANOVA de uma via demostrou que existe efeito do tratamento
[F (5, 30) = 12,15; p < 0,0001] (figura 19-A). Ao realizar o post-hoc de Tukey’s, 0s animais
tratados com ADMP na dose de 50 mg/kg (6,3 = 0,5), 100 mg/kg (8,8 + 1,3) e diazepam (10,0
+ 1,2) aumentaram o namero de entradas nos bracos abertos quando comparados ao grupo
dexametasona (1,8 + 0,4). Ao realizar o teste t, houve diferenca significativa (p <0,05) entre o

grupo salina (4,2 + 0,6) em comparacdo ao grupo tratado com dexametasona.

Figura 19- Efeito do tratamento agudo com ADMP em camundongos no teste de Labirinto em Cruz
Elevado.
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Legenda: Representacdo dos resultados obtidos pelo tratamento com ADMP (25, 50 e 100 mg/kg,),
salina, dexametasona (64ug/kg) e diazepam (1mg/kg) no nimero de entradas nos bracos abertos (A).
Cada coluna representa média + E.P.M. (n=5 - 6). ANOVA de uma via seguido pelo Teste de Tukey’s.
Valores significativos: *p<0,05, *##p< 0,0001 versus dexametasona, ~p< 0,01, ““p< 0,001 versus salina
e Teste t *p<0,05 salina versus dexametasona.
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Considerando o parametro tempo de permanéncia nos bragos abertos, a ANOVA de uma
via evidenciou que existe efeito do tratamento [F (5, 30) = 10,07; p < 0,0001] conforme pode
ser observado no Figura 19-B. Por sua vez, o post-hoc de Tukey’s demonstrou que 0s animais
tratados com ADMP na dose de 25 mg/kg (59,3 +4,0), 50 mg/kg (60,3 + 6,8), 100 mg/kg (74,5
+12,6) e diazepam (82,8 + 5,8) aumentaram o tempo de permanéncia nos bracos abertos quando
comparados ao grupo dexametasona (23,0 +4,1), assim como 0s grupos tratados com diazepam
e a dose de 100 mg/kg quando comparado ao grupo tratado com salina. O teste t revelou

diferenca significativa (p <0,05) entre salina (38,2 + 4,9) e dexametasona.
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Legenda: Representacdo dos resultados obtidos pelo tratamento com ADMP (25, 50 e 100 mg/kg,),
salina, dexametasona (64pg/kg) e diazepam (1mg/kg) no tempo de permanéncia nos bragos abertos (B).
Cada coluna representa média = E.P.M. (n=5 - 6). ANOVA de uma via seguido pelo Teste de Tukey’s.
Valores significativos: *p<0,05, #p<0,01, **p< 0,001, **p< 0,0001 versus dexametasona, *p<0,05,
**p<0,01 versus salina e Teste t *p<0,05 Salina versus dexametasona.
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7.2.4.2 Efeito do 4-alil-2,6-dimetoxifenol no teste de Campo aberto

Buscando analisar alteracGes na atividade locomotora e na capacidade de exploracao dos
animais, foram analisados 0 numero de cruzamentos, percentual de permanéncia no centro e

namero de rearings.

Na avaliacdo do parametro nimero de cruzamentos dos animais no campo aberto, a
ANOVA de umavia [F (5, 36) =6,131); p = 0,0003] (Figura 20-A) evidenciou que existe efeito
do tratamento. O post-hoc de Tukey’s demostrou que ha diferenca significativa entre os grupos
tratados com salina (112,8 + 9,3) e diazepam (115,2 + 8,8) quando comparado ao grupo tratado
com dexametasona (77,0 £ 6,8), assim como hé diferenca significativa entre o grupo tratado
com a dose de 100 mg/kg (66 + 3,04) quando comparado ao grupo tratado com salina e

diazepam.

Figura 20 - Efeito do tratamento agudo com ADMP em camundongos no teste de campo aberto.
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Legenda: Representacdo dos resultados obtidos pelo tratamento com ADMP (25, 50 e 100 mg/kg,),

salina, dexametasona (64pg/kg) e diazepam (1mg/kg) no nimero de cruzamentos (A). Cada coluna
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representa média + E.P.M. (n= 6 - 7). ANOVA de uma via seguido pelo Teste de Tukey’s. Valores
significativos:  *p<0,05 **p<0,01 versus salina, “p<0,05 versus dexametasona, “p<0,01 versus

diazepam.

No parametro percentual de tempo no centro, a ANOVA de uma via revelou que existe
efeito dos tratamentos [F (5,36) =11,34; p = 0,0001] (Figura 20-B). O post-hoc de Tukey’s
demostrou diferenca estatistica significante entre os grupos salina (12,0 + 1,5) e diazepam (12,8
+ 1,3) quando comparado a dexametasona (8,6 + 0,5), ndo havendo diferenca estatistica entre
0s grupos tratados com ADMP nas doses de 25 mg/kg (6,2 + 0,6), 50 mg/kg (6,8 + 0,6) e 100
mg/kg (6,9 = 0,8).
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Legenda: Representacdo dos resultados obtidos pelo tratamento com ADMP (25, 50 e 100 mg/kg,),
salina, dexametasona (64ug/kg) e diazepam (1mg/kg) no % percentual de permanéncia no centro (B).
Cada coluna representa media + E.P.M. (n=6- 7). ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey’s.
Valores significativos: *p<0,05 ***p<0,001 versus salina, p<0,05 versus dexametasona, “*“p<0,001

versus diazepam.
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Na avaliacdo do nimero de rearing, a ANOVA de uma via mostrou que existe efeito dos
tratamentos [F (5, 36) = 9,835; p = 0,0001] (Figura 20-C). O post-hoc de Tukey’s demonstrou
que houve diferenca estatistica significante nos animais tratados com salina (48,4 + 2,6) e
ADMP na dose de 25 mg/kg (47,0 £+ 1,6), quando comparado ao grupo tratado com
dexametasona (34,0 + 1,6). N&o houve diferenga nos grupos tratados com ADMP nas doses de
25 mg/kg (47,0 £ 1,6) e 50 mg/kg (38,6 + 3,8) quando comparado ao grupo tratado com
diazepam (38,6 £ 3,9). No entanto, houve diferenca estatistica significante no grupo tratado
com a dose de 100 mg/kg (24,0 + 2,4), quando comparado ao grupo tratado com diazepam (38,6
+3,9).
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Legenda: Representacdo dos resultados obtidos pelo tratamento com ADMP (25, 50 e 100 mg/kg,),
salina, dexametasona (64pug/kg) e diazepam (1mg/kg) no nimero de rearing (C). Cada coluna representa
média £ E.P.M. (n= 6-7). ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey’s. Valores significativos:

*p<0,05, ****p<0,0001 versus salina. *p<0,05 versus dexametasona “p<0,05 versus diazepam.
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7.2.5 Mecanismo de acao

7.2.5.1 Envolvimento dos receptores NMDA no efeito do tipo antidepressivo do ADMP

A anélise da ANOVA de uma via revelou que existe efeito dos tratamentos [F (4,30)
=9.638; p = 0,0001] (Figura 21). O post hoc de Tukey’s revelou que a cetamina sozinha nédo
causou qualquer efeito no tempo de imobilidade, enquanto o pré-tratamento com dose sub-ativa
(1 mg/kg) combinada com ADMP (5 mg/kg dose sub-ativa) (37,1 + 6,4) reduziu o tempo de

imobilidade em comparagdo ao grupo cetamina (99,1 + 11,3) e dexametasona (116,6 + 10,3).

Figura 21 Envolvimento do receptor NMDA na atividade antidepressiva do ADMP no teste de nado
forcado, considerando o parametro tempo de imobilidade.
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Legenda: Representacdo dos resultados obtidos pelo tratamento com salina, dexametasona (64ug/kg),
ADMP (5 mg/kg), cetamina (1mg/kg). Cada coluna representa média £ E.P.M. (n=7). ANOVA de uma
via seguido pelo teste de Tukey’s. Valores significativos: *p< 0,05, ****p<0,0001 versus dexametasona
e ### p<0,01 versus cetamina.
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7.2.5.2 O efeito do 4-alil-2,6-dimetoxifenol (ADMP) em mediadores da via L-
Arginina/NO/ GMPc

A analise da ANOVA de uma via revelou que existe efeito dos tratamentos [F (4,31) =
9,924; p = 0,0001] (Figura 22). A analise do post hoc de Tukey’s revelou que o tratamento com
ADMP (50 mg/kg) (61,4 £5,9) reverteu o efeito da L-arginina (p< 0,001). N&o houve diferenca
significante entre o grupo dexametasona (116,6 + 10,3) e o grupo tratado com L-arginina (116,2
+9,7).

Figura 22- Envolvimento do precursor do NO (L-arginina) na atividade antidepressiva de ADMP no
teste de nado forgado, considerando o pardmetro tempo de imobilidade.
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Legenda: Representacdo dos resultados obtidos pelo tratamento com salina, dexametasona (64ug/kg),
L-arg (750 mg/kg) ADMP (50 mg/kg) no teste de nado forcado. Cada coluna representa média + E.P.M.
(n=6 - 7). ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey’s. Valores significativos: *p< 0,05, **
p<0,01, ***p <0,001 versus dexametasona e * p<0,05, ## p<0,01, ### p <0,001 versus L-arginina.
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A anélise da ANOVA de uma via revelou que existe efeito dos tratamentos [F (4,28) =
5,047; p = 0,0034] (Figura 23). O post hoc de Tukey’s revelou que o L-NAME sozinho ndo
reduziu o tempo de imobilidade (119,3 + 12,3), enquanto o pré-tratamento com a mesma dose
sub-ativa de L-NAME (10 mg/kg) combinada com ADMP (5 mg/kg dose sub-ativa) (65,0 £
10,2) reduziu o tempo de imobilidade em comparacdo ao grupo L-NAME e dexametasona
(116,6 + 10,31) (p < 0,05).

Figura 23- Envolvimento da nNOS na atividade antidepressiva de ADMP no teste de nado forgado,
considerando o parametro tempo de imobilidade.
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Legenda: Representacdo dos resultados obtidos pelo tratamento com salina, dexametasona (64ug/kg),
ADMP (5 mg/kg), L-NAME (10 mg/kg) no teste de nado forcado. Cada coluna representa média +
E.P.M. (n=6). ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey’s. Valores significativos: *p< 0,05
versus dexametasona e # p<0,05 versus L-NAME.

O azul de metileno (AM) é um inibidor de ambas as enzimas a NOS e GCs. A analise da
ANOVA de uma via revelou que existe efeito dos tratamentos [F (4,30) = 4,334; p = 0,0069]
(Figura 24). O post hoc de Tukey’s revelou que AM (73,7 + 7,3) administrado sozinho foi capaz

de reduzir o tempo de imobilidade em comparacgdo ao grupo tratado com dexametasona (116,6
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+ 10,3). No entanto, o grupo tratado com AM combinado com ADMP (5 mg/kg dose ineficaz)
(92,4 + 3,2) ndo reduziu o tempo de imobilidade, em comparacdo ao grupo tratado com AM
(73,7£7,3).

Figura 24- Envolvimento do GMPc na atividade antidepressiva do ADMP no teste de nado forcado,
considerando o parametro tempo de imobilidade.
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Legenda: Representacao dos resultados obtidos pelo tratamento com salina, dexametasona (64ug/kg),
ADMP (5 mg/kg), AM (10 mg/kg) no teste de nado forcado. Cada coluna representa média + E.P.M.
(n=6). ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey’s. Valores significativos: *p< 0,05, ** p<0,01
versus dexametasona.

7.2.6 Determinacao de parametros de estresse oxidativo

Na anélise da concentracdo de GSH, a ANOVA de uma via mostrou que existe efeito dos
tratamentos [F (5, 42) = 2,736; p = 0,0315] (Figura 25). Os animais tratados com as trés doses
de ADMP 25 mg/kg (256,8 + 47,0), 50 mg/kg (231,6 + 30,26) e 100 mg/kg (263,9 + 51,8)

aumentaram de forma significante (p<0,05) a concentracdo de GSH no cortex pré-frontal
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qguando comparados ao grupo dexametasona. N&o houve efeito significante nos animais tratados

com dexametasona (129,9 + 29,3) em comparacdo ao grupo salina (144,1 + 14,8).

Figura 25 — Efeito da administracdo da dexametasona, imipramina e ADMP sobre a concentracao de
GSH no cortex pré-frontal de camundongos.
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Legenda: Representacdo dos resultados obtidos pelo tratamento com salina, dexametasona (64ug/kg),
imipramina (10 mg/kg) ADMP (25,50,100 mg/kg), no teste de nado forgado. Cada coluna representa
média = E.P.M. (n= 7-8). ANOVA de uma via seguido pelo Teste de Tukey’s. Valores significativos:
*p<0,05 versus dexametasona.
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6. DISCUSSAO

O TDM é um transtorno mental grave caracterizado por uma série de sintomas cognitivos,
fisicos e comportamentais, afetando milhdes de pessoas em todo o mundo, de acordo com a
OMS, em 2015, 322 milhdes de pessoas em todo 0 mundo tinham depressao e 264 milhdes
tinham ansiedade (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE , 2017), em 2030 a depressao
sera a principal causa da carga de doengas em todo o mundo (DARCET et al., 2016; DWYER
et al., 2020). Sabe-se que a exposi¢do a circunstancias estressantes ao longo da vida € um dos
fatores de risco para desenvolver depressdo (I0B; KIRSCHBAUM; STEPTOE, 2020;
KENDLER et al., 2010). O eixo HPA ¢é o principal componente da rede neuroenddcrina que
responde ao estresse, sua desregulacdo tem sido associada a transtornos mentais (LEISTNER,;
MENKE, 2020).

No presente estudo, induzimos o comportamento depressivo e ansiolitico-simile em
camundongos e ao receberem o ADMP estes comportamentos foram revertidos, efeitos estes

associados ao envolvimento dos sistemas glutamatérgico e oxidonitrérgico.

Considerando a relevancia de alguns alvos na fisiopatologia da depressdo, realizamos
inicialmente um estudo in silico de docking molecular, para analisar e identificar as melhores
energias e interacdes ligante-alvo (receptor ou enzima), além de prever o risco de toxicidade da

substancia em estudo.

As melhores energias de ligagdo entre o ADMP, foram observadas em alvos da via L-
arginina/NO/GMPc (nNOS) e via glutamatérgica representada pelo NMDAR. Representantes
da via monoaminérgica (5-HT2a) apresentaram energia de ligacdo proxima ao antagonista,
enquanto GR, TNF-a, IL-6 e GABAAR, apresentaram energia de ligacdo negativa, com valores

de energia divergentes dos antagonistas, inibidores e benzodiazepinico.

O receptor 2A da serotonina (5-HT2a), € um dos subtipos de receptores acoplados a
proteina G (GPCRs), constituido por 471 aminoacidos e sete dominios transmembrana
(BOMBARDI e DI GIOVANNI, 2013). Esse receptor & amplamente distribuido no SNC e
sistema nervoso periférico (SNP), com expressdo considerdvel no cortex pré-frontal e
hipocampo, regides cerebrais relacionadas a doencas neurologicas e psiquiatricas (CORTES-
ALTAMIRANTE et al.,2018; JAGGAR et al., 2019; KULIKOVA et al., 2018).
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Os receptores 5-HT2a sdo expressos em ax6nios como também em dendritos, préximos
ao receptor NMDA (DANTSUJI et al., 2019). Por sua vez, os receptores 5-HToa estdo
envolvidos na ativacdo da Src quinase em células neurais, e sua ativacao regula positivamente
a funcdo do receptor NMDA contribuindo para a elevacdo da concentracdo de célcio
(MECHANISM; MIGRAINE, 2002; SCHMID; BOHN, 2010) e a ativacdo da nNOS é
dependente de célcio a qual acelera a sintese de 6xido nitrico (NO) (HANSON et al., 2018).

Em nosso estudo in silico ADMP apresentou energia de ligacdo proxima ao antagonista
(cetancerina) resultante da presenca de ligagOes de hidrogénios nas quais séo importantes no
reconhecimento molecular, aumentando a afinidade entre farmaco-receptor (CHEN et al.,
2016). Em um outro estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa, fenilpropanoides como o
metil-eugenol e orto-eugenol apresentaram energia de ligacao proximas ao ADMP na interacdo
com o receptor 5-HT2a (DA SILVA CALIXTO et al., 2020).

O TDM é associado a disfuncdo do eixo HPA, que envolve consequentemente a secrecdo
de glicocorticoides em excesso (NGUYEN et al., 2018). Os receptores glicocorticoides (GR)
sdo responsaveis por mediar os efeitos diretos dos glicocorticoides, € a ativagdo persistente de
GR por altos niveis de glicocorticoides pode resultar em dano neural, com alteragdes
moleculares e consequentemente comportamentais, resultando em TDM e outras doencas
neuropsiquiatricas (CANET et al., 2018).

Estudos ndo-clinicos (ATTOUI, GUEEDRI e MAKHLOUFI, 2019; WANG et al.,2019;
PAPILLOUD et al; 2019; CALABRESE et al.,2020) e clinicos (BLOCK et al., 2018;
SCHATZBERG, LECTURE e KONGRESS, 2015) tém empregado o tratamento com
antagonistas dos GRs na tentativa de limitar os efeitos deletérios do excesso dos
glicocorticoides, é o caso do antagonista seletivo CORT 108297 que diminuiu as respostas
neuroendocrinas e comportamentais ao estresse no teste de nado forgado, semelhante a
mifepristona (SOLOMON et al., 2014).

Estudo realizado com o modelo de depressdo neuroenddcrina aguda mostrou que a
administracdo de dexametasona (64 pg/kg) causa um desequilibrio na ativagdo de receptores
mineralocorticoides (MR) e em especial ao GRs por ser um agonista mais potente, levando
assim consequentemente ao desequilibrio do eixo HPA (DE SOUZA et al., 2019).

A mifepristona € um antagonista competitivo do GR, que demostrou beneficios
terapéuticos em estudos de fase 2 e 3 em pacientes com depressao psicética, uma forma grave

de depressao maior (BLOCK et al., 2018). No entanto, com o estudo in silico ndo foi possivel
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identificar e confirmar o antagonismo do ADMP ao interagir com o GR, uma vez que a
substancia em estudo apresentou energia de ligacdo desfavorével, quando comparada ao

antagonista.

A producdo excessiva de 6xido nitrico (NO) por mediadores da via L-arginina/NO/GMPc
esta relacionada com o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas e transtornos de humor
como a depressao, por aumentar a neurodegeneracdo, resultante do processo inflamatorio no
cérebro (MILLER; RAISON, 2017; YUSTE et al., 2015).

Inibidores especificos de mediadores da via L-arginina/NO/GMPc tém sido alvo de
estudos na busca de novos farmacos antidepressivos (WANG et al., 2019). Morin, um composto
polifendlico e neuroativo, mostrou efeito antidepressivo em modelo animal, por mediacdo da
via L-arginina/NO/GMPc (BEM-AZU et al., 2019).

O estudo de docking molecular revelou que o ADMP apresenta energia de ligacao
favorével para uma melhor interagdo com mediadores da via L-arginina/NO/GMPc com énfase
para a nNOS.

Um dos primeiros estudos de docking molecular com inibidores da nNOS: L-NAME,
azul de metileno (AM), 7-nitroindadazol (7-NI) e L-Nitro arginina (7-NA), concluiu que o L-
NAME tem uma boa afinidade de ligag&o, resultante das ligagdes de hidrogénio, similar ao 7-
NA, que tem atividade semelhante a antidepressivos (CHAUDHARI et al., 2010).

De forma interessante, o potencial terapéutico do AM, um inibidor da monoamina oxidase
A (MAO-A) e inibidor n&o seletivo da NOS e sGC tem sido estudado para o tratamento de
distdrbios neurodegenerativos, como a doenca de Alzheimer, além de apresentar atividade

antidepressiva e ansiolitica em modelos ndo-clinicos (DELPORT et al., 2017).

Outro possivel alvo de acéo dos antidepressivos € a via glutamatérgica, sendo considerada
uma das vias mais promissoras no desenvolvimento de agentes antidepressivos para pacientes
resistentes ao tratamento farmacolégico com antidepressivos que envolvam a recaptagdo e/ou
receptores para 0s neurotransmissores monoaminérgicos (DANG et al., 2014; FASIPE, 2019).
No presente estudo in silico, foi possivel observar que o ADMP apresenta energia de ligagédo
muito proxima a cetamina, indicando uma afinidade de ligacdo ao receptor similar a este

antagonista.
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A cetamina é antagonista do receptor NMDA e um dos antidepressivos mais interessante,
pois esta droga causa efeitos antidepressivos de inicio rapido e sustentada em pacientes com
depressao resistente ao tratamento (HASHIMOTO, 2016).

O docking molecular com as citocinas IL-6 e TNF-a e (o receptor GABAA) ndo
apresentaram energias de ligag&o t&o favoraveis na interacdo com o ADMP, quando comparado
com 0s seus respectivos antagonistas, sendo necessario mais estudos principalmente in vivo,

para confirmar algum tipo de envolvimento na fisiopatologia da depressao e ansiedade.

De acordo com nossos resultados in silico, 0 ADMP néo apresentou toxicidade para 0s
parametros avaliados, no entanto sugerimos estudos in vitro e in vivo para corroborar com 0

presente estudo.

Considerando estudos de fenilpropanoides com estrutura similar ao ADMP com efeito no
SNC como o orto-eugenol, metil-eugenol e &cido cindmico com atividade antidepressiva
(ARAUJO, 2018; DINIZ et al., 2019; VASCONCELOS, 2018), partimos para 0s estudos
preliminares in vivo com o objetivo inicialmente de determinar a DLso € 0 screening da

substancia com possivel atividade no SNC por meio da triagem farmacoldgica comportamental.

A toxicidade aguda corresponde a efeitos indesejados dependente da dose, incluindo a
mortalidade que pode ocorrer imediatamente ou em um curto intervalo de tempo apds
administracdo Unica ou multipla de determinada substancia (CHINEDU; AROME;
AMEH,2013).

De acordo com a metodologia preconizada pela OECD e seguindo o protocolo
recomendado, pbde-se estimar a DLso, pela via intraperitoneal em aproximadamente 500 mg/kg
de peso corporal, o que forneceu uma boa margem de seguranca para as doses utilizadas nesse

estudo, ou seja, até 1/3 da DLso.

A triagem farmacoldgica comportamental é uma metodologia simples e relevante para o
screening de substancias com possivel atividade no SNC, no qual observa-se no animal
comportamentos pré-estabelecidos de atividade farmacologica estimulante ou depressora, entre
outros comportamentos que favorecem um direcionamento para estudos mais especificos (DE
ALMEIDA et al., 1999).

No presente estudo, a dose de 300 mg/kg nos primeiros 30 minutos da triagem
farmacologica apresentou algumas atividades farmacologicas, indicativos de um possivel efeito
depressor (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006), como pedalar, ambulagdo diminuida, analgesia,
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ataxia, perda do reflexo auricular, perda do reflexo corneal, reflexo do endireitamento, resposta
ao toque diminuida, sedacdo, forca para agarrar, tonus muscular diminuidos. No entanto, apos
uma hora de observacdo esses efeitos foram normalizados. Nossos resultados, foram
semelhantes ao estudo realizado por Andrade (2019), em que o alcool cindmico, um
fenilpropanoide, na dose de 200 mg/kg, também apresentou nos 30 primeiros minutos,
analgesia, ataxia, perda de reflexo auricular, reflexo de endireitamento, resposta ao toque e

ambulacdo diminuida.

Assim, tendo o indicativo de que o ADMP apresentou atividade depressora do SNC na
dose de 300 mg/kg, partimos para a investigacdo da sua atividade antidepressiva.

O estudo in vivo investigou a indu¢do do comportamento do tipo depressivo e ansioso por
dexametasona, um modelo ja validado na literatura cientifica, no qual os animais desenvolvem
aspectos fisioldgicos analogos aos observados em humanos (validade de constructo),
apresentando validade preditiva, uma vez que medicamentos ja comercializados para o

tratamento da depressdo e ansiedade podem reverter alteracfes do modelo (CONTI et al., 2017).

Os glicocorticoides sintéticos como a dexametasona, tem sido utilizado para o tratamento
de uma variedade de doencas associadas a dor e inflamacdo. No entanto, a sua prescricdo
permanece controversa, devido a efeitos colaterais, em nivel molecular, celular e tecidual
(BLACK; GRODZINSKY, 2019), além disso a administracdo de dexametasona pode induzir
mudancas dependente da dose no SNC, causando alteragdes no humor e cognic¢do (FIETTA;
FIETTA; DELSANTE, 2009). O tratamento com a dexametasona, um agonista sintético dos
receptores glicocorticoides, tem sido associado a neurotoxicidade e doencas neuropsiquiatricas

como depressao e ansiedade (LI et al., 2014).

Nossos resultados mostraram que a inducdo do comportamento do tipo depressivo e
ansioso foi eficiente em aumentar o tempo de imobilidade no teste de nado forgado e reduzir o
numero de entradas nos bracos abertos, aléem de reduzir a atividade locomotora e exploratéria

guando comparados ao controle (salina).

Em um estudo similar ao nosso, o tratamento agudo de uma Unica dose de dexametasona
aumentou o tempo de imobilidade no teste de suspensdo da cauda, induzindo um
comportamento depressivo em animais, 0s quais foram neutralizados com venlafaxina um
antidepressivo convencional, 0 mesmo ainda sugere que 0s mecanismos relacionados com o
efeito rapido da dexametasona estdo baseados em mudangas neuroquimicas rapidas de

monoaminas em areas do cérebro, envolvidas com a emocdo (DE SOUZA et al., 2019).
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A acdo do efeito rapido da dexametasona, foi investigado na analise de correntes pos-
sinapticas em neurénios magnocelulares do ndcleo pararaventricular do hipotdlamo (PVN),
indicando um mecanismo ndo gendmico de acdo de glicocorticoides, envolvendo ativacdo
sequencial de multiplas quinases, fosfolipase C e mobilizacdo de calcio intracelular (HARRIS
et al., 2019). Ou seja, a dexametasona administrada de forma Unica é capaz de induzir ao
comportamento do tipo depressivo e ansiogénico.

Entdo, buscando avaliar o comportamento do tipo depressivo e o efeito do ADMP, foi
realizado o teste de suspensédo da cauda e nado forcado e em ambos os testes, a dose 50 mg/kg
apresentou uma reducéo significante no tempo de imobilidade, assim como a dose de 25 mg/kg

no teste de nado forgado, mostrando ter uma atividade antidepressiva promissora.

Estudos do nosso grupo, com indugdo do comportamento do tipo depressivo por
dexametasona (64 ug/kg) também demostrou efeito antidepressivo de fenilpropanoides (metil-
eugenol e orto-eugenol) no teste de suspensdo da cauda, com reduc¢do no tempo de imobilidade
e aumento na laténcia para imobilidade na dose de 50 mg/kg (CAVALCANTE, 2018;
ARAUJO, 2018).

O labirinto em cruz elevado é um teste bastante utilizado na psicofarmacologia para
avaliar a acdo ansiolitica ou ansiogénica de substancias isoladas ou compostos. Os efeitos do
ADMP foram observados em relagdo ao nimero de entradas e tempo de permanéncia nos bracos
abertos, considerados os parametros para analise.

No presente estudo, observou-se que a dexametasona induziu o comportamento do tipo
ansiogénico, sendo que o nimero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos
foram normalizados de maneira significante, com a administracdo do ADMP em todas as doses
testadas, bem como a administracdo do diazepam. Animais tratados com farmacos
benzodiazepinicos como diazepam, tendem a entrar e permanecer mais tempo nos bracos
abertos, indicando assim um efeito ansiolitico (DOUKKALI et al., 2016).

Nossos resultados no teste de labirinto em cruz elevado sdo corroborados pelo estudo
realizado por HECK et al., 2019, no qual observou que a exposi¢do a dexametasona induziu
comportamento do tipo ansiogénico, com reducéo significante no tempo de permanéncia nos
bragcos abertos em comparac¢do ao grupo salina. Os animais submetidos ao teste com ADMP
mostraram efeito do tipo ansiolitico nas trés doses testadas no teste de labirinto em cruz elevado,
além disso, no teste de campo aberto ndo foi observado alteracdo na atividade locomotora na

dose de 50 mg/kg, como também ndo houve alteracdo no comportamento exploratorio nos
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animais tratados nas doses de 25 e 50 mg/kg. Sugerindo assim, um efeito ansiolitico promissor
deste fenilpropanoide.

Corroborando com um estudo realizado por KWON et al., 2014, no qual demostrou que
um composto fenilpropanoide [&cido 3-(3,4-di-hidroxefenil)-latico] com propriedade
antioxidante ja bem conhecida, produziu um efeito semelhante a um ansiolitico (diazepam) no
teste de labirinto em cruz elevado, sem apresentar comprometimento na atividade locomotora

espontanea.

O teste de campo aberto é um procedimento metodoldgico de avaliagdo comportamental
relativamente padronizado e confidvel, bastante utilizado para avaliar efeitos de drogas nos
niveis de ansiedade e atividade locomotora dos animais (BROADHURST, 1969).

No presente estudo, ndo houve diferenca significante nos grupos tratados com a dose de
50 mg/kg em comparacdo ao grupo tratado com diazepam. Enguanto o grupo tratado com a
dose de 100 reduziu de forma significante o nimero de cruzamentos em comparagdo ao grupo
salina e diazepam. Os resultados com relagdo ao percentual de permanéncia no centro, podem
estar associados a uma sensibilidade do método que pode variar levando a observacdes de
achados distintos (BEKTAS; ARSLAN; ALYU, 2020).

De acordo com Sestakova et al., (2013) o NO pode estar envolvido na modulacdo da
atividade motora e no comportamento relacionado a ansiedade, além disso, os efeitos dos

inibidores da sintese de NO dependem da dose e duracdo do tratamento.

Corroborando com o presente estudo Halcak et al., (2000) mostrou que o tratamento
crébnico com L-name na dose de 40 mg/kg por 4 semanas reduziu a atividade locomotora,

simultaneamente com reducdo da atividade da NOS no cortex cerebral.

O numero de rearing € um indice relacionado com a capacidade exploratoria do animal,
resultante da excitabilidade do sistema nervoso, sendo que a reducdo no nimero de rearing, é
indicativo de efeito sedativo da substancia em estudo (MONTEIRO, 2016). O grupo tratado
com dexametasona apresentou uma reducdo significante no numero de levantamentos, quando

comparado ao grupo tratado com salina.

O diazepam apresenta efeito ansiolitico, com resposta farmacoldgica mediada pelo
receptor GABAA,  aumentando alostericamente sua responsividade ao GABA e
consequentemente causando inibicdo sindptica no cérebro, no entanto em altas doses (2-3
mg/kg) provoca efeito sedativo (KUNIISHI et al.,2017; NICHOLSON et al., 2018).
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Além do sistema monoaminérgico, hd vérios outros alvos que tém sido discutido e
implicados na fisiopatologia do TDM e TA, com énfase para o envolvimento do receptor
NMDA e a via L-arginina-NO-GMPc (FREITAS et al., 2013; WORKMAN et al., 2008 ).

O envolvimento dos receptores NMDA na fisiopatologia da depressdo vem sendo
demostrado em estudos, sendo seu blogueio associado a uma resposta semelhante a
antidepressivos (AMIDFAR et al., 2019; OSTADHADI et al., 2016). O presente estudo revelou
que o antagonismo do receptor NMDA pode reduzir o tempo de imobilidade. A cetamina, um
antagonista dos receptores NMDA, aumenta o efeito da dose sub-ativa de ADMP, confirmando

os resultados observados no estudo in silico.

Drogas que inibem a sinalizacdo do receptor N-metil-D-aspartato (NMDAR) e a via L-
arginina-NO-GMPc, dependendo de suas concentracdes exercem efeitos semelhantes a
antidepressivos, além disso sdo capazes de aumentar a atividade de antidepressivos como
imipramina (5 mg/kg) e fluoxetina (6,2 mg/kg) que atuam modulando o sistema serotoninérgico
(HARKIN et al., 2004). No presente estudo, o tratamento com o ADMP (50 mg/kg dose
efetiva), conseguiu reverter os efeitos do precursor do NO, reduzindo o tempo de imobilidade
no teste de nado forcado. Além disso, ndo ha diferenca significante entre os grupos tratados

com L-arginina e dexametasona, confirmando a validade do nosso modelo.

A fim de confirmar, a hipétese de que 0 ADMP ¢ dependente da atividade da NOS para
apresentar efeito antidepressivo, os camundongos foram pré-tratados com uma dose ineficaz de
L-NAME (10 mg/kg) combinado com o ADMP (5 mg/kg, dose ineficaz) e, verificamos que
houve um efeito sinérgico, com reducdo no tempo de imobilidade, confirmando a acdo
antidepressiva via NOS, enquanto a administracdo Unica L-NAME ou ADMP (5 mg/kg) ndo

produziu qualquer efeito.

Também investigamos se o efeito do ADMP ¢ dependente da sGC. Observamos que a
co-administracdo do AM (inibidor da NOS e GCs) com ADMP (5 mg/kg) ndo apresentou
diferenca significante na reducgdo no tempo de imobilidade, confirmando o resultado do estudo
in silico, no qual ADMP tem melhor interacdo com 0 NMDAR e a NOS, resultante de uma

menor energia de ligagdo, quando comparado a outros alvos.

O sistema antioxidante glutationa (GSH) é o principal mecanismo enddgeno contra o
estresse oxidativo no cérebro (DRINGEN, 2000), desempenhando um papel fundamental
contra o estresse oxidativo, a manutencao de niveis adequados de GSH ¢ essencial para evitar
danos oxidativos ao cérebro (GAWRYLUK et al., 2011).
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No organismo a glutationa existe em dois estados: reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), a
propor¢do de GSH para GSSG determina a condigéo de equilibrio redox das céelulas, sendo que
células saudaveis em repouso apresentam uma propor¢do GSH/GSSG> 100, enquanto células
expostas a uma condicdo favoravel ao estresse oxidativo, essa proporcao cai de 1 a 10
(P1IZZORNO, 2014).

Partindo da importancia da GSH para 0 SNC, determinamos a concentracdo de GSH, e
entdo observamos que ndo houve reducdo significante de GSH no cortex pré-frontal dos
camundongos que receberam apenas dexametasona, quando comparados ao grupo controle
salina. No entanto, foi observado aumento nos niveis de GSH nos animais submetidos ao
tratamento com o ADMP nas doses de 25 e 100 mg/kg em comparacdo ao grupo tratado com
dexametasona. O resultado relacionado a dexametasona pode ser explicado, de acordo com
estudo realizado por Meijer e colaboradores, utilizando camundongos do tipo selvagem MDR1a
(+ / +) e do tipo mutante MDR1a (- / -) para o gene MDR1a responsavel por codificar a
glicoproteina P, presente na membrana das células da barreira hematoencefalica e relevante no
transporte de drogas, mostrou pela primeira vez que a glicoproteina P, limita o acesso da

dexametasona dependendo da dose no cérebro (MEIJER et al., 1998).

Assim como o eugenol, um fenilpropanoide com estrutura similar ao ADMP, os
resultados sugerem que o ADMP, pode estar atuando de maneira direta, atraves da captura de
radicais hidroxil livres e de maneira indireta pela inducdo da glutationa-s-transferase, o qual é
responsavel pelo aumento dos niveis de glutationa reduzida e consequentemente reducdo do
estresse oxidativo (VASCONCELOQOS, 2018).

Estudo recente utilizando a dexametasona para inducdo da depressao em ratos, verificou
que, o tratamento com dexametasona (0,44 mg/kg) por 28 dias, aumentou significativamente o
contetdo plasmatico de MDA e NO em 52,7 e 91,4%, respectivamente, e reduziu a capacidade
antioxidante total em 53,5% em comparagdo ao grupo controle (ELHADIDY et al., 2019). Um
outro estudo, relatou que o aumento no nivel de MDA foi associado a uma diminuicéo do nivel
de glutationa reduzida pela dexametasona (ROY; SAHA; SENGUPTA, 2004).

Nossos resultados mostraram que tanto a imipramina, como o ADMP (25 e 100 mg/kg),
podem ter efeitos moduladores que inibem o dano cerebral induzido pelo estresse oxidativo
provenientes dos niveis alterados de glicocorticoides no organismo. Assim, nosso trabalho é
corroborado por Gupta; Radhakrishnan; Kurhe, 2019, que mostraram um aumento nos niveis

de malondialdeido (MDA), nitrito e reduc¢éo de glutationa reduzida, evidenciando que farmacos
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antagonistas do sistema serotoninérgico, glutamatérgicos, além dos que modulam o eixo HPA
podem reverter o comportamento do tipo depressivo induzido por corticosterona em

camundongos.

Entdo o presente estudo demonstrou pela primeira vez, que a administracdo de ADMP
em camundongos submetidos ao modelo de depresséo induzido por dexametasona, produziu
um efeito antidepressivo e ansiolitico, sendo este associado com o envolvimento dos sistemas

glutamatérgico e oxidonitrérgico.



93

7. CONCLUSAO

O ADMP apresentou um efeito antidepressivo e ansiolitico-simile sendo este associado
ao envolvimento dos sistemas glutamatérgico e oxidonitrérgico, baseado nos seguintes

resultados obtidos:

e O ADMP ndo apresentou toxidade em nenhum dos parametros avaliados in silico;

e O ADMT mostrou baixa toxicidade in vivo, o que permitiu realizar os experimentos, com as

doses selecionadas com seguranca;

e A triagem farmacol6gica comportamental revelou atividade depressora central na dose de
300 mg/kg.

e O ADMP nédo alterou a atividade locomotora dos animais;

e O ADMP promoveu efeito antidepressivo e ansiolitico-simile nos modelos comportamentais

utilizados;

e O ADMP apresentou melhor interagéo para o receptor NMDA e a via L-arginina/NO/GMPc

no estudo in silico;

e O mecanismo de acdo do efeito antidepressivo-simile do ADMP parece envolver o
antagonismo do receptor NMDA e mediadores da via L-arginina/NO/GMPc;

e O ADMP aumentou os niveis de glutationa (GSH) no cértex pré-frontal.
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8. PERSPECTIVAS

O ADMP no presente estudo sugere uma atividade antidepressiva e ansiolitica-simile,
embora muito ainda h& para pesquisar sobre seus efeitos no tratamento do TDM e TA, bem
como para outros transtornos mentais. Estudos com uma abordagem para o tratamento cronico,
utilizando outras doses, considerando diferencas entre sexos, estudos de biologia molecular
como expressdo génica, sdo algumas possibilidades, tendo em vista que é uma substancia

estudada pela primeira vez no @mbito do SNC.
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Abstract: Background: Natural products, such as phenylpropanoids, which are found in essential
oils derived from aromatic plants, have been explored during non-clinical psychopharmacology
studies, to discover new molecules with relevant pharmacological activities in the central nervous
system, especially antidepressant and anxiolytic activities. Major depressive disorder is a highly de-
bilitating psychiatric disorder and is considered to be a disabling public health problem, world-
wide, as a primary factor associated with suicide. Current clinically adminisiered antidepressants
have late-onset therapeutic actions, are associated with several side effects, and clinical studies
have reported that some patients do not respond well to treatment or reach complete remission.

Objective: To review important new targets for antidepressant activity and to select phenylpro-
panoids with antidepressant activity, using Molegro Virtual Docker and Ossis Data Warris, and to
verify substances with more promusing antidepressant activity.

Results and Conclusion: An in silico molecular modeling study. based on homology. was conduct-
ed to determine the three-dimensional structure of the 5-hydroxytryptamine 2A receptor (5-
HT2AR), then molecular docking studies were performed and the predisposition for cytotoxicity
risk among identified molecules was examined. A model for 3-HT2ZAR homology, with satisfacto-
ry results, was obtained indicating the good stereochemical quality of the model. The phenylpro-
panoid 4-allyl-2,6-dimethoxyphenol showed the lowest binding energy for 3-HT2AR, with results
relevant to the L-argimine/nitric oxide (NOWcGMP pathway, and showed no toxicity within the pa-
rameters of mutagenicity, carcinogenicity, reproductive system toxicity, and skin-tissue irritability,
when evaluated in silico; therefore, this molecule can be considered promising for the investigation

of antidepressant activity.

Keywords: 4-allyl-2 6-dimethoxyphenol, chemoinformatics, antidepressive, toxicity, target, docking.

1. INTRODUCTION

Natural products from medicinal plants have been ex-
amined in non-clinical studies, both in silico and in vive, n
the psychopharmacology field, to discover new psychoac-
tive drugs that act on the central nervous system (CNS) [1].

Aromatic medicinal plants contamn bioactive metabolic
compounds with pharmacological effects for the treatment
of various diseases, including neurobehavioral disorders,
such as depression, and generally demonstrate considerably
reduced side effects compared with reference drugs [2]. Es-
sential oils are among the most studied bioactive metabolites
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and have been extremely important during the discovery of
new molecules with relevant pharmacological activities, in-
cluding antibacterial, antifungal, antiviral, anti-inflammato-
ry, antitumor, antioxidant, anxiolytic, and antidepressant ac-
tivities, in animal models [3, 4].

Essential oils contain various bioactive components,
some in high concentrations, such as terpenes and phenylpro-
panoids, which have been reported to possess antidepressant
activities [5-7]. One phenylpropanoid with potential antide-
pressant activity is 4=allyl-2,6=-dimethoxyphenol, also known
as methoxyeugenol, which is a substance belonging to the
phenol class, in which phenol groups are replaced by an ally
group in position 4 and methoxy groups in positions 2 and 6
[8]. 4-allyl-2 6-dimethoxyphenol can be found in the root
oils of Sassafras albidum, Myristica fragrans, and Cinnamo-
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