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RESUMO

SILVA, Pablo Rayff. Investigacdo do efeito ansiolitico-simile e antidepressivo-simile do
monoterpeno tetrahidrolinalol por meio de abordagens in silico e in vivo. p. 125. Tese
(Doutorado em Produtos Naturais, Sintéticos e Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude, Uni-
versidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa — 2023.

As abordagens terapéuticas farmacoldgicas para o tratamento da ansiedade e depresséo séo fo-
cadas na modulagdo de sistemas de neurotransmissdo envolvidos em sua neurobiologia — po-
dendo-se destacar as vias catecolaminérgica, glutamatérgica e oxidonitrérgica. Dentre 0s pos-
siveis tratamentos disponiveis, as plantas aromaticas sdo importantes arsenais terapéuticos, cu-
jos constituintes quimicos, a exemplo dos monoterpenos, sdo agentes de estudo na busca de
novos tratamentos para as desordens citadas. Sendo assim, o presente estudo buscou avaliar a
toxicidade aguda, o potencial ansiolitico- e antidepressivo-simile do monoterpeno tetrahidroli-
nalol em modelos in silico e in vivo. Inicialmente, o tratamento oral com THL, nas doses de
300 e 2000 mg kg apresentou baixa toxicidade, e sua DLso estimada encontra-se em valores
compreendidos entre 2000 e 5000 mg kg*. Em adicéo, foram realizados testes comportamentais
em camundongos tratados com THL (37,5-600 mg kg, v.0.) e submetidos aos testes de labi-
rinto em cruz elevado (LCE), campo aberto (CA), rota rod (RR) e nado for¢ado. (NF) Como
resultado, o THL nas doses de 37,5 e 75 mg kg induziu um aumento significativo no nimero
de entradas (respectivamente em 72,7 e 64,3%) e no tempo de permanéncia (respectivamente
80,3 e 76,8%) dos animais nos bracos abertos do LCE. Doses maiores do composto (300 e 600
mg.kg™), no entanto, causaram uma redugdo do nimero de cruzamentos (respectivamente em
30,6 e 31,6%) dos animais no CA, mas ndo alteraram a coordenacdo motora dos mesmos no
RR. No NF, o tratamento com o monoterpeno reduziu significativamente o tempo de imobili-
dade dos camundongos nas doses de 150, 300 e 600 mg.kg?, em 69,3, 60,9 e 68,7%, respecti-
vamente. No tocante aos testes de ancoragem molecular, o THL apresentou valores de energia
satisfatorios, quando comparados aos ligantes co-cristalizados, para os seguintes alvos: nNOs,
GCs, IL-6, 5-HT1a, NMDAr e Ds. Esses resultados foram corroborados nos testes in vivo, onde
foi possivel evidenciar o antagonismo do efeito antidepressivo simile do monoterpeno pelo
SCH, um antagonista D; enantioseletivo; além disso, o efeito antidepressivo-simile do THL foi
potencializado pela cetamina, um antagonista do receptor NMDA e pelo azul de metileno, um
inibidor da GCs/NOs. Esse ultimo efeito foi acompanhado da reducéo dos niveis de nitrito em
estrutura de cortex e hipocampo dos camundongos tratados. Por fim, a substancia em questéo
apresentou boa absorcao e alta biodisponibilidade in silico. Tomados em conjunto, os resultados
indicam que o THL é um monoterpeno destituido de toxicidade, segundo os protocolos utiliza-
dos, apresenta boa biodisponibilidade oral e é dotado de efeito ansiolitico-simile em doses bai-
xas e sedativo e antidepressivo-simile em doses altas, sendo esse ultimo efeito dependente, pelo
menos em parte, dos sistemas de neurotransmissao dopaminérgico, glutamatérgico e oxidoni-
trérgico.

Palavras chaves: Tetrahidrolinalol. Ansiedade. Depressédo. Estudos de Docking. Quimioin-
formatica.



ABSTRACT

SILVA, Pablo Rayff. Investigation of the anxiolytic-like and antidepressant-like effect of
the monoterpene tetrahydrolinalool through in silico and in vivo approaches. p. 125. Tese
(Doutorado em Produtos Naturais, Sintéticos e Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude, Uni-
versidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa — 2023.

Pharmacological therapeutic approaches to treat anxiety and depression focus on the modula-
tion of neurotransmission systems involved in their neurobiology — catecholaminergic, glu-
tamatergic, and oxidonitrergic pathways stand out. Among the available treatments, aromatic
plants stand out as an important therapeutic resource, and their chemical constituents (e.g.,
monoterpenes) are being studied in the search for new treatments for anxiety and depression.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the acute toxicity as well as the anxiolytic-like
and antidepressant-like potential of the monoterpene tetrahydrolinalool (THL) through in silico
and in vivo models. Initially, oral treatment with THL at doses of 300 and 2000 mg/kg* showed
low toxicity with an estimated LD50 ranging from 2000 to 5000 mg/kg™. In addition, behavioral
tests were performed in mice treated with THL (37.5-600 mg/kg™, p.o.) using the elevated plus
maze (EPM), open field (OF), rotarod (RR), and forced swim (FS) tests. Consequently, THL at
doses of 37.5 and 75 mg/kg* induced a significant increase in the number of entries (72.7% and
64.3%, respectively) and time spent (80.3% and 76.8%, respectively) by the animals in the open
arms of the elevated plus maze. However, higher doses of the compound 300 and 600 mg/kg™)
reduced the number of crossings made by the animals in the OF 30.6 % and 31.6% %, respec-
tively) but did not alter their motor coordination in the RR. In the FS test, treatment with the
monoterpene significantly reduced the immobility time of mice at doses of 150, 300, and 600
mg/kgt by 69.3%, 60.9%, and 68.7%, respectively. In molecular docking assays, THL showed
satisfactory energy values compared to co-crystallized ligands for the following targets: nNOS,
GCs, IL-6, 5-HT1a, NMDAr, and D1. These results were confirmed using in vivo tests, which
demonstrated antagonism of the antidepressant-like effect of the monoterpene by SCH, an en-
antioselective D1 antagonist. In addition, the antidepressant-like effect of THL was potentiated
by ketamine, an NMDA receptor antagonist, and by methylene blue, a GCs/NO inhibitor. The
latter effect was accompanied by a reduction in nitrite levels in the cortex and hippocampal
structures of treated mice. Finally, the compound showed good absorption and high bioavaila-
bility in silico. Taken together, the results indicate that THL is a nontoxic monoterpene, accord-
ing to the protocols used. It shows good oral bioavailability and possesses a sedative effect at
high doses, as well as anxiolytic- and antidepressant-like effects that appear to depend, at least
in part, on dopaminergic, glutamatergic, and oxidonitrergic neurotransmission systems.

Keywords: Tetrahydrolinalool. Anxiety. Depression. Docking studies. Chemoinformatics
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, estima-se que ao longo da vida, 16 %
e 29 % da populacdo podera ser diagnosticada, respectivamente, com transtornos depressivos e
de ansiedade, podendo esses dois disturbios estarem associados em 40 — 75% dos casos (LORD
et al., 2020). Sendo assim, pacientes com quadros instalados concomitantemente sdo mais im-
produtivos, tornando essas doengas como uma das principais causas de incapacidade psicosso-
cial. Isso ocorre em razdo dos agravos dos episodios, periodos mais prolongados das crises,
sintomatologias mais acentuadas, refratariedade e inefetividade ao tratamento padrdo (Wu;
Fang, 2014; Zhou et al., 2017).

A principio, é vélido ressaltar que a terapia farmacoldgica dos transtornos de ansiedade
engloba o uso de benzodiazepinicos, azapirona (buspirona), medicamentos antidepressivos,
dentre outros. Por outro lado, para o tratamento dos transtornos depressivos, uma variedade de
farmacos também é empregada, destacando-se os antidepressivos triciclicos (ADT), inibidores
da monoaminaoxidase (iMAOQ), inibidores seletivos da receptacdo de serotonina (ISRS), inibi-
dores da receptacao de serotonina-noradrenalina (IRSN) e antidepressivos atipicos. No entanto,
esses farmacos, apesar de eficazes, apresentam limitagGes com relacdo ao uso, provocando efei-
tos adversos que comprometem a memoria e a fungdo motora, além de um maior tempo de
inicio de acdo e maior susceptibilidade de desenvolvimento de tolerancia e dependéncia (Girish
et al., 2012; Gomes et al., 2010).

Com isso, considerando as limitagfes da terapia convencional, as plantas aromaticas
constituem um potencial arsenal farmacoldgico para doengas psicossomaticas, como a ansie-
dade e a depressao. Dentre os constituintes de interesse farmacéutico tem-se 0s 6leos essenciais
(OE), que sdo metabdlitos secundarios formados por misturas complexas de substancias quimi-
cas de alta volatilidade e lipofilia, que possibilita a permeagdo na barreira hematoencefalica,
modulando importantes vias de sinalizacdo no sistema nervoso central (SNC) (Diniz et al.,
2019; Manayi et al., 2016).

Parte da composi¢do quimica dos OE compreende as substancias terpénicas, formadas
por unidades de cinco atomos de carbono, o isopreno. Os compostos terpénicos podem apre-
sentar-se estruturalmente com duas (monoterpenos) ou trés (sesquiterpenos) unidades de iso-
preno. Seus efeitos ansioliticos, antidepressivos e neuroprotetores séo amplamente descritos na

literatura, destacando-se o potencial bioldgico do linalol (Bianchini et al., 2017).
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A literatura mostra que plantas que produzem OE ricos em linalol tém sido utilizadas
na medicina tradicional por serem dotadas de efeitos sedativo, ansiolitico e antidepressivo. O
linalol € um alcool terciario, classificado como um monoterpeno, com ac¢des importantes sobre
0 sistema nervoso central (Dos Santos et al., 2018; Stashenko, 2008). Nesse contexto, estudos
com os Gleos essenciais das folhas de Aniba rosaeodora (pau-rosa), Aniba parviflora (macaca-
poranga) e Aeollanthus suaveolens (catinga-de-mulata) apresentaram atividade antidepressiva
significativa, possivelmente em razédo da presenca do linalol como composto majoritario dos
OEs. Em adicéo, tal efeito parece ser destituido de comprometimento motor e cognitivo (DOS
SANTOS et al., 2018), importantes efeitos indesejados comumente observados com os farma-
cos atualmente disponiveis no mercado farmacéutico.

Com relacgdo a atividade ansiolitica do linalol, ¢ relatado na literatura que tal efeito pa-
rece envolver a neurotransmissdao GABAérgica (Harada et al., 2018) e catecolaminérgica. 1sso
pode ser observado em um estudo que utilizou o 6leo essencial de folhas de Cinnamomum os-
mophloeum, rico em linalol, o qual promoveu uma reducéo da concentracdo de neurotransmis-
sores como serotonina, dopamina e noradrenalina na fenda sinaptica (Cheng; Sheen; Chang,
2015). Neste estudo, os resultados sugerem que ambos enantiomeros do linalol S (-) e S (+)
possuem propriedades ansioliticas sem efeitos motores nos modelos in vivo.

Tomadas em conjunto, essa coletanea de evidéncias fazem do linalol um agente farma-
cologicamente promissor na modulacdo das respostas frente aos transtornos de ansiedade e/ou

depressivos, permitindo o direcionamento e a realizacdo de estudos com seus metabolitos, a
exemplo do tetrahidrolinalol (THL) (3,7-dimetiloctan-3-ol) — que constitui um monoterpeno

alcool ciclico, produzido durante o metabolismo do linalol, ou obtido sinteticamente através de
uma reacdo de hidrogenacao da ligacdo dupla endociclica (Belsito et al., 2010). Sua aplicabili-
dade destina-se a produtos cosméticos devido a sua fragrancia agradavel e suas a¢des farmaco-
I6gicas sdo escassas na literatura. Diante disso, esta pesquisa teve como objetivo avaliar o po-
tencial ansiolitico e antidepressivo-simile do tetrahidrolinalol, um derivado do linalol, a partir

de modelos in silico e in vivo, elucidando seus possiveis mecanismos de acao.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Transtornos de ansiedade e depressao

Diversos séo 0s motivos pelos quais a incidéncia de transtornos como a ansiedade e a
depressao esta aumentando ao redor do mundo. Dentre esses motivos, podemos citar o ritmo de
vida acelerado da sociedade moderna, que muitas vezes exige um alto rendimento em multiplas
responsabilidades pessoais e profissionais (Pérez-cano et al., 2020). A pressao social e do mer-
cado de trabalho que, atualmente, esta cada vez mais competitivo, acaba gerando uma necessi-
dade de cargas extremas de jornada de trabalho e, consequentemente, um estresse exacerbado
que contribui para o aparecimento de transtornos mentais (Fiksdal et al., 2019; Li et al., 2019).

Ansiedade é confundida com o medo, mas a diferenca esta no fato de que o medo €
uma resposta emocional a uma ameaca iminente real ou percebida, enquanto que a ansiedade €
a antecipagdo de uma possivel ameaga futura (Demyttenaere; Heirman, 2020). A ansiedade
pode ser compreendida como uma emocao caracterizada por preocupagéo, apreensdo e nervo-
sismo frente a uma situacédo percebida como potencial ameaca ao organismo (Demartini; Patel;
Fancher, 2019; Goodwin; Stein, 2021).

A ansiedade é uma emocdo natural, adaptativa e fisiologica que protege o organismo
contra situagdes de risco, mas que quando em excesso se torna patoldgica e configura um trans-
torno de ansiedade (Szuhany; Simon, 2022). O que difere 0 medo e a ansiedade adaptativos dos
transtornos de ansiedade séo, principalmente, varidveis como persisténcia e duracdo dos sinto-
mas, durando semanas ou meses e ndo reduzindo ap6s passada a situacdo aversiva que iniciou
o0s sintomas (Zhang et al., 2019; Mazza et al., 2020; Pérez-Cano et al., 2020).

O Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM) é um guia ampla-
mente utilizado por profissionais de salde mental para diagnosticar disturbios psiquiatricos. Na
sua quinta edicdo (DSM-V), o manual desmembra os transtornos de ansiedade de acordo com
suas caracteristicas principais, diferindo entre si em relacdo ao tipo de situagdes que induzem o
comportamento de aversao ou esquiva e na ideacdo associada, entretanto, pode haver uma forte
comorbidade entre eles e muitas caracteristicas semelhantes, principalmente em relagéo a sin-
tomatologia e ao tratamento (Demartini; Patel; Fancher, 2019; Williamson; Jaffee; Jorge, 2021;
Apa, 2022).
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O Transtorno de Ansiedade Generalizada (TAG), por exemplo, possui como caracte-
risticas essenciais a ansiedade e a preocupacdo excessiva acerca de diversos eventos ou ativi-
dades, em uma expectativa apreensiva. Normalmente, a intensidade, a frequéncia e a duracao
da ansiedade frente aquele evento é desproporcional a probabilidade real de impacto no orga-
nismo ou na vida social do individuo (Szuhany; Simon, 2022). O TAG é o principal transtorno
de ansiedade e o que possui maior incidéncia no mundo (Pérez-Cano et al., 2020; Goodwin;
Stein, 2021).

No DSM-V, existem ainda diversas outras classificacbes como o transtorno de ansie-
dade social, ou fobia social, 0 mutismo seletivo, a agorafobia, o transtorno de panico e a fobia
especifica (frente a determinadas situacdes ou objetos especificos) (Sahle et al., 2019). Cada
um destes transtornos apresenta caracteristicas de critérios diagndésticos diferentes e pode apre-
sentar terapias farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas variadas (Li et al., 2019; Beurel; Toups;
Nemeroff, 2020; Williamson; Jaffee; Jorge, 2021), as quais serdo abordadas no subtopico 2.4
deste capitulo (terapias farmacoldgicas e ndo-farmacoldgicas).

Ja em relacdo aos quadros depressivos, 0 DSM-V define como sendo “um conjunto
de transtornos com a presenca de um humor triste, vazio ou irritdvel, acompanhado de altera-
cOes somaticas e cognitivas que afetam significativamente a capacidade de funcionamento do
individuo” (Marwood et al., 2018; Apa, 2022). Dentro dessa definigdo, também existem diver-
sas subclassificacdes de transtornos que, assim como os de ansiedade, diferem quanto as suas
caracteristicas, a duracdo e a intensidade.

O manual traz, portanto, que os transtornos depressivos podem ser classificados em
Transtorno Depressivo Maior, Transtorno Disruptivo da Desregulagdo do Humor, Transtorno
Depressivo Persistente (Distimia), Transtorno Disférico Pré-Menstrual, Transtorno Depressivo
Induzido por Substancia ou Medicamento, Transtorno Depressivo Devido a Outra Condicdes
Meédica, Transtorno Depressivo N&o Especificado ou outros (Apa, 2022).

A depressao clinica, ou Transtorno Depressivo Maior, por sua vez, reine o0s sintomas
mais caracteristicos da maioria dos pacientes e é uma condi¢cdo de saude mental caracterizada
por um estado persistente de tristeza profunda, perda de interesse ou prazer em atividades, dis-
turbios no sono e apetite, fadiga, baixa autoestima e dificuldade de concentracdo (Otte et al.,
2016; Beurel; Toups; Nemeroff, 2020). Esta condicdo clinica multifatorial pode afetar a rotina,
o rendimento e a qualidade de vida geral do individuo (Van Poelgeest et al., 2021; Da Silva et
al., 2022).

25



A depressao também esta associada a sintomas fisicos, como dores intensas e proble-
mas gastrointestinais, além de estar associada a um risco aumentado de outras condigdes de
salde, como doencas cardiovasculares e diabetes. (Marwood et al., 2018; Edinoff et al., 2021).
Para o diagndstico do TDM, alguns critérios que devem ser levados em consideracdo estdo
elencados no Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais, na sua quinta edi¢éo
(Apa, 2022).

Os principais critérios sdo: a) pelo menos cinco sintomas dentre: humor deprimido,
diminuicdo do interesse, perda ou ganho significativo de peso, insonia ou hipersonia, fadiga,
agitacdo ou retardo psicomotor, dificuldade de concentragdo, sentimentos de inutilidade ou
culpa excessiva e pensamentos frequentes de morte; b) os sintomas ndo podem ser melhor ex-
plicados por outra doenca; ¢) devem causar prejuizo no funcionamento social ou ocupacional,
e d) ndo devem estar associados a um momento de luto normal (Beurel; Toups; Nemeroff, 2020;
Apa, 2022).

Comumente, individuos depressivos também desenvolvem quadros agudos ou créni-
cos de ansiedade e, por consequéncia, o impacto na sua qualidade de vida geral € muito alto
(Khushboo; Sharma, 2017; Fasipe et al., 2018; Marwood et al., 2018; Fiksdal et al., 2019; Sahle
et al., 2019). Nesse sentido, a sintomatologia € mista e o diagnostico pode ou ndo estar associ-
ado. Algumas classes terapéuticas, que serdo discutidas no subtdpico 2.4. deste trabalho, sdo
utilizadas para o tratamento de ambos os transtornos Choi; Kim; Jeon, 2020).

Pacientes que apresentam comorbidade de depressao e ansiedade, ou “depressao ansi-
osa” (do inglés “anxious depression”) sdo conhecidos por apresentar perfis neurobioldgicos
distintos em comparacdo com aqueles que ndo possuem a comorbidade dos dois transtornos.
Mesmo com a escassez de pesquisas sobre esse tema, diversos estudos tém revelado diferencas
significativas entre a depressdo ansiosa e a depressdo nao ansiosa no que diz respeito a funcao
do eixo HPA, descobertas em exames estruturais e funcionais do cérebro e marcadores de in-
flamacdo (Choi; Kim; Jeon, 2020; Demyttenaere; Heirman, 2020).

2.2 Epidemiologia e impacto socioeconémico e cultural
De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), uma a cada oito pessoas, ou

aproximadamente 970 milhdes de pessoas no mundo convivem com algum tipo de transtorno

mental ou psiquiatrico. Os Transtornos de Ansiedade sdo cada vez mais comuns, como a prin-
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cipal causa de disfuncéo psicossocial e normalmente associados a outros transtornos psiquiatri-
cos como a depressdo (Willie et al., 2016). De acordo com a OMS, em dados de 2020, o numero
de pessoas com ansiedade e depressdao aumentou em 26 e 28%, respectivamente, em conse-
quéncia do estado pandémico mundial com a COVID-19 (Who, 2022). Em 2019, a quantidade
de pessoas com algum transtorno de ansiedade era de 301 milhdes, incluindo 58 milhdes da
populacédo jovem (criancas e adolescentes). Este montante equivale a aproximadamente 4% da
populacdo mundial e a 10% da populacéo brasileira (Who, 2020).

A depressdo, por sua vez, é uma das doengas mentais mais comuns, afetando pessoas
de todas as idades e origens. Estima-se que mais de 264 milhdes de pessoas em todo 0 mundo
tenham depressdo, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (Abdallah et al., 2018;
Who, 2021). A sua prevaléncia pode variar significativamente de uma regido para outra. Por
exemplo, estudos sugerem que as taxas de depressao podem ser mais altas em paises de alta
renda, onde fatores de estresse como estilo de vida agitado e pressdes sociais podem desempe-
nhar um papel importante. Entre os géneros, o feminino possui maior incidéncia de TDM e isso
pode ser atribuido a uma combinacdo de fatores bioldgicos, hormonais, sociais e culturais
(Sahle et al., 2019; Dudek et al., 2021; VVan Poelgeest et al., 2021).

Mundialmente, os transtornos depressivos e ansiosos sao a principal causa para perda
de qualidade de vida provocada por doengas “nao-fatais”, o que corresponde a 5,5% de todos
os Anos Perdidos por Invalidez (do inglés: “Years Lost with Disease, YLD "), a qual & uma
métrica que calcula a quantidade de tempo em que o individuo possui uma saude geral inferior
a considerada ideal pela OMS. No Brasil, a OMS estima que aproximadamente 1,6 milhdo de
pessoas convivem atualmente com alguma causa de invalidez por conta destes transtornos, o
que soma 6,1% de todos os YLD do pais (Who, 2019).

2.3 Mecanismos neurais da ansiedade e depressao

Existem diversas teorias que buscam explicar 0s processos neurobioldgicos envolvidos
nos transtornos de ansiedade e depressdo. Muitas destas vertentes conseguem explicar o surgi-
mento e 0 agravo sintomatico tanto da ansiedade, como da depressdo. A principal teoria, a mo-
noaminérgica, explica os sintomas depressivos por meio de um desequilibrio na concentracdo
quimica de alguns neurotransmissores (NT) monoaminérgicos, como a serotonina (5-HT), a
dopamina (DA) e a noradrenalina (NA) (Abdallah et al., 2018). Além da teoria monoaminér-

gica, que sera detalhada a seguir, existem diversas outras que apresentam boa fundamentacédo
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cientifica e que, somadas, corroboram para uma maior compreensao dos transtornos. As prin-

cipais abordam aspectos neurofisioldgicos, genéticos e socioambientais (Dudek et al., 2021).

2.3.1 Teoria monoaminérgica

A neurotransmissdo monoaminérgica é fundamental para a sinalizacdo do Sistema Ner-
voso Central (SNC) e do o Sistema Nervoso Periférico (SNP), uma vez que a serotonina (5-
HT), a dopamina (DA) e a noradrenalina (NA) estdo envolvidas na regulacédo de diversas fun-
¢des do organismo, como atenc¢do, sono, humor, dor, prazer e apetite (Homan et al., 2015) (Fi-
gura 1). Essas moléculas sdo sintetizadas nos neurénios pré-sinapticos, a partir dos precursores
L-triptofano para a 5-HT e tirosina para a DA e NA. Apos sua sintese, tais moléculas sdo arma-
zenadas em vesiculas celulares, com o auxilio do Transportador Vesicular de Monoamina do
tipo 2 (VMAT?2), até sua eventual secrecdo na fenda sinéptica, onde irdo interagir com seus
receptores pds-sinapticos (Hassanzadeh; Abbasi-Maleki; Mousavi, 2022).

Neur6nio Serotonérgico Neurdnio Noradrenérgico Neurdnio Dopaminérgico

Triptofano

g
o (Bupropiona
% A e N?
. - - gy
St S Ao Receptor e oy Receptor
6 L pico

Figura 1. Esquematizacdo da neurotramisssdo monoaminérgica e sua influéncia em circuitos
cerebrais. Fonte: adaptado de Torres, Gainnetdinov e Caron, (2003); Pitsillou et al. (2020). Cri-
ado pelo Biorrender (2022).

Com relacdo a 5-HT, sua sintese ocorre no Nucleo da Rafe (NMR), localizado no me-
sencéfalo, sendo sua producdo nao restrita ao SNC, por isso sua desregulacéo envolve variados
mecanismos, e esta intimamente associada a doencas psiquiatricas, como depressdo e ansie-
dade, isso se da principalmente em razdo da influéncia desse neurotransmissor em circuitos

relacionados a emogdes, memoria e sono (Lesch et al., 2012).
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Sendo assim, as diversas fungfes da 5-HT por todo o organismo é refletida na quanti-
dade de receptores para essa molécula, sendo classificados de 5-HT1 a 5-HT+, apresentando ao
todo 14 subtipos, dentre os quais vale destacar 0 5-HT2a e 0 5-HT1a, esse ultimo compreende
a uma das isoformas mais abundante no SNC, sendo encontrado em duas populagdes distintas,
como auto-receptores somatodentriticos nos nucleos da rafe ou como heterorreceptores pés si-
napticos em diversas areas centrais inervadas por projecdes serotoninérgicas, em neurdnios pi-
ramidais e interneurdnios Gabaérgicos (Pourhamzeh et al., 2022)

Esses receptores sdo classificados como metabotrépicos acoplados as proteinas Gi/o,
tendo como fung&o a diminuicédo dos niveis intracelulares de Monofosfato de Adenosina ciclico
(cAMP), o que gera uma ativacao dos canais de potassio, aumentando assim o efluxo desse ion
e promovendo uma inativacao dos canais de calcio dependente de voltagem, diminuindo a ati-
vidade neuronal (Gould, 1999).

Desse modo, como alvos farmacolégicos da via serotoninérgica, tem-se como primeira
linha para o tratamento da ansiedade e da depressdo os Inibidores Seletivos da Recaptagédo de
Serotonina (ISRS), que atuam na inibi¢do do Transportador de Serotonina (SERT) no neurdnio
pré-sinaptico, responsavel por regular a concentracdo de 5-HT na fenda sinaptica, por meio de
um mecanismo de feedback negativo (Atigas, 2013; Nautiyal, 2017). Dessa maneira, a sua ini-
bicdo ocasiona uma maior disponibilidade de 5-HT, elevando a sua a¢do nos neurbnios pos-
sinapticos, promovendo tanto a diminui¢cdo dos niveis de ansiedade e depressdo, quanto o au-
mento na proliferacdo de células do hipocampo e expressao de proteinas relacionadas a neuro-
plasticidade, como Fator Neutréfico Derivado do Encéfalo (BDNF) (Baik, 2007).

A via dopaminérgica, através de mecanismos envolvendo o sistema mesolimbico apre-
senta intima relacdo na modulacéo de comportamentos, como os da ansiedade e da depresséo.
Nos neurdnios catecolaminérgicos, a tirosina-hidroxilase converte a tirosina no aminoacido L-
Dopa, que em seguida, por meio de uma reacdo de descarboxilacdo, mediada pela enzima L-
amino&cido aromatico descarboxilase, sera convertida em DA e armazenada em vesiculas no
neurdnio pré-sindptico por meio da VMAT (Daubner; Le; Wang, 2010). A DA tem sua a¢ao
em receptores metabotrépicos acoplados a proteina G, sendo esses divididos em duas classes
principais. Aqueles acoplados a proteina Gs, que levam ao aumento dos niveis de CAMP, sdo
os Di-Like, sendo representados pelos receptores D1 e Ds, ja 0s que diminuem os niveis de
cAMP, e consequentemente acoplados as proteinas Gi/o, participam da classe D»-Like, sendo
eles os receptores Do, D3 e D4 (Baik, 2013; Gerson; Vishme, Grunhaus, 2007).
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O receptor D1, ao ser ativado, pode mediar comportamentos relacionados a ansiedade,
depressao, recompensa e a memoria, além de deflagrar respostas imunoldgicas e neuroinflama-
toria. Seu mecanismo pode ser estimulatorio ou inibitorio, a depender da regido ativada. Nas
células da amigdala, h& inibicdo dos interneurbnios gabaérgicos intercalados nos agrupamentos
paracapsulares, pela atuacdo em receptores D1, aumentando a angiogénese e 0 medo, ja nas
regides basolateral, nos neurénios de projecéo, o efeito € excitatdrio (Pinard et al., 2008; Health
etal., 2015).

Com relacdo aos receptores D, pré-sindpticos, encontram-se majoritariamente em ter-
minais do cortex pré-sinaptico pré-frontal. Sua ativacdo exerce efeito supressor gabaérgico em
grupos de interneurdnios parvalbumina positivos em células da amigdala. A administracéao local
de agonistas do receptor D1 ou D2 na amigdala induz a efeitos semelhantes a ansiedade e de-
pressdo, e o contrério, efeitos ansioliticos e antidepressivos (Hem et al., 2015).

J& nos neurbnios noradrenérgicos, a DA sintetizada a partir da tirosina é convertida em
NA, por meio da acdo da enzima dopamina S-monooxigenase. A NA tem sua acdo difundida
por todo o encéfalo, mas apresenta suas maiores concentracao nos ndcleos do tronco cerebral e
no Locus Ceruleus (LC), regides importantes para o processo cognitivo, comportamental e res-
posta de luta ou fuga (Waterhouse; Berridge, 2003).

A NA exerce suas atividades por meio de receptores adrenérgicos, que sao classificados
em «a e . O papel excitatorio da NA é mediado pelo receptor a1, acoplado as proteinas Gg/11,
que levam ao aumento de célcio intracelular, e por meio dos receptores S, esses acoplados a
proteina Gs, que por meio da ativacdo da ciclase de adenilil leva ao aumento dos niveis de
CcAMP intracelular. Ja a atividade inibitoria esta relacionada, majoritariamente, aos receptores
a2, que acoplam as proteinas Gi/o, e consequentemente diminuem a concentracdo intracelular
de cAMP (Triposkiadis et al., 2009).

A maior expresséo de autorreceptores, em especial do subtipo a2, foi maior observada
em pacientes deprimidos no cértex pré-frontal e no LC, refletindo em uma diminui¢do da ati-
vidade noradrenérgica em receptores pds-sinapticos, visto a regulacdo negativa exercida pelos
autorreceptores (Asnis; Sanderson; Praag, 1992). Enquanto que a analise de autorreceptores a1
em pacientes com estado depressivo revelou que esse subtipo se encontra dessensibilizado,
sendo esse um dos receptores responsaveis pelo aumento da liberacdo da NA na fenda sinéptica
(Holland; Robbins; Rowe, 2021).

Dessa forma, os Inibidores da Recaptagdo de Noradrenalina (IRNs) sdo cada vez mais

usados na farmacoterapia da ansiedade e da depressdo, tendo em vista o papel fundamental
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exercido pela NA na regulacdo da emocéo, tais farmacos vao inibir a atividade do Transportador
de Noradrenalina (NET), dessa forma a NA deixa de ser transportada de volta para o neurdnio
pré-sindptico, aumentando assim o seu tempo de atuacdo em neur6nios pds-sinapticos (Sehel-
ton, 2019).

2.3.2 Teoria glutamatérgica

Apesar da consolidacdo de neurotransmissores catecolaminicos na neuroquimica da an-
siedade e depressao, novas abordagens terapéuticas tornam-se potencialmente interessantes no
desenvolvimento de tratamentos que atuem por diferentes circuitos neurais (Batista et al.,
2011). A modulagdo da via glutamatergica € alvo de estudos na geracao de ansioliticos e anti-
depressivos. O glutamato é um neurotransmissor excitatério que atua em receptores ionotropi-
cos e metabotropicos. O receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) nome dado em razédo do seu
agonista seletivo, é um receptor idnico controlado por ligantes, condutor de corrente de célcio,
com alta densidade em regi6es mesocorticolimbicas, mediando respostas fisiologicas relacio-
nadas a funcdo sinptica, plasticidade, aprendizagem, memoria, depressdo, ansiedade e medo
(Niciu et al., 2014).

Sua estrutura cristalografica é composta por heterotetrameros de subunidades: GIuN1 e
GIuN2A/B/C/D ou GIuN3A/B. Os dominios carboxiterminal e aminoterminal das subunidades
sdo regides importantes na atividade regulatdria do receptor (Lee et al., 2014; Niciu et al.,
2014). Estudos pré-clinicos tém demonstrado que antagonistas como a cetamina e analogos
(fenciclidina e dizocilpina) atuam diminuindo a atividade do canal, reduzindo o influxo de Ca?*
e as correntes mediadas pelo receptor NMDA.. A cetamina atua na fisiopatologia de desordens
psiquiatricas em doses subanestésicas, atingindo o tecido cerebral em concentra¢fes micromo-
lares (Zorumski; Izumi; Mennerick, 2016).

Em resumo, os agentes que atuam bloqueando o receptor NMDA, ap0s a dissociac¢ao do
glutamato em regides como o hipocampo ventral e cortex pré-frontal afeta o0 comportamento
emocional. Estudos com camundongos knockout demonstraram que a delegéo das subunidades
do receptor e a administragdo de drogas intra hipocampais melhoram as caracteristicas fenoti-
picas da ansiedade e depressdo (Batista et al., 2008; Batista et al., 2011) A neurobiologia dessas
desordens apresenta mecanismos neurais ainda obscuros, no entanto, dados clinicos sugerem
que as acdes desses antagonistas podem estar relacionadas a restauracdo da plasticidade cere-
bral desadaptativas mediante a inibicdo dos receptores NMDA em interneuronios Gabaérgicos,
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no cortex preé frontal medial, resultando na desinibicao de neurénios piramidais glutamatérgicos
e a deflagracdo de um pico glutamatégico (Brum, 2001). Além disso, o blogueio dos receptores
NMDA, por antagonistas como a memantina, podem induzir a uma maior expressdo do mRNA
do BDNF e GNDF e do seu receptor trkB no cortex limbico de rato, melhorando as funges
neurogeénicas, que constitui uma das bases fisiopatoldgicas da ansiedade e depressao (Figura 2),
(Niciu et al., 2014).
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Figura 2. Esquematizacdo da atividade da cetamina em circuitos cerebrais glutamatérgicos en-
volvidos na inibicéo de interneurdnios gabaérgico e nos mecanismos transcricionais de fatores

relacionados a neuroplasticidade. Criado pelo Biorrender (2023).

2.3.3 Viada Guanilato Ciclase Soluvel/éxido nitrico sintase neuronal (GCS/nNOs)

A ativacdo das enzimas GCS e nNOS tém sido considerada importante via molecular
no agravamento do estado de humor em pacientes com transtornos comportamentais (MAC-
CALLINI; AMOROSO, 2016). Niveis elevados de nNOS e GCS foram registrados no hipotéa-
lamo, hipocampo e cortex pré-frontal em modelos animais expostos ao estresse para indugdo
do comportamento do tipo ansiedade e depressdo (Gutiérrez et al., 2020; Joca et al., 2019;
Calixto et al., 2010).
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Nos mamiferos existem trés isoformas funcionais da enzima 6xido nitrico sintase
(NOS): nNOS (neuronal), eNOS (endotelial) e iINOS (induzivel) (Alderton; Cooper; Knowles,
2001). A nNOS foi inicialmente descrita em neurdnios, contudo pode ser encontrada na mus-
culatura estriada esquelética, epitélio brénquico e traqueia (Kobzik et al., 1993). A nNOS tem
sua atividade regulada pelos niveis de célcio (Ca%") uma vez que so se liga & calmodulina na
presenca de altas concentragdes citosdlicas desse cation bivalente. Quando estimulada, esta iso-
forma produz pouca quantidade de 6xido nitrico (NO) a partir da L-arginina, o suficiente para
que exerca suas funcdes fisiologicas (Alderton, Cooper; Knowles, 2001). Embora muito impor-
tante no sistema nervoso central, 0 NO, em niveis elevados, esta relacionado no agravamento
de quadros de ansiedade e depressao por estimular o aumento do estresse oxidativo e a infla-
macdo no cérebro (Lee; Giuliani, 2019; Pitsikas, 2018; Yuste et al., 2015; Salim; Chugh;
Asghar, 2012).

O NO como mediador pro-inflamatério € um fator chave para o inicio de eventos que
aumentam a atividade neuroinflamatdria, principalmente por promover a dilatacao e o aumento
da permeabilidade da barreira hematoencefalica que favorecera a migracéo de células inflama-
torias periféricas para o tecido cerebral (COLEMAN, 2001). Células neuronais, em situacdes
de estresse, geram NO e anion superdxido (O2’), que podem, entdo, se unir para formar o &nion
peroxinitrito (ONOQ"). O peroxinitrito € um poderoso oxidante capaz de iniciar a peroxidagao
lipidica da membrana plasmatica, danificar diretamente o DNA, causar disfuncdo proteica e
oxidar antioxidantes lipossoltveis (Lau; Tymianski, 2010; Hogg; Kalyanaraman, 1999; Radi et
al., 1991). Adicionalmente, o NO também pode ativar receptores de rianodina tipo 1, no reticulo
endoplasmatico, e aumentar a concentragdo de Ca?* citosélico que resultara, entre outros efei-
tos, na geracgéo de radicais livres e aumento da exocitose de glutamato e consequente excitoto-
xicidade mediada pela ativacdo excessiva dos receptores NMDA (Bal-Price; Brown, 2001). A
hiperatividade dos receptores NMDA causaréa o influxo de Ca?* anormal nos neurdnios pds-
sinapticos e consequente superestimulacdo da nNOS e aumento da sintese de NO (Maccallini;
Amoroso, 2016).

Por fim, foi relatado que o NO tem como principal alvo a GCS, enzima responsavel pela
conversdo de guanosina 5-trifosfato (GTP) em guanosina 3,5-monofosfato ciclico (cGMP)
(Denninger; Marletta, 1999). E conhecido que a via L-arginina-NO-cGMP, modulada pelas en-
zimas nNOS e GCS, é uma via de sinalizagdo importante que se sugere estar implicada na
regulacdo de uma variedade de processos comportamentais, cognitivos e emocionais, incluindo

a ansiedade e depressdo (Reierson et al, 2011; Picon-Pages; Garcia-Buendia; Mufioz, 2019;

33



Calixto et al., 2010; Kleppisch; Feil, 2009). Portanto, estudos indicam que a inibigdo da nNOS
e GCS sdo valiosos alvos como estratégias eficazes para a terapia desses transtornos comporta-
mentais (Singh; Walia, 2020; Maccallini; Amoroso, 2016; Yazir; Utkan; Aricioglu, 2012; Mo-
retti et al., 2011) (Figura 3).
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Figura 3. Via da Guanilato Ciclase Soluvel/dxido nitrico sintase neuronal (GCS/nNOs) e suas

alterac@es neurofisioldgicas. Criado pelo Biorrender (2023).
2.3.4 Viainflamatdria - citocinas TNF-a, IL-1P e IL-6 e Estresse Oxidativo

Pesquisas tem demonstrado uma correlacéo direta entre os processos neuroinflamatérios
e oxidativos pela submissao a condicdes de estresse, como fatores predisponentes para o desen-
cadeamento de quadros de ansiedade e depressdao (Dowlati et al., 2010; Marc et al., 2014). 1sso
acontece em razdo dos altos niveis de expressdo de EROs e malonaldeido (MDA), associadas
a uma atividade reduzida do sistema antioxidante (SOD, GSH, NQA1), que nas regides hipo-
campais demarcam dano oxidativo pelo enfraquecimento da capacidade de eliminar radicais
livres. Ademais, esse desequilibrio redox também influencia como mensageiros upstream ati-
vando o NLRP3 e vias de sinalizagdo inflamatoria do NFkB culminando na produ¢ao de medi-
adores inflamatdrios como como o nitrito e citocinas (Ji et al., 2021).

Ressalta-se que, nas ultimas décadas tem se demonstrado que existe uma correlacdo

direta entre as disfun¢bes imunoldgicas e o aumento dos niveis de mediadores inflamatorios,

34



como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1beta (IL-1pB) e interleucina -6 (IL-
6) em pacientes com transtornos de depressdo e ansiedade. As citocinas sdo proteinas ou poli-
peptidios capazes de modular condicdes inflamatorias e imunologicas. Ao atingirem o SNC,
participam na regulacéo neurofisioldgica de circuitos que envolvem o metabolismo de neuro-
transmissores, hormonios e plasticidade neural (Vogelzangs et al., 2016; Zou; Feng, Yang,
2018).

Os antidepressivos inibidores da recaptacdo de serotonina (ISRS) e os triciclicos séo
capazes de causar uma deplecdo nos niveis de citocinas pré-inflamatdrias e aumentar os niveis
das citocinas anti-inflamatdrias, a exemplo da IL-10. Postula-se que essa regulacdo se da em
razdo do aumento da ativacdo dos receptores serotoninérgicos das células imunes, controlando
a dindmica de liberacdo de citocinas pro- e anti-inflamatérias. Um outro mecanismo parece
envolver o aumento da producdo do cAMP, que ativa a proteina cinase A (PKA) aumentando
a producdo da proteina de ligacdo ao elemento responsivo ao CAMP, denominado como CREB,
diminuindo a producdo de citocinas pro-inflamatérias (Kenis; Maes, 2002; Herr; Bode; Du-
erschmied, 2017).

O TNF-a ¢ uma citocina pleiotropica com papel importante na regulacdo de fungdes
cognitivas e nos transtornos de ansiedade e depressao. Seu efeito bioldgico é exercido a partir
da sua ligacéo aos receptores TNFR1e TNFR2, expressos respectivamente em condigdes fisio-
I6gicas e induzidas, sinalizando diversos efeitos intracelulares. Esta citocina ativa o eixo hipo-
talamico hipofisario adrenal (HPA), aumentando a atividade de transportadores neuronais de 5-
HT e a estimulacéo da indoleamina 2,3-dioxigenase diminuindo a concentragéo de triptofano,
impactando na fisiopatologia da ansiedade e depressdo. Além disso, essa molécula esta envol-
vida na ativacdo da microglia cerebral, diminuindo marcadores da plasticidade sinéptica e au-
mento de eventos neurodegenerativos (Postal; Appenzeller, 2011; Postal et al., 2016; Krishna-
das; Cavanagh, 2012).

A via do NFE2L2 tem sido estudada como regulador importante nos quadros de ansie-
dade e depressao. Esse fator por sua vez ao ser ativado induz a expressao de genes citoprotetores
e de desintoxicacdo. 1sso acontece em razdo que em estados de estresse oxidativo adequado, o
NFE2L2 se desvincula do KEAPL, que é um inibidor natural do NFE2L2, e migra para o nucleo,
onde se combina com o ARE, promovendo a transcrigdo génica de antioxidantes como a SOD
e HMOX (Hashimoto, 2018; Ji et al., 2021). Outro mecanismo importante envolvido na infla-

macao presente nos quadros de depressdo, envolve o desequilibrio na via PIK3CA/AKT1, que
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impacta diretamente na captacéo e transporte de neurotransmissores como serotonina, gluta-
mato e acetilcolina, regulando assim os niveis e func¢Ges dos receptores de neurotransmissores.
Além disso, essa via ao catalisar a conversao PIP2 em PIP3, induz a fosforilacdo de AKTL.
Consequentemente, a forma fosforilada de AKT1 ativa vérias vias downstream, incluindo as
vias mTOR, FoxO, GSK-3B e NF«B, regulando a sintese proteica, proliferacdo celular, dife-
renciacdo, autofagia e apoptose e de fatores envolvidos na neuroplasticidade, como o0 BDNF
(Figura 4) (Ji et al., 2021).
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Figura 4. Mecanismos neuroinflamatérios e oxidativos envolvidos na fisiopatologia de trans-

tornos psicoldgicos — ansiedade e depressdo. Criado pelo Biorrender (2023).

2.3.5 Aspectos neuroanatdbmicos, genéticos e ambientais envolvidos na depresséo

Existe uma teoria que relaciona os sintomas depressivos a uma disfuncéo no circuito
de recompensa e motivagdo. Esse sistema envolve areas como o nucleus accumbens e esta as-
sociado a sensacéo de prazer e motivacdo. Na depressdo, existem evidéncias de que ha disfun-
¢ao nesse circuito, 0 que leva a perda de interesse e prazer em atividades antes gratificantes, um
dos sintomas-chave da doenca (Dudek et al., 2021). Na literatura, tambem ja existem achados

de que o hipocampo, uma &rea do cérebro envolvida na regulacdo das emocdes e na formacao
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de memorias, também desempenha um papel importante na depressdo. A atrofia ou redugédo do
volume do hipocampo tem sido observada em pessoas com depressdo. A plasticidade neural, a
capacidade do cérebro de se reorganizar e formar novas conexdes, também pode ser afetada em
pacientes com TDM (Micheli et al., 2018).

Observac0es feitas ainda no século XIX, por psiquiatras europeus, como Morel, Grie-
singer, Musdley e Kraepelm, ja relatavam a maior incidéncia de transtornos depressivos em
algumas familias europeias e, desde entdo, estudos clinicos buscando observar a existéncia de
um componente genético na fisiopatologia da depressdo vém sendo realizados (Kuzminskaite
etal., 2021). A relacdo entre fatores genéticos e os transtornos de ansiedade e depressdo, como
a incidéncia de polimorfismos genéticos, interacGes gene-ambiente e predisposicao poligénica
(De Deurwaerdere; Di Giovanni, 2021) ja é conhecida. Sabe-se que familiares de primeiro grau
possuem um risco 2 vezes maior de desenvolver a doenga quando comparado & populagéo geral
(Cai et al., 2020).

Nos ultimos 30 anos de pesquisa clinica genético-epidemioldgica da depressdo, traba-
Ihou-se com a subclassificacdo de Leonhard que a divide em disturbio bipolar, onde se enqua-
dram a mania e depresséo juntos, e o distdrbio depressivo unipolar, onde se encontram sintomas
da depressao clinica (Wang; Wang; Chen, 2021). Nestes estudos, sdo observados dados impor-
tantes, como a incidéncia trés vezes maior de depressdo unipolar em um individuo que possui
um parente de primeiro grau com depressdo, enquanto que o risco de transtorno bipolar neste
individuo ¢ o mesmo que para a populacdo geral. Em contrapartida, em um individuo com
familiares com distarbio bipolar o risco de ele desenvolver é de sete vezes maior (Penner-Foeke;
Binder, 2019; Kuzminskaite et al., 2021).

Em recentes Estudos de Associacdo Gendmica Ampla (da sigla “GWAS” em inglés
“Genome Wide Association Studies™), fica claro que o Transtorno Depressivo Maior ¢ uma
condicdo poligénica com a possivel identificagdo de varios “locus”. Os principais identificados
foram metilagcGes do DNA, modificagdes em histonas (H3K14ac, HDAC2, H3K4ac, H3K4Me3
e H3K27me3) e diminui¢do de microRNA miR-1202 (lga et al., 2007; Hobara et al., 2010;
Fiori; Gross; Turecki, 2012). Apesar disso, a hereditariedade estimada (~40 %) é menor que
para 0s outros transtornos neuropsiquiatricos, como a esquizofrenia, o transtorno bipolar e o
Transtorno de Déficit de Atencédo e Hiperatividade (TDAH), que possuem uma incidéncia he-
reditaria de 75-80% (Penner-Foeke; Binder, 2019).

Isso sugere que, para a depressao, outros fatores contribuem significativamente mais

para o surgimento do transtorno, como por exemplo caracteristicas do ambiente social como
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exposicao ao estresse. Como exemplo, uma meta-analise foi realizada com 26 estudos e encon-
trou que traumas na infancia, principalmente decorrentes de negligéncia ou abuso emocional
estdo fortemente relacionados com o aparecimento de depressao na idade adulta (KENDLER;
Karkowski; Prescott, 1999; Mcguffin, 2003; Mandelli; Petrelli; Serretti, 2015).

Ademais, alguns determinantes sociais como poder aquisitivo e 0 ambito educacional
aumentam significantemente o risco em desenvolver o transtorno. As caracteristicas socioam-
bientais nas quais os individuos estdo inseridos cotidianamente pode impactar consideravel-
mente na incidéncia, na recidiva e no agravamento da sintomatologia dos quadros de ansiedade
e depressdao (MAO et al., 2021). Em locais em que ha propensao a eventos estressantes e trau-
maéticos podem contribuir e agravar o quadro da doenca (Kuzminskaite et al., 2021; Mckay et
al., 2021).

24 Terapias farmacoldgicas e ndo-farmacoldgicas nos transtornos de ansiedade e

depressao

O tratamento destes transtornos geralmente envolve medidas farmacolégicas e nédo-
farmacologicas, somadas ao acompanhamento psicoterapéutico continuo (Khushboo; Sharma,
2017; Fasipe et al., 2018). Como medidas ndo-farmacoldgicas, ja existem diversas evidéncias
cientificas da eficacia da realizacdo de exercicios fisicos e cardiovasculares regulares, bem
como de mudancas na alimentacdo e na atividade laboral do individuo, meditacdo e/ou yoga
(Lietal., 2019; Kraus et al., 2019; Demyttenaere; Heirman, 2020).

A psicoterapia representa uma importante ferramenta para o tratamento dos transtor-
nos de ansiedade e a depressao (Rosa-Alcazar et al., 2022; Schrammen et al, 2022). Existem
diversas abordagens psicoterapicas que possuem eficadcia comprovada utilizadas cotidiana-
mente pelos psicologos, como a terapia cognitivo-comportamental (TCC), as terapias baseadas
em mindfullness (Zemestani; Fazeli-Nikoo, 2020; Demyttenaere; Heirman, 2020) e as terapias
de aceitacdo e compromisso. A TCC atualmente é a abordagem que possui maior quantidade
de evidéncias cientificas que comprovem sua eficacia no tratamento da ansiedade (Baker et al.,
2021) e também em outras condicBes clinicas como a depressao e transtorno obsessivo com-
pulsivo (TOC) (Roper et al., 2022).

Associado a psicoterapia, 0 tratamento farmacologico contribui para manter a estabi-
lidade emocional do individuo, uma vez que essa modalidade de tratamento age sobre os sinto-
mas caracteristicos da ansiedade e da depressdo, de forma cronica, e melhoram a qualidade de
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vida do paciente (Thibaut, 2017; Harro, 2018). Além dos medicamentos convencionais, algu-
mas terapias complementares vém ganhando bastante destaque no campo cientifico, como a
aromaterapia, que faz uso de 6leos essenciais (OE), e a fitoterapia, que faz uso de chés e prepa-
rados de plantas dotadas de potenciais sedativo, ansiolitico e antidepressivo conhecidos (Turan-
Kavradim; Yangoz; Ozer, 2021; Hartley; Mclachlan, 2022).

O tratamento farmacologico deve ser iniciado quando ndo ha resposta apenas com me-
didas ndo farmacoldgicas e acompanhamento psicoterapéutico. O psicologo e o psiquiatra séo
fundamentais para o correto diagnéstico do momento ideal para inicio da terapia e decisdo da
posologia. O tratamento é sintomatico, logo é imprescindivel que o paciente continue com o
acompanhamento psicolégico (Moura et al., 2020).

Muitos farmacos séo utilizados tanto em quadros de ansiedade, como de depressao, ou
em casos de comorbidade entre os dois transtornos (GIBSON-SMITH et al., 2020). Os antide-
pressivos usados clinicamente auxiliam na redugéo dos sintomas depressivos, por meio de me-
canismos que aumentam a concentra¢do de monoaminas (serotonina, noradrenalina e/ou dopa-
mina (Furukawa et al.,2016) nas fendas sinapticas, com a¢fes que vao desde o bloqueio da
recaptacdo ou dos receptores monoaminérgicos a inibicdo da enzima monoamina oxidase
(Khushboo; Sharma, 2017; Fasipe et al., 2018).

Até a década de 1980, o tratamento farmacoldgico da depressao se limitava aos anti-
depressivos de primeira geracdo, dentre os quais se encontram 0s antidepressivos triciclicos
(ADTSs), como a imipramina, desenvolvida em 1958, e os inibidores da monoamina oxidase
(IMAO) (Furukawa et al.,2016). Os Antidepressivos Triciclicos (ADT), como a amitriptilina,
nortriptilina e imipramina também inibem transportadores de monoaminas.

Os ADTs blogueiam a recaptacdo de serotonina e noradrenalina nos terminais pré-
sinapticos, 0 que leva ao aumento na sua concentra¢do no espaco sinaptico. Entretanto, atual-
mente, sdo farmacos menos utilizados para o tratamento da depressdo, devido ao seu perfil de
efeitos colaterais, uma vez que possuem menor seletividade que os demais farmacos (Abdallah
et al., 2018).

Estes efeitos indesejaveis sdo devidos, pelo menos em parte, a acdo dos ADTs como
antagonistas competitivos dos receptores pos-sinapticos adrenérgicos, muscarinicos e histami-
nérgicos (Moraczewski; Aedma, 2020), o que favorece o aparecimento de efeitos como tontura,
sonoléncia, hipotensao arterial (receptor alfa-1 adrenérgico), visdo turva, aumento do apetite,
sedacgéo, ganho de peso (receptor H1) (Cleare et al., 2015), podendo ainda ser letais em altas
doses (MAGGIONI et al., 2008).
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Os Inibidores da Monoamina Oxidase (IMAQ), por sua vez, possuem como alvo a
enzima monoamina oxidase, a qual é responsavel por metabolizar NT monoaminérgicos. Ao
inibirem esta enzima, seus niveis aumentam e ha melhora sintomatica da depressao. Entretanto,
os IMAOs séo dotados de diversos efeitos colaterais e de alta toxicidade, além de interagirem
com diversos outros medicamentos e alimentos (Farach et al., 2012; Abdallah et al., 2018).

A segunda classe de antidepressivos possui um melhor perfil de efeitos colaterais e
adversos e ¢ composta pelos inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (ISRS) (GIBSON-
Smith et al., 2020). Dentre as principais classes de farmacos antidepressivos que atuam no
ajuste de concentragcdo de monoaminas, estdo os ISRS como a fluoxetina, a sertralina, a paro-
xetina e o escitalopram. O alvo destes farmacos é o transportador de serotonina (5-HT) no neu-
ronio pré-sinaptico, atuando na inibicao da recaptacdo 5-HT, fazendo com que haja aumento na
sua concentracdo na fenda sinéptica (De Deurwaerdere; Di Giovanni, 2021; Edinoff et al.,
2021).

Estes neurdnios possuem projecdes axonais por todo o cérebro e sdo responsaveis por
controlar diversos processos cerebrais, incluindo as emogdes, 0 sono, 0 comportamento sexual,
0 apetite e a percepgdo sensorial. Entretanto, mesmo com um melhor perfil de seguranca, 0s
ISRS também provocam alguns efeitos colaterais como ins6nia, nauseas, disfuncdo sexual e
sindrome de abstinéncia quando interrompidos abruptamente (Olivier et al., 2011; Gartlehner
etal., 2011)

Outras classes de antidepressivos que visam o reequilibrio de monoaminas nas fendas
sinapticas, sdo os Inibidores da Recaptacao de Serotonina e Noradrenalina (IRSN), como a du-
loxetina, a venlafaxina e a desvenlafaxina, e os Inibidores da Recaptacdo de Noradrenalina e
Dopamina (IRND), como a bupropiona (Van Poelgeest et al., 2021). Estes farmacos apresentam
eficacia comprovada para depressao e ansiedade, porém, apresentam menor tolerabilidade te-
rapéutica (Baldwin et al., 2014).

Além disso, o tratamento esta associado com o desenvolvimento de hipertenséo arte-
rial e com o risco de desenvolver disfuncdo hepética (Bleakley; Davies et al., 2014). Existem
outros farmacos que também podem ser utilizados na terapia antidepressiva, como a mirtaza-
pina, um antagonista alfa-2-adrenérgico central que aumenta a neurotransmissdo noradrenér-
gica e serotoninérgica central, e a agomelatina, que age nos receptores de melatonina e nora-
drenalina (Marwaha et al., 2023).
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Classicamente, a terapia ansiolitica é representada pelos farmacos da classe dos ben-
zodiazepinicos (BDZs) como, por exemplo, o diazepam, que sdo moduladores alostéricos po-
sitivos do receptor de acido gama-aminobutirico tipo A (GABAA). Esta acdo favorece um au-
mento na condutancia do ion Cl" através do seu canal, promovendo hiperpolarizacdo de mem-
brana e diminuicdo da propagacao de impulsos nervosos (Baker et al., 2021; Roper et al., 2022).
Este receptor é frequentemente associado a regulacdo de processos emocionais, COmo 0S qua-
dros de ansiedade (Kim; Hibbs, 2021). Entretanto, apesar da eficacia dos BDZs, estes farmacos
causam efeitos indesejaveis, como sedacdo, amnésia, dependéncia, relaxamento muscular e
abstinéncia, o que prejudica a adeséo terapéutica (Maust; Lin; Blow, 2019).

Além dos BDZs, cronicamente, os ISRS também sdo utilizados no tratamento da an-
siedade, demonstrando grande eficacia farmacoldgica com o passar dos anos, a exemplo do
escitalopram e a fluoxetina, 0s quais proporcionam um aumento na concentragdo de serotonina
(5-HT) nas fendas sinapticas. Ultimamente, esta alternativa terapéutica esta tomando bastante
espaco no tratamento do TAG, em funcdo da associacdo do TAG com a depressdo, além do
perfil de efeitos colaterais e da seguranca da classe. Os BDZ, a exemplo do diazepam, clonaze-
pam e alprazolam, sdo muito utilizados em associagdo com os ISRS para o tratamento de crises
agudas de ansiedade e panico (Baldwin et al., 2014; Thibaut, 2017; Harro, 2018).

Os principais problemas envolvidos com a terapia farmacoldgica antidepressiva e an-
siolitica estdo centrados na adesdo ao tratamento. Em primeira instancia, existe um retardo de
semanas até o inicio da aparicdo de melhora sintomatica, além de uma vasta gama de efeitos
colaterais e adversos, que acabam diminuindo a qualidade de vida do paciente (Oliva et al.,
2021). Outros problemas estdo relacionados as restricdes de atividades de rotina, por conta de
efeitos sedativos ou por interacdo farmaco-nutriente ou com alcool. O abandono sem desmame
também gera sindrome de abstinéncia, por serem farmacos psicotropicos de uso crénico (Van
Poelgeest et al., 2021).

2.4.1 Plantas medicinais e Gleos essenciais no tratamento de transtornos mentais
As plantas medicinais sdo fontes de compostos quimicos biologicamente ativos reco-
nhecidas ha milénios por seus diversos beneficios terapéuticos (Zhang et al., 2021; Fernandes

et al., 2021). Este conhecimento a respeito do potencial terapéutico de plantas medicinais é

milenar e vem da cultura dos povos antigos e de varias tribos indigenas. Diversas sao as espécies
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que ja possuem atividade biolégica comprovada cientificamente, por possuirem fito constituin-
tes em seus 6leos essenciais, 0s quais sdo divididos em dois grandes grupos: terpenos e fenil-
propanoides, além de outros componentes como aldeidos, ésteres, cetonas e alcoois estao pre-
sentes e conferem a complexidade aromatica dos 6leos essenciais (Bianchini et al., 2017; Santos
etal., 2019).

Os 6leos essenciais (OE) sdo substancias odoriferas formadas a partir do metabolismo
secundario dos vegetais para a sua protecdo contra ataques predatorios e de agentes polinizado-
res, por exemplo. Os seus componentes sdo formados a partir de trés vias biossintéticas: a via
do fosfato metileritritol (MEP), que leva aos monoterpenos e diterpenos; a via do acido meva-
I6nico, dando origem aos sesquiterpenos; e por ultimo, a via do acido chiquimico levando a
formacéo dos fenilpropanoides. Tais compostos sdo responsaveis pelas propriedades bioldgicas
das plantas aromaticas e medicinais (Derangeon et al., 2010).

A via do mevalonato inicia-se com a conversdo do acetil-CoA em 3-hidroxi-3-metil-
glutaril-CoA (HMG-CoA), através de uma série de reacbes enzimaticas. A partir da formacéo
de HMG-CoA, ha a conversdo em mevalonato, que € uma etapa-chave para a formacdo dos
terpenos. O mevalonato é, portanto, convertido em isopentenil-pirofosfato (IPP) e dimetilalil-
pirofosfato (DMAPP), unidades de construgdo fundamentais para a sintese dos terpenoides.
Estas unidades sdo condensadas e modificadas por uma série de enzimas especificas para for-
mar diferentes terpenos (Bianchini et al., 2017; Santos et al., 2019). Os terpenos representam a
maior classe de fitoconstituintes de 6leos essenciais e diversos sao 0s seus derivados que apre-
sentam atividade no tratamento de transtornos mentais, sobretudo nos transtornos de ansiedade
e depressé@o (Rosenkranz et al., 2021).

A utilizacdo de OE é bastante difundida, uma vez que esse fitocomplexo esta presente
na maioria dos produtos utilizados pelos homens, sendo os ingredientes principais de cosméti-
cos, perfumes para o corpo e o cabelo, produtos para a higiene, solugdes antissépticas orais e
cremes dentais. Sdo empregados também na aromaterapia a qual se baseia no uso de 6leos es-
senciais, que, devido a sua capacidade de serem facilmente absorvidas pela pele, sdo utilizados
para o alivio dos sintomas de diversas doencas, principalmente as que atingem o sistema ner-
voso central (Kaufman et al., 2016; Fernandes et al., 2021).

Os monoterpenos, em particular, sdo alvos de muitas pesquisas, e constituem 90% dos

6leos essenciais, sdo volateis, aromaticos e pertencem a um grupo diverso de compostos qui-
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micos, com enorme variedade de estruturas e com implicacdes em diversas atividades biologi-
cas, dentre elas, acbes sedativas, anticonvulsivantes, hipnéticas, hipotérmicas, efeitos anties-
pasmadicos, vasorrelaxantes e atividade antinociceptiva (Richardson-Jones et al., 2011).

A variedade quimica encontrada nos OE, provendo compostos puros a exemplo do
limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol e linalol, pode ser responsavel pela ampla
variedade de atividades farmacologicas, dentre essas, atividade ansiolitica (Richardson-Jones
etal., 2011), antidepressiva (Garcia-Garcia; Newman-Tancredi; Leonardo, 2014) anticonvulsi-
vante (Richardson-Jones et al., 2011; Rombola et al., 2020) e antinociceptiva (Spiacci et al.,
2016) e, possivelmente, os varios mecanismos de acao pelos quais essas substancias atuam. A
partir das moléculas dos constituintes ativos dos OE diversas mudancas de grupamentos mole-
culares e analise de relacdo entre estrutura quimica e acdo farmacoldgica tém sido feitas com a
finalidade de se desenvolver novos farmacos, com maior eficacia, seletividade e seguranca
(File; Gonzalez; Andrews, 1996; Fernandes et al., 2021).

2.4.1.1 Linalol e o tetrahidrolinalol

O linalol é um exemplo de terpeno da subclasse dos monoterpenos. E um composto
organico aromatico encontrado em diversas plantas, mas principalmente nos éleos essenciais
de plantas como a lavanda (Lavandula spp.), 0 manjericdo (Ocimum basilicum) e o alecrim
(Rosmarinus officinalis) (Stashenko, 2008; Dos Santos, 2018). E um fitoquimico conhecido
pelo seu aroma floral e por suas diversas aplicacOes terapéuticas, sobretudo a nivel de SNC,
como 0s potenciais sedativo, ansiolitico e antidepressivo (Cheng; Sheen; Chang, 2015).

O linalol é um monoterpeno de cadeia aberta existentes sob duas formas enantioméri-
cas (R)- (-)-linalol e (S)- (+)-linalol. Esse metabdlito secundario mostra-se ponto comum na
biossintese de derivados alcoois e aldeidos que sdo formados a partir da acdo enzimatica da
linalol sintetase (acetato de linalol e éxidos de linalol) e de enzimas do citocromo P-450 (8-
oxolinalol, 8-hidroxilinalol e 8-carboxilinalol) (Guzman-Gutiérrez, 2015). O linalol também
sofre processos de acetilacao, sequido de oxidacdes dando origem a metabdlitos como o acetato
de 8-hidroxilinalila, acetato de 8-oxolinalila e acetato de 8-carboxilalila. Por fim, reacdes de
desidrogenacdo, séo estabelecidas a partir do linalol, podendo-se obter como produto final, a
partir da sintese ou biossintese, o tetrahidrolinalol (Lapczynski et al., 2008) (Figura 5).

Comumente, em razdo das suas fragrancias, o linalol e seus derivados sdo utilizados

na industria de perfumes (Lapczynski et al., 2008; Belsito et al., 2010) Atualmente, pesquisas
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tém demonstrado que esses compostos, por apresentarem baixo peso molecular e alta lipofilia
podem atravessar a barreira hematoencefalica, sendo assim, empregados como terapias farma-
coldgicas, melhorando sono, alteragfes comportamentais, humor e cognitivas, o que 0s tornam
potenciais agentes para o tratamento de doengas neuroldgicas e psiquiatricas, modulando diver-
S0s circuitos cerebrais (Harada et al., 2018).

Evidéncias tem demonstrado que o linalol desempenha papeis neuroprotetores, mini-
mizando a neuroinflamacéo e o estresse oxidativo em distdrbios neurodegenerativos como Par-
kinson e Alzheimer, denotando sua acéo sobre o Sistema Nervoso Central (Harada et al., 2018;
Ostrowska et al., 2018). Estudos sugeriram que esse monoterpeno aumenta a respiragdo mito-
condrial por um mecanismo protetor frente a hiperestimulacdo glutamatergica, reduzindo pro-
cessos apoptadticos (Guzman-Gutiérrez et al., 2015). Demais pesquisas in vitro com o linalol
reforca seu potencial anti-inflamatério central, pela supresséao sinalizagdes inflamatorias indu-
zidas pela via NFkB, reduzindo a producdo de citocinas, 6xido nitrico e espécies reativas de
oxigénio (Bal-Price; Brown, 2001; Miller; Raison, 2016)

De acordo com Dos Santos et al. (2018), os 0leos essenciais das folhas de Aniba ro-
saeodora (pau-rosa), Aniba parviflora (macacaporanga) e Aeollanthus suaveolens (catinga-de-
mulata) apresentaram atividade antidepressiva significativa possivelmente em razéo da pre-
senca do linalol na composi¢do do OE. Os resultados ndo indicaram comprometimento motor
espontaneo e retencdao de memoria dos roedores. Com relacéo a atividade ansiolitica do linalol,
alguns estudos examinaram seu potencial, evidenciando efeitos promissores em modelos com-
portamentais classicos por mecanismo via transmissdo Gabaérgica, desencadeado pela entrada
olfativa evocada pelo seu odor (Harada et al., 2018).

O efeito ansiolitico-simile do 6leo essencial de folhas de Cinnamomum osmophloeum
ct, rico em linalol, foi estudado por Cheng, Sheen e Chang (2015), que relacionaram o potencial
ansiolitico do 6leo a reducdo de neurotransmissores como serotonina, dopamina 8 e noradrena-
lina. Neste estudo, os resultados sugerem que ambos enantiomeros do linalol S (-) e S (+) pos-
suem propriedades ansioliticas sem efeitos colaterais nos modelos in vivo.

Essas evidéncias tornam o linalol um agente farmacologicamente interessante na mo-
dulacdo das respostas ansioliticas e antidepressivas, permitindo o direcionamento e a extensao
desses estudos com seus derivados. O tetrahidrolinaol (THL) (3,7-dimetiloctan-3-ol) € um mo-
noterpeno alcool ciclico, produzido durante o metabolismo do linalol, ou obtido sinteticamente

através de uma reacdo de hidrogenacgéo da ligacdo dupla endociclica (Figura 5) (Belsito et al.,
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2010). Sua aplicabilidade destina-se a produtos cosméticos devido a sua fragrancia agradavel e

suas agdes farmacologicas sdo pouco descritas na literatura.

OH OH

Linalool Tetrahydrolinalool

3,7-dimetiloctan-1,6-dien-3-ol
(CyoH;30)

3,7-dimetiloctan-3-ol
(C1oHx0)

Figura 5. Obtencéo do tetrahidrolinalol a partir da reacdo de hidrogenacéo do linalol. Fonte:
autoria (2023).

2.5 Pesquisa ndo-clinica e modelos animais no estudo de drogas com potencial ansi-

olitico e antidepressivo

Com o desenvolvimento industrial, diversas drogas sdo langadas no mercado anual-
mente, porém, para o tratamento de transtornos como a ansiedade e a depresséo, ainda existe
um importante fator limitante nas principais terapias farmacoldgicas no mercado, que € o perfil
de seguranca e de efeitos colaterais e adversos (Rodrigues; 2015; Zmudzka et al., 2018). Para
sanar este problema, pesquisas por novas drogas com potencial farmacolégico e um melhor
perfil de efeitos colaterais sdo realizados a todo momento. Na etapa ndo-clinica, uma importante
ferramenta de pesquisa sdo 0s modelos experimentais envolvendo animais (Goodarzi et al.,
2019).

Um modelo experimental € compreendido como um protocolo que utiliza (ou néo)
uma espécie animal com a finalidade de replicar caracteristicas humanas em um ambiente con-
trolado e modificavel (Silva, 2015). Em outras palavras, um modelo é qualquer representacéo
de um fendmeno complexo que envolve diversas variaveis psicobioldgicas e subjetivas, no ser
humano, de uma forma simples (Cruz; Landeira-Fernandez, 2012). Claude Bernard, no século
XIX, foi o pioneiro na utilizacdo de modelos animais com o objetivo de experimentar reacoes
fisiologicas frente a diferentes estimulos. Com o passar do tempo, os modelos foram se desen-

volvendo e, atualmente, existem diversos modelos padrédo-ouro que obedecem a um ou mais de
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um critério de validade (previsibilidade, semelhanca e homologia), sobretudo no campo da psi-
cofarmacologia (Nunes; Hallak, 2014; Zmudzka et al., 2018).

A previsibilidade se refere a capacidade que o teste possui de reproduzir o efeito da
droga observado na clinica no animal, de acordo com pardmetros pré-determinados entendidos
como sinais ou sintomas; j& semelhanca é a capacidade do modelo de apresentar uma mudanca
no comportamento do animal que seja compativel com as manifestac@es clinicas do transtorno
psiquiatrico; e, por fim, a homologia se refere a capacidade do modelo de mimetizar os proces-
sos neuroquimicos e psicobioldgicos envolvidos na fisiopatologia do transtorno. Portanto, a
maioria dos modelos obedece ao critério de previsibilidade e os farmacos usados na clinica sdo
utilizados como padréo positivo em condi¢bes experimentais (Goodarzi et al., 2019).

Somados aos modelos animais, a pesquisa ndo-clinica também conta com modelos
computacionais (in silico) preditivos que sdo fundamentais para direcionar melhor os estudos
antes de fazer a utilizacdo de animais. Os testes in silico permitem estimar as propriedades
fisico-quimicas, farmacocinéticas e toxicas (ADMET) e farmacodindmicas de uma droga nova,
0 que possibilita avaliar a viabilidade da utilizacdo desta mesma droga em modelos animais e,
consequentemente, em humanos (Pinzi; Rastelli, 2019).

O estudo de docking molecular vem sendo utilizado desde a década de 1980 com o
principal objetivo de realizar um screening com bancos de moléculas candidatas a um determi-
nado potencial farmacoldgico. Com o docking, é possivel estudar a viabilidade de ligacdo de
uma dada molécula a outra, estruturalmente (modos de ligacdo) e energeticamente (afinidade
de ligacdo). Usualmente, é empregado para ligacdo da molécula a proteinas-alvo importantes,
como receptores e enzimas, mas pode ser utilizado para complexos com acidos nucléicos ou

carboidratos, por exemplo (Yang et al., 2020; Stanzione; Giangreco; Cole, 2021).

251 Modelos animais de ansiedade

Os modelos animais de ansiedade buscam provocar no animal uma rea¢do de medo e
que corrobore para a diminui¢do do comportamento exploratorio natural de um novo ambiente,
ao imitar uma situacdo ambiental que induz aversdo ou desconforto na espécie, como lugares
elevados ou com grande exposicao (Kraeuter; Guest; Sarnyai, 2019; Himanshu et al., 2020).
As reacOes dos animais sdo padrées comportamentais que sdo utilizados como medidas de an-
siedade, 0 que caracteriza uma analise etoldgica, ou etofarmacoldgica (Neumann et al., 2011;
Cruz; Landeira-Fernandez, 2012).
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Um importante teste é o campo aberto, que permite a analise de parametros de loco-
mocao para avaliar a atividade exploratdria geral dos roedores. Neste teste, podemos inserir
alguns parametros que s@o compreendidos como medidas de ansiedade. O teste se fundamenta
no conflito existente entre a motivacdo em explorar um novo ambiente versus a aversao a am-
bientes novos e abertos, onde os roedores estdo mais expostos (Knight et al., 2021). Na natu-
reza, isso poderia indicar uma maior susceptibilidade do roedor a se deparar com um predador
inesperado e, portanto, isso gera nele um conflito e reduz a sua atividade exploratoria, 0 que €
entendido experimentalmente como um comportamento de ansiedade (Kraeuter; Guest; Sar-
nyai, 2019; Himanshu et al., 2020). Drogas com perfil ansiolitico tendem a favorecer uma maior
exploracdo na area central do aparado, longe das protecfes da periferia, enquanto que drogas
com perfil ansiogénico tendem a diminuir a exploracao central (Antiorio et al., 2022).

De modo semelhante, o Labirinto em Cruz Elevado (LCE), desenvolvido inicialmente
por Montgomery e colaboradores (1955) é tido como padrdo-ouro no estudo de drogas com
potencial ansiolitico do tipo benzodiazepinico, por atender aos critérios de previsibilidade e
semelhanca. O modelo se baseia na aversao natural de roedores frente a ambientes abertos e
elevados (Kraeuter; Guest; Sarnyai, 2019). Os comportamentos incitados no LCE séo equiva-
lentes & neofobia, caracterizando, assim, um modelo de conflito comportamental ndo-condici-
onado (Neumann et al., 2011). Dessa forma, os parametros analisados no LCE sdo medidas
espacgo-temporais, como numero de entradas e tempo de permanéncias nos bragos abertos do
aparato (Knight et al., 2021).

De forma semelhante, 0 modelo de transi¢do claro/escuro também se baseia na neofo-
bia dos roedores, desta vez frente a ambientes novos e iluminados, nos quais eles estdo mais
expostos. Da mesma forma, os parametros analisados sdo espago-temporais, como namero de
entradas e tempo de permanéncia no compartimento claro do aparato (Cruz; Landeira-Fernan-
dez, 2012; Himanshu et al., 2020). Outros tipos de modelos se baseiam em respostas condicio-
nadas, como o modelo da resposta condicionada de congelamento (“freezing”), o do sobressalto
intensificado pelo medo e os modelos de resposta ativa e resposta passiva sdo menos utilizados

atualmente, mas também apresentam boa reprodutibilidade (Hughes, 2019; Martins, 2019).

2.5.2 Modelos animais de depressao

Os modelos animais de depressdo se baseiam na inducdo da depressao através de esti-

mulos estressores cronicamente, ou na observagdo aguda do comportamento de “desisténcia”
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frente a uma situacdo em que o animal ndo encontra uma escapatdria (Czéh et al., 2016; Ruiz;
Calliari; Pautassi, 2018). Na avaliacdo aguda do comportamento depressivo, um modelo que se
destaca é o do Nado Forgado, no qual os animais sédo colocados em um cilindro de agua onde
ndo conseguem tocar o fundo com as patas. Os pesquisadores, entdo, medem o tempo que 0s
animais passam nadando antes de entrar em um estado de imobilidade flutuante, que é consi-
derado um comportamento depressivo, por refletir a desisténcia da fuga ao perceber que esta é
impossivel (Antkiewicz-Michaluk et al., 2014). A administracdo de antidepressivos tende a
aumentar o tempo de natacdo e reduzir o tempo de imobilidade, sugerindo um efeito antide-
pressivo (Czéh et al., 2016; Harro, 2019).

Outro importante modelo, o teste da suspensdo da cauda, também se baseia na imobi-
lidade do animal. No teste da suspensédo da cauda, 0s animais sdo suspensos pela cauda, o que
induz um comportamento de imobilidade. A administracdo de antidepressivos pode reduzir o
tempo de imobilidade nesse Teste (Planchez; Surget; Belzung, 2019). Estes modelos compor-
tamentais sdo fundamentais para avaliar a acdo aguda da substancia em reverter este parametro
comportamental definido operacionalmente como indicativo de comportamento depressivo e,
também, para fazer associagdes farmacologicas que ajudam a compreender 0 mecanismo de
acao das drogas antidepressivas (Song; Kim, 2021).

Cronicamente, é possivel induzir a depressdo nos roedores através da exposi¢ao destes
animais a estimulos estressores ou situacfes ameacadoras sem escapatoria. No modelo de es-
tresse cronico, ha a exposic¢ao dos animais a estressores crénicos, como privagdo de sono, iso-
lamento social ou restricdo de alimentos. Os animais desenvolvem sintomas semelhantes a de-
presséo, como anedonia (perda de interesse em atividades prazerosas). A administracdo de an-
tidepressivos pode reverter esses sintomas (Katz; Roth; Carroll, 1981; Franceschelli et al.,
2014).

Ha também o modelo da anedonia, no qual os animais séo treinados para consumir
uma solucéo agucarada ou outra recompensa e, em seguida, sao submetidos a situag0es de es-
tresse ou crise. A diminuicdo do consumo da recompensa ¢ um indicativo de anedonia, um
sintoma da depressdo. Antidepressivos que restauram o consumo da recompensa podem ser
considerados eficazes (Papp et al., 2017). Esta inducéo cronica da depressédo também pode ser
feita com a utilizacdo de farmacos, como a reserpina, a dexametasona ou o préprio lipopolissa-
carideo (LPS) que atuam por diferentes vias para induzir o comportamento depressivo (Antki-
ewicz-Michaluk et al., 2014; Ruiz; Calliari; Pautassi, 2018; Hao et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito ansiolitico-simile e antidepressivo-simile do monoterpeno tetrahidro-

linalol por meio de abordagens in vivo e in silico.

3.2 Objetivos especificos

a) Estimara DLsooral e os efeitos gerais do monoterpeno tetrahidrolinalol por meio de
um screening farmacoldgico comportamental;

b) Realizar analises histopatoldgicas dos érgdos (bacgo, coracéo, figado, pulméo, rins e
cérebro) dos animais submetidos ao protocolo de toxicidade aguda;

c) Avaliar o potencial ansiolitico-simile do monoterpeno tetrahidrolinalol por meio do
modelo de labirinto em cruz elevado;

d) Avaliar o potencial antidepressivo-simile do monoterpeno tetrahidrolinalol por meio
do modelo de natagéo forcada;

e) Prever o potencial farmacoldgico em alvos relacionados a atividade ansiolitica e an-
tidepressiva atraves de metodologias in silico de modelagem molecular;

f) Predizer as caracteristicas farmacocinéticas e fisico-quimicas do monoterpeno tetra-
hidrolinalol por meio das plataformas eletronicas SwissADME e pkCSM;

g) Investigar o envolvimento da via glutamatérgica, dopaminergica e oxidonitrérgica
no efeito antidepressivo-simile do tetrahidrolinalol no modelo de natacéo forcada;

h) Investigar o efeito do tetrahidrolinalol sobre a concentragao de nitrito no hipocampo
e cortex pré-frontal de camundongos submetidos ao modelo de natacéo forcada;

i) Sugerir um possivel mecanismo de acdo para os efeitos do tetrahidrolinalol.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de pesquisa, aspectos éticos e animais

O projeto foi aprovado pelo Comisséo de Etica em Uso Animal da Universidade Federal
da Paraiba, sob certiddo n° 6479250620, com periodo de vigéncia de 08/2020 a 03/2024 (Anexo
A). Os testes farmacoldgicos foram desenvolvidos no Laboratdrio de Psicofarmacologia da
Universidade Federal da Paraiba, sob orientacdo do Prof. Dr. Cicero Francisco Bezerra Felipe
e coorientagdo do Prof. Dr. Reinaldo Nobrega de Almeida e os testes in silico pelo Laboratério
de Quimioinformatica, coordenado pela Profa. Dra. Luciana Scotti e pelo Prof. Dr. Marcus
Tullius Scotti.

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) adultos machos, para ava-
liacdo farmacoldgica e fémeas para estimar a DLso, pesando entre 25 e 35g, obtidos da Unidade
de Producdo Animal do Instituto de Pesquisa de Farmacos e Medicamentos (IPeFarm) da Uni-
versidade Federal da Paraiba. No biotério, os animais foram mantidos em gaiolas pléasticas, sob
temperatura e umidade ambiente (23 + 2°C), respeitando-se o ciclo claro-escuro de 12h, ali-
mentando-se com ragéo e agua ad libitum. Todos os estudos foram executados entre 12: 00 e
17:00 p.m, em estrita conformidade com as recomendacdes do Guia para o Cuidado e Uso de
Animais de Laboratdrio dos Institutos Nacionais de Saude e do Colégio Brasileiro de Experi-
mentagdo Animal.

Para reduzir o sofrimento dos animais foram respeitados os tempos limites de exposicao
do animal aos estimulos dos testes. Apds o periodo experimental, os camundongos foram pré-
anestesiados com tiopental (100 mg kgt), e anestesiados com lidocaina (10 mg kg™) por via
intraperitoneal, em dose suficiente para eliminar o reflexo corneal (CONCEA N°37/2018). To-
dos os procedimentos desde o inicio do estudo até o0 momento de eutanasia foram realizados

para evitar o sofrimento, reduzir o desconforto e dor dos animais.

411 Drogas, Farmacos e Reagentes

Azul de Metileno (Sigma, St. Louis, MO, EUA), Cloridrato de Dextrocetamina (Crista-
lia, Brasil), Cloridrato SCH 79797 (Sigma, St. Louis, MO, EUA), Diazepam (Cristalia, Brasil),
Imipramina (EMS, Brasil), L-arginina (Sigma, St. Louis, MO, EUA), L-name (Sigma, St.
Louis, MO, EUA), Tetrahidrolinalol (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e Tween 80 (Quimica Nova,
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Brasil). As doses e periodos de administracdo das drogas foram estabelecidas de acordo com a
literatura e protocolos padronizados no laboratério de Psicofarmacologia. Quanto a preparacédo

das substancias, estas foram solubilizadas Tween 80 a 0,5% em NaCl 0,9 %.

4.1.2 Delineamento da Pesquisa e Protocolos experimentais

A sequéncia de metodologias que foram utilizadas para a avaliagcdo das atividades ansi-

olitica e antidepressiva simile do THL esté apresentada na figura abaixo (Figura 6).

‘ Avaliagdo Biolégica do Tetrahidrolinalol |

‘ Estimativa da (DLso) e Screening Farmacolégico Comportamental |

‘ Estudos Psicofarmacolégicos Design Experimental (ECso) |

Avaliacdo do Potencial Ansiolitico, Avaliacdo do Potencial Antidepressivo do
sedativo e miorrelaxante do THL THL

Modelo do Labirinto Teste do Campo Modelo de natacgo forcada

em Cruz Elevado Aberto

Teste do Rota Rod

5 p— Y N\ . Investigagdo dos possiveis mecanismos de
i lodiid acdo baseados nos estudos de docking
........... . —

Avaliacdo in silico - Ancoragem
molecular e predicdes
farmacocinéticas

Figura 6. Desenho esquematico dos testes realizados para o estudo do potencial biologico do
THL in vivo — estimativa da DLso e investigacdo psicofarmacolégica dos efeitos ansiolitico-
simile e antidepressivo-simile. Estudos in silico empregando técnicas de ancoragem molecular
em alvos especificos envolvidos na fisiopatologia da ansiedade e depressdo e predicbes farma-

cocinéticas. Fonte: autoria/Biorrender (2023).
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4.1.2.1 Estimativa da DLso e Screening farmacol6gico Comportamental

A estimativa da DLsp oral foi realizada segundo a metodologia descrita no Protocolo
423 das diretrizes da OECD (Organization for Economic Cooperation and Development) com
adaptacdes. O grupo controle foi tratado com veiculo (Tween 80 a 0,5% em NaCl 0,9%) e o
grupo experimental do THL foi tratado inicialmente com a dose de 300 mg kg, v.0. Ap6s os
tratamentos, os animais foram observados durante 30 min, 1, 2 e 4 horas para que se identifi-
cassem comportamentos ou mesmo alteracdes sugestivas de atividade farmacoldgica no SNC,
utilizando como parametro de triagem farmacoldgica comportamental o protocolo de Almeida
et al. (1999) (Anexo B) (Figura 7). Em seguida, a avaliagéo foi realizada a cada 24h, durante
14 dias. Devido a auséncia de morte e de sinais caracteristicos de toxicidade, a dose do com-
posto foi aumentada para 2000 mg kg™ conforme preconizado pelo protocolo. Para ambos 0s
grupos, no décimo quarto dia, os animais foram pesados, eutanasiados com uma injecdo de
anestésicos, como recomendado pelas Diretrizes da Préatica de Eutandsia do CONCEA de 2018,
sendo os 6rgdos (figado, baco, coragdo, rins e cérebro) retirados, pesados e avaliados macros-

copicamente e microscopicamente.

; —) ! | —

' : ] '
) '

[ : ' :
: : .

Tratamento v.0 Observagdo (Pardmetros Eutanésia, Avaliagio Macroscépica e
Grupo 1: Veiculo Comportamentais) Histologia
Grupo 2: THL dose inicial: (300 mg kg™) 30', 60, 2h e 4h - 14 dias

Auséncia de mortalidade: (2000 mg kg”)

Estimativa da DLs,
Figura 7. Desenho esquematico do ensaio ndo-clinico da estimativa da DLso oral segundo o
protocolo da OECD. Administragdo do THL inicialmente na dose de 300 mg kg e posterior-
mente na dose de 2000 mg kg, periodo de observacdo comportamental (30, 60, 2 e 4h — 14
dias) e eutanasia para retiradas dos 6rgdos para analises histopatoldgicas. Fonte: autoria/Bior-
render (2023).

52



4.1.2.2 Estudos comportamentais — Design Experimental

Camundongos foram distribuidos aleatoriamente em grupos distintos (n=6) para deter-
minacdo da melhor dose responsavel pelo efeito. Sendo assim, O THL foi administrado oral-
mente nas doses de 37,5, 75, 150, 300 e 600 mg kg™. Essas doses foram escolhidas com base
nos estudos de toxicidade anteriormente descrito e a partir de dados da literatura. O grupo con-
trole recebeu veiculo (Tween 80 a 0,5% em NaCl a 0,9%, v.0.) e como padrédo para o efeito
ansiolitico, sedativo e miorrelaxante utilizou-se o diazepam, respectivamente, nas doses de 1, 2
e 4 mg kg i.p. Decorridos 30 minutos do tratamento com o padrdo e 60 minutos com o THL
os animais foram submetidos ao modelo de labirinto em cruz elevada e aos testes de campo
aberto e rota rod (Figura 8A), separadamente. Para avaliacdo da atividade antidepressiva-simile
do THL foram utilizadas as mesmas doses dos grupos experimentais anteriormente citados e
como padrdo a imipramina (30 mg kg i.p). Apds 30 ou 60 min dos tratamentos os animais

foram submetidos ao modelo de natacdo forcada (Figura 8B).

(A)

Tratamento v.0
Grupos : Veiculo (Tween 0,5%)
THL ( 37,5 - 600 mg kg-)
Padrdo (Diazepam 1,2 e 4 mgkg-' -
LCE, CA e RR, respectivamente

" Labirinto em Cruz Elevado (LCE) Campo Aberto (CA) Rota Rod (RR)

Avaliagio da atividade ansiolitica  Avaliagio da atividade sedativa  Avaliagdo da atividade miorrelaxante
Niimero de Entradas e Tempo de  Ntimero de Cruzamentos, Grooming e  Niimero de Quedas (3 min/ 10 rpm)
Permanéncia nos Bragos Abertos. Rearing (5 min). 60e 120’

(5 min)
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(B)

Tratamento v.0
Grupos : Veiculo (Tween 0,05%);
THL ( 37.5 - 600 mg kg-"); Imipramina (30 mg
kg')

l

Modelo de Natagéo Forcada (TNF)

D

Avaliagdo do Tempo de Imobilidade (5 min)

Figura 8. Desenho esquematico dos estudos comportamentais — Design Experimental (THL
37,5 - 600 mg kg?) (A) Atividade ansiolitica-simile. — Labirinto em cruz elevado (parametros
analisados: tempo e nimero de entradas nos bragos abertos; investigagdo da atividade sedativa
— Campo aberto (parametros analisados: numero de cruzamentos, grooming e rearing); investi-
gacdo da atividade miorrelaxante — Rota Rod (parametro avaliado: nimero de quedas no apa-
relho durante 3 min em 10 rpm) (B) Atividade antidepressiva-simile — modelo do nado forgado
(parametro avaliado: tempo de imobilidade, auséncia de comportamentos ativos). Fonte: auto-
ria/Biorrender (2023).

4.1.2.3 Atividade ansiolitica
4.1.2.3.1 Modelo do labirinto em cruz elevado (LCE)

A avaliacdo dos efeitos ansioliticos da substancia foi investigado de acordo com a me-
todologia proposta por Handley e Mithani (1984). Apos os tratamentos, os animais individu-
almente foram levados ao LCE e posicionados no centro do aparelho, com o focinho voltado
para um dos bragos fechados. O aparato do LCE consiste em uma estrutura formada por dois
bracos abertos (30 cm x 5 cm) dispostos de forma perpendicular a dois bragos fechados (30 cm
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x 15 cm x 5 cm), conectados a uma plataforma central (5 cm x 5 cm) com elevagao de 45 cm
do solo. Como parametros comportamentais foram avaliados o nimero de entrada e o tempo de
permanéncia dos animais nos bragos abertos, durante 5 minutos. O critério estabelecido para
visita ao brago se deu quando o animal movia suas quatro patas dentro dos limites da plataforma
(Murtala; Akindele, 2020). Ao final de cada teste, o aparelho foi limpo com uma solugéo de
alcool a 10%, antes do proximo animal, eliminando os odores que por ventura poderia influen-

ciar no seu comportamento.

4.1.2.3.2 Teste do Campo Aberto

Os animais foram submetidos ao teste do campo aberto, onde se foi avaliado a explora-
cdo individual espontanea e a sua atividade motora (ARCHER, 1973). O campo aberto constitui
uma arena circular confeccionada de acrilico transparente (30 cm x 30 cm) com piso
branco/opaco (30 cm x 30 cm x 15 c¢cm), dividido em doze sec¢Bes dispostas em dois circulos
concéntricos. Durante 5 minutos foram registrados os seguintes parametros: frequéncia de lo-
comogao ou numero de cruzamentos nos quadrantes, nimero de levantamentos ou rearing (le-
vantamento do animal sobre as patas traseiras), nimero de autolimpeza ou grooming (Prut;
Belzung, 2003; Rios et al., 2020). Assim como no LCE, o aparelho também foi limpo periodi-
camente com uma solucdo de etanol a 10% apds cada animal testado.

4.1.2.3.3 Teste do rota rod

Para avaliar os possiveis efeitos ndo especificos de relaxamento muscular dos compos-
tos, os animais foram submetidos ao teste do rota rod. O aparelho (Insight, Ribeirdo Preto,
Brasil) consiste em uma barra giratéria com diametro de 3 cm, elevado a 30 cm do piso. Os
animais foram colocados na haste rotativa, com velocidade rotacional de 10 rpm. O tempo de
permanéncia na barra giratoria, em segundos, e 0 nimero de quedas foram os parametros ava-

liados.
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4.1.2.4 Atividade antidepressiva

4.1.2.4.1 Modelo de Natacéo Forcada

ApoOs os tratamentos, os animais foram submetidos ao modelo da natagdo forgada de
acordo com Porsolt (1977). Neste modelo, os animais foram inseridos em um cilindro de acri-
lico (25 cm de altura, 10 cm de diametro) contendo 8 cm de 4gua em temperatura ambiente (24
+ 2 °C). O tempo de imobilidade foi o pardmetro avaliado, sendo caracterizado pela auséncia

de comportamentos ativos de nado.

41.3 Ensaios in silico

4.1.3.1 Alinhamento de sequéncias proteicas

As sequéncias de quatro proteinas que ndo contém estruturas 3D no Protein Data Bank
(PDB https: www.rcsh.org/pdb/home/home.do) (BERNSTEIN et al., 1978) foram obtidas no
banco de dados GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)(Bernstein et al., 1978). Essas prote-
inas foram: transportador de Noradrenalina (NP_001165975.1) e receptor 02 (NP_000673.2).
Em seguida, foi realizado um alinhamento global com a sequéncia de uma proteina com estru-
tura tridimensional conhecida, usando a ferramenta da web Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), que alinha todas as sequéncias proteicas inseridas
por um usuario. O alinhamento facilitou a investigagédo do sitio ativo e a determinag&o da simi-

laridade e a identidade compartilhada entre as proteinas.

4.1.3.2 Modelagem por homologia

As sequéncias alvo foram obtidas como sequéncias de aminoacidos no formato FASTA
foram importadas no site Swiss Model (https://swissmodel.expasy.org/) (Waterhouse et al.,
2018). Para cada molde identificado, a qualidade foi prevista a partir de recursos de alinha-
mento, como ProMod3, QMEAN e GMQE. A qualidade estereoquimica dos modelos foram
avaliadas pelo servidor da Web PSVS (suite de software de validacao de estrutura de proteinas)
(http://psvs-1_5-dev.nesg.org/), usando Procheck (Laskowski et al., 1993). O Procheck gera
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um grafico Ramachandran, que determina as regides permitidas e ndo permitidas da cadeia

principal de aminoacidos (Lovell et al., 2003).

414 Docking molecular

O docking molecular foi utilizado para investigar o mecanismo de acdo do monoterpeno
tetrahidrolinalol (THL) que contribua para efeito ansiolitico e antidepressivo através da afini-
dade de ligacdo dos compostos e as enzimas selecionadas no estudo. Para isso foi realizado um
rastreio com diversas proteinas envolvidas para esses efeitos. As estruturas 3D das enzimas
foram obtidas do Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/pdb /home/home.do)
(Bernstein et al., 1978). As proteinas selecionadas e informacdes detalhadas sobre elas podem
ser visualizados na Tabela 1. Inicialmente, todas as moléculas de dgua foram removidas da
estrutura cristalina e o desvio quadratico médio (RMSD) foi calculado a partir das posturas,
indicando o grau de confiabilidade do ajuste. O RMSD fornece o0 modo de conexdo proximo a

estrutura experimental e é considerado bem-sucedido se o valor for inferior a 2,0 A.

4.1.4.1 Molegro Virtual Docker (MVD) 6.0

Foi utilizado o software Molegro Virtual Docker v.6.0.1 (MVD) com o0s parametros
predefinidos no mesmo software. O ligante complexado foi usado para definir o sitio ativo. Em
seguida, os compostos foram importados, para analisar a estabilidade do sistema através das
interagdes identificadas com o sitio ativo da enzima, tomando como referéncia o valor energe-
tico do MolDock. O algoritmo MolDock SE (Simplex Evolution) foi usado com os seguintes
parametros: um total de 10 execu¢des com um maximo de 1.500 itera¢Bes usando uma popula-
c¢ao de 50 individuos, 2.000 etapas de minimizacdo para cada residuo flexivel e 2.000 etapas de
minimizacao global por corrida. A funcgéo de pontuagcdo MolDock Score (GRID) foi usada para
calcular os valores de energia de encaixe. Um GRID foi fixado em 0,3 A e a esfera de busca foi
fixada em 15 A de raio. Para a analise da energia do ligante, foram avaliadas as interacdes

eletrostaticas internas, ligagdes de hidrogénio internas e torgdes sp2-sp?.
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Tabela 1. Informagdes sobre as proteinas selecionadas no estudo de docking:

Proteina PDB ID/Homologia Ligante Resolugéo
1. Transportador de Serotonina 5173 Escitalopram 324 A
2. Transportador de Noradrenalina Homologia Atomoxetina -
3. Oxido nitrico sintase neuronal 5U01 L-name 1.90 A
4. Guanilato ciclase solavel 3UVJ Azul de Metileno  2.08 A
5. Receptor NMDA 4PES5 Cetamina 3.96 A
6. Inibidor de TNF-a 2AZ5 Ligante PDB 2.10 A
7. Inibidor de IL-6 1ALU Metotrexato 1.90 A
8. Receptor D1 7CKX Cloridrato SHC ~ 354 A
9. Receptor D> 6CM4 Risperidona 2.87 A
10. Receptor aza KUY Prazosin 3.20A
11. Receptor ozs Homologia Prazosin -
12. Receptor 5-HT1s 41AQ Dihidroergotamina  2.80 A
13. Receptor 5-HT1a 7TE2X Buspirona 3.0
14. Receptor 5-HT2a 6A93 Risperidona 3.00A
15. Receptor 5-HT2c 6BOQH Ritanserin 2.70 A

Fonte: dados da Pesquisa (2021).

415 Predigdes farmacocinéticas

As predicdes farmacocineéticas (disponiveis gratuitamente) foram obtidas nas platafor-
mas eletronicas: SwisSADME e pkCSM (Daina; Michielin; Zoete, 2017a; Pires; Blundell;
Ascher, 2015a). Para a interface dos modelos preditivos, foi necessario que as estruturas esti-
vessem no formato smiles, sendo geradas pelo software Chemdraw Ultra 12.0 ou pela propria

plataforma.
4.1.6 Investigacdo do mecanismo farmacologico in vivo

A partir do estudo de docking molecular foram obtidos resultados de energias favoraveis
do acoplamento do THL com as seguintes proteinas: receptor D1, NMDA, nNOs, e GCs, sendo

a dopaminérgica, glutamatergica e oxidonitrérgica escolhidas para investigagdo do mecanismo

de acdo no modelo animal de nado forcado.
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4.1.6.1 Envolvimento do receptor dopaminérgico D1

Camundongos foram separados em grupos distintos (n=6) e pré-tratados isoladamente
com (1) veiculo (NaCl a 0,9% em agua destilada + Tween 80 a 0,5%, v.0.), (2) bupropiona (30
mg kg, v.0) ou (3) THL (150 mg kg™, v.0) ou associados com SCH23390 (15 pg/kg, i.p.) —um
antagonista enantioseletivo dos receptores D1-simile (Bourne, 2001). Ap6s um periodo de 60
minutos, os animais submetidos ao modelo do nado forgado, no qual o tempo de imobilidade
foi determinado ao longo de um periodo de 5 minutos (Figura 9) (Gu et al., 2020; Sartori et al.,
2020).

Grupos experimentais (n=6)

(1) Veiculo

(2) Bupropiona 30 mg kg’ . s
(2) THL 150 mg kg

(4) SCH 23390 (15pg) +Veiculo

(5) SCH 23390 (15pg) +Bupropiona 30 mg kg’
(6) SCH 23390 (15pg) +THL 150 mg kg

2 SCH 23390 i.p (15 ug)
@)(3) e (6)
N 0
b3
AW
Veiculo, Bup e THL ¢ -

M), 2) e (3) S~

Veiculo, Bup e THL
), (5)e(6)

Figura 9. Protocolo experimental para investigagéo do envolvimento do receptor D1 no efeito
antidepressivo-simile do THL. Criado pelo Biorrender (2023).

4.1.6.2 Envolvimento do receptor NMDA

Para compreender a possivel participacdo da via glutamatérgica na acdo do monoter-
peno no modelo do nado forgado, foi realizado um estudo de potencializagdo. Sendo assim, 0s
animais foram divididos em grupos (n=6) que receberam os seguintes tratamentos: (1) veiculo
(NaCl a 0,9% em agua destilada + Tween 80 a 0,5%, v.0.), (2) a dose subativa do THL (75 mg
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kgv.0), (3) a dose subativa da cetamina (1 mg kg i.p), (4) a dose ativa do THL (150 mg kg
v.0), (5) a dose ativa da cetamina (10 mg kg™ i.p) ou grupo (6) associacdo entre as doses suba-
tivas - cetamina (1 mg kg, i.p, apds 30 minutos o THL (75 mg kg* v.0). Para os grupos tratados
com o veiculo e o THL pela via oral, a avaliagdo comportamental se deu apds 60 minutos, ja
para a administracdo da cetamina, intraperitoneal a avaliagdo foi apds 30 minutos. O tempo de
imobilidade foi cronometrado por um periodo de 5 minutos (Figura 10) (Fitzgerald; Yen; Wat-
son, 2019; Rafalo-Ulinska; Brainski; Palucha-Poniewiera, 2022).

Grupos experimentais (n=6)

(1) Veiculo

(2) Cetamina 1 mg kg’ - Dose subativa
(3) THL 75 mg kg’ - Dose subativa

(4) Cetamina 10 mg kg™ - Dose ativa

(5) THL 150 mg kg™ - Dose ativa

(6) Cetamina 1 mg kgZ+THL 75 mg kg

(9)

Ay S 1 doy eunue)a)y

Veiculo e THL 150 mg

R ]
kg = ____—

THL 75 mg kg’
(6)

Figura 10. Protocolo experimental para investigacdo do envolvimento do receptor NMDA no

efeito antidepressivo-simile do THL. Criado pelo Biorrender (2023).

4.1.6.3 Envolvimento da via oxidonitrérgica

O envolvimento da via oxidonitrérgica na atividade antidepressiva simile do THL foi
avaliado no modelo de nado forgado. Os animais foram divididos em grupos (n=6) que recebe-
ram os seguintes tratamentos: (1) controle, tratado com o veiculo (NaCl a 0,9% em &gua des-
tilada + Tween 80 a 0,5%, v.0.), (2) azul de metileno (3,75 mg kg, i.p.) (3) e THL (75 mg kg
!, v.0.) doses subativas, desprovidas de efeito antidepressivo-simile, (5) azul de metileno (30
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mg kg2, i.p.) e (6) THL (150 mg kg, v.0.) doses ativas com potencial antidepressivo-simile e
por fim, o grupo (6) cujos animais foram pré-tratados com as doses inativas do azul de metileno
(i.p) e apds 30 min com THL, visto determinar uma possivel potencializagdo da resposta. A
observagdo dos animais foi realizada ap6s 30 minutos, nas administracdes i.p e apds 60 minutos
v.0. O parametro analisado foi o tempo de imobilidade durante o periodo de 5 minutos (Ben-
azu et al., 2019) (Figura 11).

Grupos Experimentai (n=6)
(1) Veiculo

(2) Azul de metileno - dose subativa (3,75 mg kg™')
(3) THL - dose subativa (75 mg kg™') B
(4) Azul de metileno - dose ativa (30 mg kg”) n ’
(5) THL - dose ativa (150 mg kg”) /
(6) Azul de metileno (3,75 mg kg”') + THL (75 mg kg') ‘
R ' Azul de metileno (6)
N0 ; (3. 75mgkg’) i
N ' 3,75 mg k, ;
B i r
Q ., [
O, :
& : @
QYL '
‘%Q\ o\é\"' ¢ .
N §€ "‘ 30
N
‘»,4"," .i.&
&
Veiculo (1) e THL (5) | THL (6)
(75 mg kg') v.o
.......................... - R L LR L TP TP
60’ 60'

Figura 11. Protocolo experimental para investigagdo da via oxidonitrérgica (GCs/nNO) no

efeito antidepressivo-simile do THL. Criado pelo Biorrender (2023).

4.1.6.4 Determinacdo da concentracdo de nitrito

Os animais foram divididos em grupos (n=6) que receberam os seguintes tratamentos:

(1) controle, tratado com o veiculo (NaCl a 0,9% em agua destilada + Tween 80 a 0,5%, v.0.),
(2) THL (150 mg kg%, v.0.), (3) azul de metileno (30 mg kg, i.p.) e (4) naive (sem tratamento
e sem indugéo). Com excecédo do grupo naive, decorridos 30 min do tratamento i.p. € 60 min
do tratamento v.0., 0s animais foram submetidos ao modelo de nado forgado. Apos 0 modelo,
foi realizado a eutanasia e os encéfalos retirados foram dissecados rapidamente sob gelo para
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retirada do cértex pré-frontal e hipocampo. Apds coleta, as amostras foram trituradas e centri-
fugadas a 10.000 rpm por 10 min, e o sobrenadante do homogenato foi coletado para a quanti-
ficacdo de nitrito com base na reacéo de Griess (&cido sulfanilico diluido em agua deionizada)
(Green et al., 1982) (Figura 12). Resumidamente, 100 mL de sobrenadante foi incubado com
de 100 mL do reagente de Griess a temperatura ambiente por 10 min. A absorbancia foi medida

a 546 nm através de um leitor de microplacas.

P =

Animais Pré-Tratados Submetidos ao Nado Coleta do CP e Quantificagio do
(Controle, Padrio e THL) For¢ado Hipocampo Nitrito (546 nm)

Figura 12. Procedimento experimental para obtencdo de amostras de cortex pré-frontal e hipo-

campo para dosagem de nitrito. Fonte: autoria/Biorrender (2023).
4.2 Anélise estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos in vivo foram analisados por anélise de varian-
cia (ANOVA unidirecional), seguido do teste de Tukey para comparacdo de médias. Para 0s

dados da toxicidade aguda, foi empregado o teste T. Os dados foram expressos como média +

E.P.M. (erro padrdo da média) e adotado nivel de confianca de 5% (p <0,05).
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S. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estimativa da DLso e Screening farmacologico comportamental

Para estimar a DLsg do composto THL foi realizado o teste de toxicidade oral aguda
segundo o protocolo 423 da OEDC (2001). Esse ensaio tem como intuito avaliar seguranca de
uso de compostos naturais e sintéticos subsidiando os riscos a salde apds sua exposicdo
(Erhirhie; Ihekwereme; Ilodigwe, 2018). Os resultados demonstram que nas condicdes avalia-
das ndo foram identificadas mortes ou alteragcdes morfoldgicas, fisiologicas e/ou comportamen-
tais durante o periodo de observacdo nos animais tratados com a dose de 300 e 2000 mg kg™
Entretanto, foi detectado um volume aumentado do baco, no grupo tratado com a dose de 300
mg kg quando comparado ao grupo controle, porém sem indicios de alteragdes macroscopicas

e histoldgicas.

Tabela 2. Peso relativo dos 6rgdos e peso final de camundongos fémeas tratadas com o THL,

na dose de 300 e 2000 mg kg™ via oral, apés 14 dias.

Orgéos Controle THL 300 mg kg THL 2000 mg kg'*
Rins 1,276 £ 0,1021 1,275 £ 0,04593 1,260 £ 0,01775
Figado 6,280 + 0,6231 5,618 + 0,1522 5,678 + 0,2600
Baco 0,5299 + 0,008818  0,7818 + 0,05792* 0,5269 + 0,0224
Coragéo 0,5335 + 0,06371 0,5483 + 0,01320 0,4804 + 0,03371
Pulméo 1,182 £ 0,2390 1,209 £ 0,09431 1,457 £0,3328
Cérebro 1,263 £ 0,07165 1,357 £ 0,01404 1,441 + 0,02937
Variacéo de peso (g) 1,000 £ 0,5774 1,000 £ 0,5774 0,3333 £ 0,3333

Legenda: Os dados sdo expressos como media = EPM (n =3) determinagdes por grupo. *Sig-
nificativamente diferente do grupo controle tratados com salina + Tween 80, 0,5% (p <0,05).

A administracdo oral do THL mostrou-se destituida de toxicidade, sem indicios de alte-
races de funcdes organicas, olhos, pelos, pele, enquadrando-se a priori na classe 5, estimando-
se que a DLsp se encontra em valores compreendidos entre 2000 e 5000 mg kg*.Com isso, foi
possivel sugerir a margem de seguranca para a escolha das doses dos ensaios farmacoldgicos

in vivo subsequentes (De Almeida et al., 2012; Lapczynski et al., 2008)
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5.2 Analise histoldgica da toxicidade aguda

Nas condicdes experimentais adotadas ndo foram observadas alteracGes histoldgicas nos
6rgdos dos animais submetidos aos tratamentos com THL nas doses de 300 e 2000 mg kg2, em
comparacao ao grupo veiculo (Figura 13). No baco, a analise revelou a presenca de polpa branca
e vermelha esplénica em estado normal, sem sinal de ativacdo linfatica (+). O exame do tecido
cardiaco revelou distensdo dos cardiomidcitos com manutencao do padréo de corte (feixes mus-
culares unidirecionais e uniformemente distribuidos) (*). Na anélise do figado, observou-se
hepatdcitos organizados em corddes com tamanho e formato inalterados (&), indo em direcéo
a veia central do lobo hepatico (#). No que diz respeito as analises histolégicas do sistema
nervoso central, observou-se a preservacdo do parénquima neuronal em termos de tamanho,
forma e distribuicdo, tanto no cortex quanto no hipocampo (-). No tecido pulmonar a estrutura
respiratoria e os alvéolos ndo apresentaram alteracfes (limpos e acelulares), com ramos aéreos
vasculares ($). Por fim, na analise do rim, tanto o glomérulo (Gi) quanto os tubulos (T) manti-
veram sua morfologia normal (Lira et al., 2022).

A analise histologica é um componente vital nos protocolos de toxicidade aguda, de-
sempenhando um papel central na avaliacdo dos efeitos toxicos em nivel celular e tecidual. Por
meio dessa analise € possivel identificar alteracBes microscopicas nos orgaos e tecidos, forne-
cendo informacdes valiosas sobre a natureza e a gravidade dos danos causados por substancias
quimicas. Como ndo foram observadas alterac6es histoldgicas, podemos inferir segurancga do
uso do THL, reforcando seu potencial como candidato a farmaco de origem vegetal com perfil

adequado de seguranca (Rocha-Pereira et al., 2019).
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THL 300 mgkg* & Controle

1
THL 2000 mg kg" °

Pulméo Rim

=

Controle

THL 2000 mgkg* &3 THL300 mgkg* &

Figura 13. Cortes histoldgicos corados em HE nos 6rgaos (baco, coracdo, figado, cortex, hipo-
campo, pulméo e rins) em animais tratados com o veiculo (tween 80 0,5%) (A), THL (300 mg
kg™') (B) e THL (2000 mg kg™) (C) submetidos a analise de toxicidade aguda.
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5.3 Avaliacéo do potencial ansiolitico simile do THL

53.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Para investigagdo do potencial ansiolitico simile do THL os animais foram submetidos
ao modelo do Labirinto em Cruz Elevado (LCE), que tem como intuito mimetizar a aversao
natural que os roedores apresentam frente a ambientes desconhecidos, abertos e elevados, cujo
perigo iminente, implicam em estados inibitérios, diminuindo a capacidade exploratéria do ani-
mal, caracterizado pela reducéo da visitacdo e/ou tempo de permanéncia nos bragos abertos do
aparelho (Campos et al., 2013). Os resultados apresentados na Figura 14A demonstram que 0s
animais tratados com o DZP 1 mg kg™ apresentou um aumento significativo no nimero de
entradas nos bracgos abertos do labirinto (NEBA) em 75% em relacdo ao grupo tratado com
veiculo (2,5 £ 0,9). De forma semelhante, o THL nas doses de 37,5 e 75 mg kg aumentou
significativamente o NEBA em 72,7 (9,2 +0,9) e 64,3% (7,0 + 1,0) respectivamente, em relacdo
ao grupo tratado com veiculo. O mesmo efeito, entretanto, ndo foi observado com as outras
doses do composto.

Com relagéo ao tempo de permanéncia nos bragos abertos (TPBA) (Figura 14B), o tra-
tamento com 0 DZP 1 mg kg1, aumentou significativamente o TPBA (90 + 8,7s) em 72,2% em
relacdo ao grupo veiculo. De forma semelhante, o tratamento com o THL (37,5, 75 e 150 mg
kgt) aumentou significativamente o TPBA, respectivamente, em 80,3 (127,5+ 8,4 s), 76,8 (108
+15,95) e 78,2% (115,2 + 9,9 s) em relacdo ao grupo veiculo. O mesmo efeito ndo foi obser-

vado com as demais doses do THL.
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E L == THL 300 mg kgt
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014 . . == THL 600 mg kg’
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Figura 14. Efeito do THC nas doses (37.5 — 600 mg kg*v.0) e DZP (1 mg kgi.p), no nimero
de entradas (A) e tempo de permanéncia (B) dos animais nos bracos abertos do labirinto em
cruz elevado. A coluna representa a média £ EPM (n = 6). Andlise estatistica: ANOVA unidi-
recional seguida do teste de Tukey, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,001: (THL) = vs. controle e
(DZP) = vs. controle.

Com isso, verificamos que os resultados sugerem que o THL nas doses de 37,5, 75 e
150 mg kg é dotado de potencial farmacoldgico ansiolitico-simile, uma vez que apresentou
aumento estatisticamente significativo nos parametros do LCE (NEBA e TPBA). Em razéo da
inexisténcia de estudos psicofarmacolégicos utilizando o THL, foi tomado como base pesquisas
cientificas envolvendo o seu precursor, o linalol ou derivados da rota sintética. Estudos tem
demonstrado que o tratamento com as formas enantioméricas do linalol (R) e (S) na dose de
500 mg kg demonstra apresentar potencial ansiolitico simile por aumentar significativamente
a duracdo de permanéncia dos animais nos bracos abertos do LCE em comparagao com grupo
controle, sem diferenca significativa em comparagdo ao grupo tratado com a droga empregada
como padréo, a trazodona na dose de 75 mg kg (Cheng; Sheen; Chang, 2015).

E importante ressaltar que o modelo do LCE é considerado padrio ouro na investigagéo
de drogas com perfil benzodiazepinico. Quando ha um aumento nesses parametros, a droga
parece possuir efeito ansiolitico-simile, uma vez que o comportamento natural dos roedores €
permanecer mais tempo em ambientes fechados e escuros por considera-los mais seguros (Cruz;
Landeira-Fernandez, 2017). Também é valido destacar que farmacos dotados de efeito ansioli-
tico-simile do tipo benzodiazepinico, em sua maioria, apresentam como efeitos colaterais como

sedacdo, promovendo alteracdes na coordenacao motora, que podem influenciar na ndo adesao
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a terapia. Assim, para avaliar a possibilidade do THL apresentar esses efeitos, foram realizados

o teste de campo aberto e rota rod, que serdo apresentados posteriormente.

5.3.2 Teste do Campo aberto

O teste do campo aberto, possibilita discutir a especificidade do efeito de uma droga,
caso ela seja estimulante, sedativa, ansiolitica ou ansiogénica (Lister, 1987). O aumento da ati-
vidade locomotora pode ser considerado um efeito estimulante, enquanto a diminuicéo da ati-
vidade vertical (NR) e horizontal (NC) sdo relacionadas a sedacdo (Prut et al., 2003). Dessa
forma, o aumento ou a diminuicdo da atividade motora espontanea fornece uma indicacao do
nivel de excitabilidade do sistema nervoso central (Mansur et al., 1971). De acordo com a Fi-
gura 15A, o tratamento com o DZP 2 mg kg diminuiu significativamente o niimero de cruza-
mentos (NC) dos animais em 37,8% (43,7 + 5,1) em relacdo ao grupo veiculo (70,2 + 1,9). De
forma semelhante, o tratamento com o THL 300 e 600 mg kg diminuiu significativamente o
NC em 30,6 (48,7 + 3,1) e 31,6% (48 £ 2,1), respectivamente, em relagdo ao grupo veiculo. Os
grupos tratados com o monoterpeno, nas doses de 37,5 (60,5 £ 3,8), 75 (55,2 = 1,7) e 150 (78,8
+ 6,0), ndo apresentou diferenca significativa no NC quando comparados ao grupo controle.

Em relacdo ao numero de grooming (autolimpeza), a figura 15B, demonstra que o tra-
tamento com o DZP 2 mg kg (1,5 £ 0,22) ndo alterou significativamente o0 NG em relagéo ao
grupo tratado com o veiculo (1,5 £ 0,22). De forma semelhante, o tratamento com o THL (37,5
— 600 mg kg'), ndo apresentou diferenca significativa (1,83 + 0,31) em relacéo ao grupo con-
trole. Por fim, em relacdo ao nimero de rearing (NR) (exploracao vertical), Figura 15C, mostra
que, o tratamento com o DZP 2 mg kg apresentou redugdo no nimero de rearing em 50,7 %
(6,3 = 0,8), quando comparado ao grupo controle (12,8 + 1,4). Para 0s grupos tratados com
THL nas doses de 37,5 (22,2 + 1,3) e 75 (22,2 + 1,3) mg kg™ houve um aumento significativo
no NR em 42%, quando comparadas ao grupo controle (12,8 + 1,4). As demais doses do THL
ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo a estes parametros, quando comparadas

ao grupo controle (veiculo).
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Figura 15. Efeito do THC nas doses (37.5 — 600 mg kg*v.0) e DZP (2 mg kgi.p), no nimero
de cruzamentos (A), nimero de grooming (B), e rearing (C) dos animais no campo aberto. A
coluna representa a média = EPM. (n = 6). Analise estatistica: ANOVA unidirecional seguida
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do teste de Tukey, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,001: (THL) = vs. controle e (DZP) = vs. con-
trole.

No campo aberto, foi possivel visualizar uma reducao estatisticamente significativa da
atividade locomotora dos animais tratados com o THL nas doses de 300 e 600 mg kg™, frente
ao parametro do NC, sugerindo que para o tratamento com essas doses, pode haver um efeito
sedativo por um mecanismo GABAErgico, caracteristico de drogas depressoras centrais padrdo
benzodiazepinicas. Nesse modelo, é possivel avaliar o efeito estimulante ou depressor central
de uma substancia baseado em sua atividade locomotora, considerando que os roedores tendem
a explorar um ambiente ao qual sdo expostos (Costa et al., 2012; Garcia-Rios et al., 2019).
Com relacdo ao comportamento de rearing se pode observar frequentemente em roedores, que
ficam em pé com as patas traseiras. Esse comportamento natural é caracteristico de uma ativi-
dade explorat6ria, preditiva da atividade ansiolitica-simile. O THL por sua vez, nas doses de

37,5 e 75 mg kg* aumentou o nimero de rearing, no entanto, sem promover efeitos sedativos.

5.3.3 Rota Rod

Em seguida, para examinar se os tratamentos com o THL causam prejuizos a funcéao
motora dos animais, foi realizado o teste de rota rod cujo parametro observado foi 0 numero de
quedas e o tempo de permanéncia na barra giratoria. Como resultado, demonstrado pela Figura
16, os animais tratados com o padrdo DZP (4 mg kg!), apresentaram uma reducéo significativa
66% (62,2 + 13,2 s) do TP em relacdo ao grupo que recebeu o veiculo (180 + 0 s). Como
resultado (Figura 16), ap6s 60 minutos, 0os animais que receberam o padrdo DZP (4 mg kg™?)
apresentaram uma reducao significativa de 64,54 % (62,2 + 13,2 s) do TP em relag¢do ao grupo
que recebeu o veiculo (180 + 0 s). O tratamento com o THL (37,5 e 600 mg kg™*) nédo apresentou

diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao veiculo.
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Figura 16. Efeito do THL nas doses (37,5 - 600 mg kg™ v.0) no tempo de permanéncia dos
animais no rota-rod. A coluna representa a média £ EPM. (n = 6). Andlise estatistica: ANOVA
unidirecional seguida do teste de Tukey, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,001: (THL) = vs. con-
trole e (DZP) = vs. controle.

Os modelos animais utilizados para avaliar a influéncia de substancia sob a coordenacgéo
motora do animal s&o de grande importancia para minimizar equivocos de interpretacdes com-
portamentais. Por exemplo, se 0 THL apresentasse efeito estimulatorio, a diminuicdo da imo-
bilidade no teste de natacdo forcada pode ser incorretamente identificada como um efeito se-
melhante ao antidepressivo (Mori et al., 2013; Nielsen et al., 1986; Rauhut; Hawrylak;
Mardekian, 2008). Estudos com o OE da espécie Cinnamomum osmophloeum ct. que apresenta
como composto majoritario o linalol, observaram que ndo houve diferenca significativa da la-
téncia para a queda no rota rod entre o grupo tratado oralmente com 6leo da folha na dose de
100 mg kg (Qil, 2021).

Derivados do linalol - 6xido de linalol - também ndo causaram danos a coordenacéo
motora quando administrados intraperitonealmente nas doses de 50, 100 e 150 mg kg?
(SOUTO-MAIOR et al., 2017). Os resultados da avaliacdo motora no rota rod para 0s animais
tratados com o THL encontram-se em concordancia com o linalol e derivados, sugerindo, que
que a dose responsavel pelo efeito ansiolitico-simile ndo altera a coordenacdo motora, diferente
dos benzodiazepinicos, cujo uso pode ser restringido em razdo das deficiéncias psicomotoras

gue podem ser desencadeadas pelo seu uso (Lader, 1999; Prevot et al., 2019).

5.3.2 Avaliacdo do potencial antidepressivo simile do THL

O modelo de nado forcado é fundamentado na hipdtese de que a imersdo forcada de
animais em agua estimula comportamentos relacionados a depressao, como a imobilidade. Re-
duzir o tempo de imobilidade apds a administracdo de substancias sugere a eficacia antidepres-
siva, refletindo uma maior resisténcia ao desespero. Esse modelo é uma ferramenta pré-clinica
para avaliar o potencial de compostos antidepressivos, embora os resultados devam ser inter-
pretados com cautela e validados por meio de outras abordagens comportamentais e bioquimi-
cas (Can et al., 2011). Como dito anteriormente, o parametro mensurado, é o tempo de imobi-
lidade (T1), caracterizado pela falta de movimento pelo animal, exceto o necessario para manter

suas condicOes respiratdrias (Yuen; Swanson; Witkin, 2017). Como observado na Figura 17, 0
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tratamento com a imipramina 30 mg kg reduziu significativamente o tempo de imobilidade
(TI) em 69% (53,5 + 6,8) em relacdo ao grupo veiculo (170,3 + 15,4). De forma semelhante, a
exposicdo aguda ao THL nas doses de 150, 300 e 600 mg kg reduziram significativamente o
TI, respectivamente em: 69,3% (52,33 £ 14,5 s), 60,9% (66,67 = 8,6 s) € 68,7% (53,3 £ 6,6) em
relacdo ao grupo veiculo. Para as doses de 150, 300 e 600 mg kg™ néo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre as trés doses do THL para o parametro avaliado, estabele-
cendo a dose de 150 mg kg para continuidade nos ensaios de investigacdo do mecanismo an-

tidepressivo-simile do monoterpeno.
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Figura 17. Efeito do THL em diferentes doses (37,5 - 600 mg kg v.0) e Imipramina (IP) (30
mg kgti.p), no tempo de imobilidade (s) no teste de natagdo forcada. A coluna representa a
média £ EPM. (n = 6). Analise estatistica: ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey,
*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,001: (THL) = vs. controle e (DZP) = vs. controle.

Plantas arométicas, produtoras de OE ricas em linalol na regido amazonica séo extensi-
vamente utilizadas na medicina tradicional em razdo das suas propriedades antidepressivas.
Dentre as espécies citadas, tem-se: Aniba rosaeodora Ducke (pau-rosa, pau-rosa), Aniba par-
viflora (Meissn.) Mez (macacaporanga) e Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng (catinga-de-
mulata)(DOS SANTOS et al., 2018). Estudos com esses OE e com o padréo linalol (30 mg kg
1) demonstraram efeitos significativos nos modelos de natacdo for¢ada, nas maiores doses (35,
85 e 75 mg kg1), diminuindo significativamente o tempo de imobilidade dos animais quando
comparados ao controle. O linalol também apresenta efeito em modelos que tentam simular a

anedonia, como o splash test que avalia 0 comportamento de autolimpeza (Dos Santos et al.,
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2018; Kalueff; Tuohimaa, 2004). A anedonia é caracterizada pela perda do interesse no desen-
volvimento de atividades diarias, sendo considerado um sintoma central no diagnostico de
transtornos depressivos (Mcmakin et al., 2012; Rizvi et al., 2016; Uher et al., 2012).

O linalol e acetato de linalila séo compostos majoritarios em uma série de OE como o
de lavanda Lavandula angustifolia Mill, utilizado na terapéutica no controle de transtornos de-
pressivos maiores e ansiedade, sendo esse OE comercialmente disponivel em capsulas, com
nome comercial Silexan® (Miller et al., 2021). Esse medicamento apresenta-se nas doses de
80 e 160 mg, sendo indicado em quadros de comorbidade de TAG e TDM (CID-10 F41.2)
(KASPER et al., 2010). Os possiveis mecanismos de a¢do envolvem a modulagdo dos canais
de calcio dependentes de voltagem, que influenciam na neuroplasticidade mediada pelo CREB
e ativacdo de cinases de sinalizacdo intracelular como PKA e MAPK (Midiller et al., 2021).

Estudos farmacoldgicos com o linalol demonstram que seu potencial ansiolitico-simile
e antidepressivo-simile parece envolver a modulacdo de diversas vias de sinalizagdo. Diante
disso, foi considerada a possibilidade de avaliar o envolvimento de importantes alvos molecu-
lares relacionados ao tratamento dos transtornos de ansiedade e depressdo no efeito do THL.
Para tanto, foram realizados estudos computacionais, 0s quais direcionaram a realizacdo de

testes in vivo mais especificos para a elucidacao do possivel mecanismo de a¢do do THL.

5.4 Testes in silico

5.4.1 Alinhamento de sequéncias proteicas

O alinhamento de sequéncias de proteinas é uma ferramenta que ajuda a verificar a se-
melhanca e identidade da mesma proteina de diferentes espécies ou diferentes proteinas da
mesma espécie. Com esta técnica, é possivel analisar as regides conservadas e identificar resi-
duos comuns do local ativo. Além disso, é possivel apontar diferencas e semelhancas estruturais
que podem contribuir para o desenvolvimento de medicamentos. Assim, foi investigado os ami-
noacidos compartilhados entre as sequéncias das proteinas alvos e das proteinas moldes. Os
resultados mostraram que o transportador de noradrenalina do Homo sapiens obteve 59,27% de
identidade com a Dopamina 1 de Drosophila melanogaster (Figura 18). Enquanto que o recep-
tor o do H. sapiens obteve 97,76% de identidade com o receptor a2 de Bous taurus (Figura

19). Os resultados de alinhamento mostraram que as sequencias proteicas alvo apresentaram
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um grau elevado de identidade e similaridade, o que possibilitou a construgéo dos modelos de

homologias confiaveis dessas proteinas.
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Figura 18. Alinhamento da sequéncia do alvo transportador de noradrenalina do Homo sapiens

(1) e do molde (Dopamina 1 de Drosophila melanogaster) (2). As regides cinzas correspondem

a aminoacidos ndo semelhantes e ndo idénticos. As regides vermelhas correspondem apenas a

aminoéacidos idénticos. As regides amarelas sdo 0s aminoacidos semelhantes.
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Figura 19. Alinhamento da sequéncia do alvo receptor azg do H. sapiens (1) e do molde (re-

ceptor apg de Bous taurus) (2). As regides cinzas correspondem a aminoacidos ndo semelhantes
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e ndo idénticos. As regides vermelhas correspondem apenas a aminoacidos idénticos. As regi-
Oes amarelas sdo os aminoacidos semelhantes.

54.2 Modelagem por homologia

O modelo do transportador de noradrenalina e o receptor azg foi gerado pelo método de
modelagem por homologia. A confiabilidade dos modelos foi avaliada usando o gréfico Rama-
chandran, que representa todas as combinacdes possiveis de angulos diédricos W (psi) versus @
(phi) para cada aminoacido em uma proteina, exceto glicina, que ndo possui cadeias laterais, e
0s modelos sdo considerados confidveis quando mais de 90% dos aminoacidos estdo presentes
nas regides permitidas e/ou favorecidas (regides coloridas do gréfico). As regides em branco
representam valores discrepantes, com contatos ruins. O modelo do transportador de noradre-
nalina gerado apresentou de 92,2% de aminoacidos nas regides favorecidas e 6,3% nas regides
permitidas (Figura 20A). Enquanto que 0 modelo do receptor a2 apresentou de 90,3% de ami-
noacidos nas regibes favorecidas e 8% nas regides permitidas (Figura 20B). Assim, diante dos

resultados, verificamos que os modelos de homologia foram considerados confiaveis.
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Figura 20. Grafico de Ramachandran do modelo de homologia gerado para transportador de

noradrenalina (A) e receptor azs (B). As regides coloridas representam as regides permitidas e

favorecidas das estruturas secundarias e as regides brancas representam as regides proibidas.
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54.3 Docking molecular

O composto tetrahidrolinalol (THL) foi submetido ao rastreio por meio de docking mo-
lecular em 13 proteinas. Os resultados de docking foram gerados usando duas func¢des de pon-
tuacdo, o Moldockscore e o Rerankscore. VValores mais negativos indicaram melhores previsoes
para a maioria das funcdes de pontuacdo. A proteina em que o0 composto obteve valores de
energia de ligacdo superior ou proximo ao farmaco padrdo em pelo menos uma fungéo de pon-
tuacdo foi considerada ativa. Os resultados de docking gerados pelas cinco funcGes de pontua-
cao foram validados pelo redocking do ligante cristalografico com todas as proteinas investiga-
das. Os desvios da raiz quadrada média (RMSDs) das poses de ajuste obtidas foram calculados
em comparacdo com a estrutura cristalina. Os valores RMSD inferiores a 2 A indicam um grau
ideal de confiabilidade de triagem. As informacdes sobre as estruturas de partida e os resultados
da validacéo de redocking sdo mostradas na Tabela 3. Durante a anélise de redocking, a maioria
dos valores RMSD estavam abaixo de 2,0 A, ou seja, as poses geradas posicionaram o ligante
corretamente no local ativo. No geral, os programas forneceram valores considerados satisfa-

torios para a validacdo do docking.

Tabela 3. Valores de RMSD para as proteinas selecionadas no estudo de docking.

Proteina Ligante PDB RMSD
1. Transportador de Serotonina 68P 701 0,46
2. Transportador de Dopamina 21B 704 0,23
3. Oxido nitrico sintase neuronal (nNOS) 8EV_803 0,54
4. Guanilato ciclase soltvel (sGC) 486 3 0,19
5. Receptor NMDA QEL_920 0,28
6. TNF-a 307_1 0,63
7. IL-6 TLA 300 0,08
8. Receptor de dopamina -D1 G30_501 22,53
9. Receptor de dopamina -D2 8NU_2001 0,56
10. Receptor a2a E39 0,19
11. Receptor 5-HT1s 2GM_2001 0,19
12. Receptor 5-HT1a 8NU 0,17
13. Receptor 5-HT2a 8NU 0,21

Fonte: dados da Pesquisa (2021).
As técnicas computacionais aplicadas ao desenvolvimento e descoberta de novos far-

macos permitem o direcionamento dos estudos, otimizando tempo, trabalho e custos operacio-

nais. Atualmente, tornou-se uma das etapas iniciais para o direcionamento dos ensaios pré-
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clinicos, inclusive, direcionando na compreensdo de diversos mecanismos moleculares ou fe-
ndmenos bioldgicos. Logo, o docking molecular é uma abordagem que permite entender o pro-
cessamento do acoplamento e interacdes de moléculas a uma proteina em nivel atbmico. Os
calculos gerados permitem prever a pose, orientagdes e afinidade do ligante aos sitios ativos do
alvo. Nossos estudos puderam caracterizar o complexo THL em alvos importantes na modula-
¢do do SNC, com impacto na fisiopatologia da ansiedade e depresséo.

De acordo com os dados obtidos (Tabela 4) das 14 proteinas analisadas, o THL apre-
sentou significativa interacdo com as proteinas nNOS, sGC, NMDA, IL-6, D1, 5-HT1a. Obser-
vamos que o composto investigado obteve valores superiores ou préximos aos valores de Re-
rankscore quando comparados com os controles. O THL mostrou-se mais potente no alvo das
proteinas NMDA e D1, com valores de afinidade de ligacéo -64,67 e -44,46 Kcal/mol, respec-
tivamente. Resultados semelhantes puderam ser observados em estudos computacionais com
os fenilpropanoides 4-al lil-2,6-dimetoxifenol, metileugenol e orthoeugenol, que demonstraram
potencial antagdnico em alvos envolvidos na depressdo, como 0 NMDAr e nNOs (Da Silva
Calixto et al., 2020). Para as proteinas nNOS, sGC, IL-6, 5-HT1a, 0 composto tetrahidrolinalol
apresentou valores de energia proximo ao do ligante cristalografico, indicando a probabilidade
de acdo nessas enzimas, porém com menor interacdo. Esses resultados obtidos para o THL,

indicam sua potencialidade através desses possiveis mecanismos de acéo.

Tabela 4. Valores de energia de ligacao analisados nas 14 proteinas selecionadas no estudo. Os

melhores resultados podem estéo destacados em negrito.

Proteina THL Controle positivo
Moldockscore Rerankscore Moldockscore Rerankscore

1. Serotonina -65.38 -55.64 -148.39 -114.03
2. Noradrenalina -78.14 -65.02 -107.98 -85.73
3. NNOS -42.80 -35.99 -46.21 -44.33
4, sGC -61.73 -51.35 -95.24 -63.94
5. NMDAr -80.16 -64.67 -80.69 -52.32
6. TNF-a -73.94 -59.49 -146.69 -83.99
7.1L-6 -39.99 -23.25 -86.46 -38.23
8. Receptor D1 -55.05 -44.46 -63.43 16.58

9. Receptor D2 -83.32 -70.09 -153.86 -133.46
10. Receptor oz2a -57.29 -49.23 -129.01 -110.33
11. Receptor ozg -53.77 -47.00 -123.18 -103.93
12. Receptor 5-HT1g -75.28 -59.86 -216.217 -175.03
13. Receptor 5-HT1a -72.41 -57.34 -105.95 -56.63
14. Receptor 5-HT2a -78.83 -66.49 -146.93 -124.58

Fonte: dados da Pesquisa (2021).
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Foram observadas as interacGes detalhadamente formadas pelo composto THL com as
proteinas em que esse composto obteve resultados de afinidade de ligacao superior ao farmaco
padrdo. Sendo assim analisadas interacGes e ligacdes formadas com o THL e as proteinas
NMDA e D1. O composto THL conseguiu formar trés interac6es hidrofébicas com os aminoa-
cidos Pro78, Alal07, Tyr109, llel1l e Phell4 com o sitio ativo da proteina NMDA (Figura
21). Enquanto que a cetamina formou uma ligacdo de hidrogénio com a GIn110, trés interacGes
hidrofébicas com os aminoacidos Tyr109, 1le111 e Phell4, e uma interacdo desfavoravel, do
tipo estérica com o0 aminodcido Alal07. No receptor D1, o THL possui varias intera¢des hidro-
fébicas com o sitio ativo dessa proteina, dentre eles: Val110, 1le104, Leu190, Trp285, Phe288
e Phe289 (Figura 22). J& o composto padréo, o cloridrato SHC, apresentou uma ligacdo de
hidrogénio com a Ser189, e uma ligacao de van der waals com Asp103 e interacdes hidrofobicas
com os residuos Val100, 1le104, Leu190 e Phe 288.

Compound THL TYR

Ketamine

Figura 21. Interagdes 2D e 3D entre 0 THL, a cetamina e a proteina NMDA. As ligacdes de
hidrogénio sdo destacadas em verde; as interagdes hidrofobicas sdo destacadas em rosa e as
interacOes estéricas sdo destacadas em vermelho.

78



LEU190 ILE
R:104

L
TRP R:
R:285

PHE
R:288

Compound THL

LEU
RA90

Cloridrato SHC

Figura 22. Interacdes 2D e 3D entre 0 THL, a Cloridrato SHC e a proteina D1. As ligagdes de
hidrogénio sdo destacadas em verde; as interacdes hidrofébicas sdo destacadas em rosa e as

interacdes estéricas sdo destacadas em vermelho.

54.4 PredicGes farmacocinéticas

Os mecanismos farmacocinéticos de absorc¢do, distribuicdo, metabolizagcdo e excrecao
(ADME), vem sendo descritos como as principais causas de fracassos na descoberta de novas
moléculas candidatas a medicamentos (Isyaku; Uzairu; Uba, 2020). As metodologias modernas
de modelagem in silico que avaliam as propriedades farmacocinéticas, tornam-se interessantes
durante os estudos iniciais, otimizando o processo de pesquisa de novos farmacos, identificando
0s principais problemas de ADME que compromete as fases posteriores das pesquisas nao cli-

nicas (Wang et al., 2019). Nesse contexto, dentre as ferramentas computacionais alternativas,
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tem-se 0 SwissADME e pkCSM que oferecem acesso a um pool de modelos preditivos e robus-
tos para propriedades fisico-quimicas, farmacoldgicas e quimica medicinal (Daina; Michielin;
Zoete, 2017Db).

Para determinacdo de possiveis falhas farmacocinéticas do THL, foram realizadas pre-
digdes nas plataformas anteriormente citadas. Inicialmente, foram observados os parametros de
Lipinski, cujas regras determinam a chance do composto ser potencialmente promissor e ativo
por via oral. Os critérios s&o: (a) peso molecular <500 da; (b) LogP <5 (ou MLogP <4,15); (c)
numero de aceitadores de ligagdes de hidrogénio < 10; (d) numero de doadores de ligacdes de
hidrogénio <5 (Lipinski et al., 2012). O THL possui massa molar igual a 158,28 g/mol, MLogP
de 2,84 e nimeros adequados (com base na regra de Lipinski) de doadores e aceitadores de
ligacBes de hidrogénio, totalizando uma, que sugerem uma boa disponibilidade oral. Em relacédo
ao LogsS (-2,55) os valores encontrados para o composto estdo dentro da faixa (—4 ¢ —2), o que
indica boa solubilidade em agua.

Com relacdo ao comportamento frente ao modelo boilled eggs o THL (Figura 23) mostra
uma alta probabilidade de ser absorvido pelo trato gastrointestinal e de permear a barreira he-
matoencefalica (BHE) (pkCSM: logBB = 0,629 > 0,3), podendo ser visualizado graficamente
pelos pontos referentes a area fisico-quimica do cérebro (gema), o que reforca o seu potencial
frente a distarbios neurolégicos. Também pode-se observar que o THL ndo € possivel substrato
ou inibidor da glicoproteina P (gp-P) ou proteina de resisténcia a multiplas drogas (MDR1)
(Tabela 5). Essa informacéo € relevante devido a atuacéo da gp-P como bomba de efluxo, im-
pedindo que a substancia atinja a concentragéo terapéutica no corpo humano, ou permeie a BHE
(Mealey et al., 2010; Mohamed; El-Kadi, 2012). Por fim, a analise preditiva também demonstra
que o THL ndo é substrato nem inibidor do sistema enzimatico CYP450 em suas diferentes
isoformas (Tabela 5). Esse grupo enzimatico esta envolvidos no metabolismo de xenobidticos
e a interferéncia do monoterpeno poderia ser base para possiveis interacfes farmacocinéticas,

afetando a eficécia e seguranca de fA&rmacos coadministrados (Silva et al., 2022).
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Figura 23. Perfil de absorcdo do composto tetrahidrolinalol (THL) pelo modelo in silico (Boi-
led-egg) via SwissADME. Legenda: barreira hemato encefalica (BHE); absor¢do gastrointesti-
nal (AGI); substrato de proteina G + ou — (gP). Fonte: adaptado de SwissADME (2021).

Tabela 5. Potencial substrato in silico das isoformas do complexo citocromo P450 pelo com-
posto THL.

(CYP) THL
CYP2D6 (Substrato) Né&o
3A4 (Substrato) Né&o
1A2 (Inibidor) Né&o
2C19 (Inibidor) Né&o
2C9 (Inibidor) Nao
2D6 (Inibidor) Né&o
3A4 Né&o

Legenda: citocromo P (CYP). Fonte: adaptado de SwissSADME e pkCSM (2021).

A analise utilizando o pkCSM obteve parametros de logaritmo do coeficiente de perme-
abilidade aparente (modelo in silico construido a partir dos valores de permeabilidade de células
adenocarcinoma Caco-2). Os valores obtidos s&o acima de 90 % (log Papp, log cm s-* > 0.9)
indicando alta probabilidade de absor¢cdo do THL no intestino delgado humano. Esses dados
corroboram com os obtidos pela plataforma Swiss ADME (TPSA < 140 A). Com relagdo ao
volume de distribuicdo no estado estacionario (VVDss) que indica o volume tedrico de qual a
dose global de uma droga precisaria ser uniformemente distribuida para garantir a mesma con-
centracdo plasmatica, o THL apresenta valores baixos, o que pode interferir no perfil de distri-
buicdo adequado (Pires; Blundell; Ascher, 2015b; Silva et al., 2020).
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Tabela 6. Dados farmacocinéticos in silico estimados pelas plataformas SwissADME e
pkCSM.

Composto LogP LogSP TPSA  Permeabilidade Abs. VDss (log Fract.
(A>¢ Caco-2 (log Int. L/kg)" Unb.9
Papp; log (%)
cm/s)d
THL 2,89 2,55 20,23 1,328 93,27 0,049 0,361

Legenda: Coeficiente de particdo (LogP/S); area de superficie polar topoldgica (TPSA); vo-
lume de distribuicdo (VDss). Fonte: adaptado de SwissADME e pkCSM (2021).

55 Investigacao de possiveis mecanismos farmacoldgicos do THL in vivo

A partir dos resultados obtidos pelo docking molecular, foram observadas energias sa-
tisfatorias de interacdo nos alvos D1, NMDA, nNOs e GCs, quando comparados aos ligantes
co-cristalizados. Esses dados sugerem uma possivel atuacdo dos sistemas dopaminérgicos, glu-
tamatérgicos e oxidonitrérgico no efeito antidepressivo-simile do THL. Sendo assim, foram
investigados in vivo por meio do modelo de nado for¢cado o envolvimento desses sistemas, em-
pregando respectivamente: um antagonista D1 enantioseletivo, potencializagdo pela cetamina —
um antagonista do receptor NMDA-, e 0 azul de metileno — um inibidor da GCs/NOs) —. Para
0 mecanismo dos receptores D por ndo ter havido diferenca significativa entre as doses farma-
coldgicas do THL, foi utilizado a de 150 mg kg, onde foi observado a reverséo do efeito pelo
antagonista. J& para os mecanismos de potencializacao, foi empregado a dose subtativa do THL

(75 mg kg1). Esses resultados foram obtidos previamente pelo modelo de nado forgado.
5.5.1 Envolvimento do sistema dopaminérgico

De maneira a avaliar o envolvimento dos receptores D1 no efeito antidepressivo-simile
do THL no modelo do nado forcado, foi empregado o SCH 23390, um potente antagonista
enantioseletivo dos receptores D:-like. Para tanto, grupos de camundongos (n = 6) foram trata-
dos com veiculo (salina 0,9% + tween 0,05% Vv.0) ou bupropiona (BUP mg kg v.0) ou THL
(THL 150 mg kg* v.0) isoladamente ou em associacdo ao SCH 23390 (15 pg i.p). Os resultados
(Figura 24) mostraram que o grupo de camundongos tratados com a bupropiona 30 mg kg

reduziu significativamente o tempo de imobilidade (T1) em 79% (37,8 + 4.8 s), em relacédo ao

82



grupo veiculo (182,5 + 4.9 s). De forma semelhante, a exposi¢do aguda ao THL nas doses de
(150 mg kg?) reduziu significativamente o TI em 59% (74 + 4.9 s) em relacéo ao grupo veiculo.
Ja os grupos que tiveram associagdo com o0 SCH 23390 nao demonstraram reducéo significativa
no IT, sendo eles SCH (15 pg) + veiculo (168,2 £ 5,3 s), SCH 23390 (15 pg) + Bupropiona (30
mg kg) (151,7 + 12,72 s) e SCH 23390 (15 pg) + THL (150 mg kg') (185,8 + 3,6 s).

250-
= Veiculo
Ol BN BUP 30 mg kg™
$ 1501 T B THL 150 mg kg™t
-O Ve
= 100 E& SCH 23390 (15ug) + Veiculo
E I SCH 23390 (15ug) + BUP 30 mg kg
°01 B SCH 23390 (15pg) + THL 150 mg kg™
0 .

Tratamentos

Figura 24. Tempo de imobilidade no modelo do Nado Forgado na avaliagéo do efeito antide-
pressivo-simile do tetrahidrolinalol (THL) por meio de receptores Di. Nota: Nota: A coluna
representa a media + EPM (n = 6). Analise estatistica: ANOVA unidirecional seguida do teste
de Tukey, * p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,0001.

Esses resultados sugerem que a associagdo do THL na dose antidepressiva com o SCH
23390 é capaz de promover uma reversao da diminuicdo do tempo de imobilidade no modelo
do nado forgado quando comparado ao grupo THL administrado isoladamente, indicando uma
possivel via de atuacdo em receptores D1. Esses receptores quando ativados, melhoram as ca-
racteristicas fenotipicas da depressdo devido ao seu impacto na regulagéo de neurotransmisso-
res (aumento de dopamina e serotonina) e sistemas de sinalizacdo (CAMP/PKA), promovendo
a excitabilidade celular. Estudos também tem demonstrado que farmacos que atuam em recep-
tores D1 aumentam fatores transcricionais envolvidos na plasticidade sinaptica e na neurogé-
nese em regides hipocampais do giro denteado (BDNF, EGFP) (Shuto et al., 2020).

De maneira a complementar a possivel acdo do THL via receptores D1-like, foi obser-
vado que seu precursor, o linalol, também apresenta possivel a¢do via receptores D1. Os estudos

realizados por Gusman-Gutiérrez et al. (2015) com camundongos, demonstrou gque a associa¢ao
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do SCH23390 junto ao linalol levou ao aumento do tempo de imobilidade dos animais no mo-
delo do nado Forcado, quando comparado ao grupo que recebeu apenas o linalol. O que de-
monstra que o seu precursor, 0 THL, também podera atuar de maneira semelhante regulando

mecanismos dopaminérgicos.

55.2 Envolvimento do sistema glutamatérgico

Para avaliar o envolvimento da via glutamatérgica no efeito antidepressivo-simile do
THL no modelo do nado forgado, foi realizado um estudo de potencializagdo de efeito do mo-
noterpeno com a cetamina, um antagonista do receptor NMDA. Para tanto, grupos de camun-
dongos (n = 6) foram tratados com veiculo (Tween 80 a 0,5% em NaCl a 0,9% v.0) ou THL
(150 e 75 mg kg v.0) ou cetamina (1 e 30 mg kg™ i.p) isoladamente ou associados (THL 75
mg kg v.o + cetamina 1 mg kg i.p). Os resultados (Figura 25) indicam que 0s grupos que
receberam as doses ativas da cetamina (10 mg kg) e THL (150 mg kg™) apresentaram reducéo
significativa do tempo de imobilidade em 45,2 % (80,17 + 15,78) e 52,96 % (68,83 * 4,56),
respectivamente, em relacdo ao grupo veiculo (146,30 + 16,40 s). De forma similar, o grupo
que recebeu a associacdo da cetamina 1 mg kg + THL 75 mg kg também demonstrou uma
significativa reducdo do tempo de imobilidade de 42,88 % (83,57 + 5,17) quando comparado
ao grupo tratado com salina. Ja os grupos que receberam as doses subativas da cetamina (1 mg
kg?) (160,20 + 12,41) e do THL (75 mg kg) (154,80 + 7,86) ndo apresentaram diferenca no
tempo de imobilidade, em comparagéo ao grupo controle (146,30 £ 16,40).
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Figura 25. Tempo de imobilidade no modelo do nado forcado na avaliacdo do efeito antide-
pressivo-simile do tetrahidrolinalol (THL) pela via glutamatérgica. Nota: Nota: A coluna repre-
senta a média £ EPM (n = 6). Analise estatistica: ANOVA unidirecional seguida do teste de
Tukey, * p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,0001.

Estes resultados preliminares sugerem que 0s animais tratados com o THL e a cetamina
de maneira sinérgica potencializam o efeito antidepressivo-simile, provavelmente, por um me-
canismo envolvendo o blogueio do receptor NMDA. Estudos pré-clinicos tém demonstrado que
antagonistas como a cetamina e analogos (fenciclidina e dizocilpina) atuam diminuindo a ati-
vidade do canal, reduzindo o influxo de Ca?* e as correntes mediadas pelo receptor NMDA. A
cetamina atua na fisiopatologia de desordens psiquiatricas em doses subanestésicas, atingindo
o tecido cerebral em concentragdes micromolares (Niciu et al., 2014; Zorumski et al.,2016). E
importante ressaltar que existe um grande interesse pelo potencial terapéutico da cetamina em
razdo da sua rapida acdo antidepressiva, contrastando fortemente com os efeitos retardados dos
antidepressivos tradicionais. Atualmente, acredita-se que o mecanismo dessa droga se da por
ativar a jusante do BDNF e vias de sinalizacdo do alvo mecanicistico da rapamicina (mTOR),
potencializando a plasticidade sinptica (Matveuchuk et al., 2020).

55.3 Envolvimento do sistema oxidonitrérgico

O &xido nitrico (NO) tem sido relacionado como um importante neuromodulador en-
volvido com a neurobiologia da adaptacéo ao estresse e a depressdo. A administracao sistémica

ou intra-hipocampal de inibidores da NO sintase neuronal (nNOS) induz efeitos do tipo antide-
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pressivo em modelos animais. Sendo assim, no modelo empregado, foi utilizado o azul de me-
tileno, que atua como inibidor ndo seletivo da éxido nitrico sintase (NOS) e da Guanilato Ci-
clase (GCs) soluvel. E importante ressaltar que a disfuncdo da cascata do 6xido nitrico NO-
guanosina Monofosfato ciclico (GMPc) esta fortemente ligada as desordens de humor, ansie-
dade, psicoses e depressdo. Logo, a inibigdo dessa via pode ser considerada importante estraté-
gia na modulacdo desses quadros (Bem-Azu et al., 2019).

Nesse sentido, foi realizado um teste de potencializacao utilizando de doses subativas
do THL e do azul de metileno, a fim de se verificar se esta associagdo seria capaz de reduzir o
tempo de imobilidade, quando comparado ao grupo controle (Figura 27). Sendo assim, os re-
sultados demonstram que 0s grupos que receberam as doses ativas do azul de metileno (30 mg
kgt i.p) e THL (150 mg kg v.0), reduziram significativamente o tempo de imobilidade em
42,42 % (95 £ 9,795) e 49.59 % (83,17 + 4,438), respectivamente, em relacdo ao grupo veiculo
(165,0 = 3,347). De forma similar, o grupo que recebeu a associacdo das doses subativas do
azul de metileno (3,75 mg kgti.p) e THL 75 mg kg v.0 (101,7 + 4,193) também demonstrou
uma significativa reducdo do tempo de imobilidade de 38,36 % quando comparado ao grupo
tratado com salina. Por fim, o grupo de animais que recebeu apenas a dose subativa de azul de
metileno (3,75 mg kg?) (157,2 + 3,692) ndo foi capaz de diminuir o tempo de imobilidade
guando comparado ao grupo controle (165,0 £ 3,347), o que se repete quando foi administrada
a dose subativa do THL de 75 mg kg (154,8 + 7,867), que também néo foi capaz de induzir

efeito antidepressivo-simile.

2001
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2 1009 B THL 75 mg kg
c‘é . B THL150 mg kg™
- B3 Azul de Metileno 3,75 mg kg™ + THL 75 mg kg™*

Tratamentos

Figura 26. Tempo de imobilidade no modelo do Nado Forcado na avaliagdo do efeito antide-

pressivo-simile do tetrahidrolinalol (THL) pela via oxidonitrérgica. Nota: A coluna representa
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a média + EPM (n = 6). Analise estatistica: ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey,
* p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,0001.

Estes resultados sugerem que a associacdo de uma dose subativa do THL com uma
dose subativa do azul de metileno é suficientemente capaz de promover reducdo do tempo de
imobilidade no modelo e, portanto, pode apresentar potencial antidepressivo-simile, possivel-
mente, pela inibigdo da via oxidonitrérgica. De forma similar, Bem-Azu et al. (2019) investi-
garam o papel da via L-arginina/NO na depressdao e na memoria e observaram que a Morina,
um composto aromatico da classe dos flavonoides, apresentou comportamento semelhante ao
THL. No estudo, a dose subativa de azul de metileno (3,75 mg kg') em associacdo com a dose
subativa da morina (100 mg kg) foi capaz de reduzir significativamente o tempo de imobili-

dade dos animais quando comparado ao grupo controle, no modelo do nado forgado.

De forma complementar, foi dosado o nitrito (NO2), que & um subproduto do metabo-
lismo do 6xido nitrico e pode estar envolvido indiretamente na neuroinflamacéo e no estresse
oxidativo. Desse modo, com relacéo aos resultados, pode-se observar que o grupo tratado com
0 veiculo aumentou significativamente a concentragdo de nitrito (991,8 + 165,8) em 114,9 %
guando comparado ao grupo basal (naive) (461,5 = 59,75), cujos animais nao receberam ne-
nhum tratamento e ndo foi submetido ao modelo do nado for¢ado que atua como um estimulo
estressor. Diferentemente, os animais tratados com as doses do THL 150 mg kg (586,2 + 31,49)
e azul de metileno 30 mg kg (474,7 + 51,19), que reduziram significativamente a producéo do

nitrito em 40,89 e 52,14 %, respectivamente, quando comparados ao grupo veiculo.
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Figura 27. Concentracéo de nitrito (nM/g de peso da amostra) em grupos que receberam doses
ativas de tetrahidrolinalol e azul de metileno. Nota: A coluna representa a média + EPM (n =
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6). Analise estatistica: ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey, “*” = vs Naive; “#”
= vs Veiculo, * p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,0001, # p<0,05, ## p<0,001.

O oxido nitrico por sua vez, possui diversas fungdes homeostaticas e na inflamacao. Nos
transtornos de depressao o cérebro apresenta um quadro de inflamacéo de baixa intensidade, no
qual induzem a producdo de 6xido nitrico pelas por astrocitos e microglia. Esse mediador por
sua vez em excesso, pode causar toxicidade neuronal em decorréncia da formacdo de espécies
reativas de nitrogénio, culminando com a morte de células tronco mesenquimais, cujos danos
neuronais podem alterar a plasticidade sinaptica (Liy et al., 2021). De modo geral, resumida-
mente, o THL pode atuar inibindo correntes despolarizantes via receptores NMDA, cujo influxo
de Ca?" anormal nos neurdnios pds-sinapticos poderd contribuir com a superestimulacéo da
nNNOs aumentando a sintese de NO, ou por meio de ima inibicdo direta da GCs. Com isso, a
reducdo do NO, minimiza o estresse oxidativo, consequentemente, implica a menores danos

neuronais que interferem em sinalizagdes e processos envolvidos na neurogénese.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que o THL apresentou baixo
perfil de toxicidade, sem induzir a alteragdes comportamentais, fisioldgicas, morfoldgicas e
histologicas nas condigdes experimentais testadas. Nos testes de ansiedade, foram observadas
diferencas significativas no nimero de entradas nos bracos abertos do LCE e no seu respectivo
tempo permanéncia na dose de 37,5 e 75 mg kg™. Nas doses de 37,5 e 75 mg kg™ nao foram
identificados efeitos sedativos e miorrelaxante avaliados no ensaio de campo aberto e rota rod,
respectivamente — o0 que denota que o composto € destituido de efeitos sobre a atividade
locomotora. Com relacdo a atividade antidepressiva-simile, foi observado que o tratamento
com o monoterpeno reduziu o tempo de imobilidade nos animais submetidos ao ensaio de
natacdo forcada, empregando a dose de 150 mg kg™.

Na predicdo de possiveis alvos envolvidos na atividade antidepressiva, o ensaio de
docking molecular demonstrou que o THL apresentou valores de energia satisfatorios em alvos
como: nNOs, GCs, IL-6, 5-HT1a, com resultados superiores ao padrdo co-cristalizado nos
receptores NMDA e D;. Esses resultados puderam ser corroborados nos ensaios in vivo, onde
se foi possivel evidenciar reversdo do efeito quando empregado um antagonista D:
enantioseletivo e um sinergismo farmacologico quando utilizados doses subterapéuticas de
antagonista do NMDA — cetamina — e da GCs/NO — azul de metileno- com reduc¢éo dos niveis
de nitrito em estrutura de cortex e hipocampo. A substancia em questdo também apresenta
caracteristicas fisico-quimicas e farmacocinéticas que predizem uma boa biodisponibilidade in
silico. A partir desses estudos pioneiros iniciais € possivel concluir que o THL relne condi¢des
de continuidade das pesquisas direcionadas a busca de um possivel medicamento ansiolitico e

antidepressivo.
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ANEXO B - Protocolo Triagem Comportamental

Atividade farmacoldgica

Quantificacao dos efeitos

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

Até 30° 1h

2h

3h

4h

1-SNC

a — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade

Tremores

Convulsoes

Piloerecéo

Movimento intenso das vibrissas
Outras

b — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedacgdo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular
¢ — Outros comportamentos
Ambulacio

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabega
Contorgdes abdominais
Abducéo das patas do trem posterior
Pedalar

Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarreia

Constipagdo

Defecacdo aumentada
Respiracdo forcada
Lacrimejamento

Cianose

Tono muscular

Forca para agarrar

3- MORTE

Fonte: Almeida et al. (1999).
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Conclusion: In molecular docking assay, which investigated potential targets, THL presented satis-
factory energy values for: nNOs, SGC, IL-6, 5-HTia, NMDAr, and D1. These demonstrate the po-
tential of THL (a derivative of natural origin) in in vive and in silico models, making it a drug can-
didate.
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1. INTRODUCTION

According to the World Health Organization, it is esti-
mated that 28.8% and 16.6% of the population will respec-
tively present either anxiety or depression during their lives.
In 40-75% of cases, these disorders may appear in associa-
tion with each other [1]. Patients presenting both anxiety

*Address comespondence 1o this_author atthe Ch

and depression are typically less productive, making these
diseases a principal cause of psychosocial disability. This is
due to episodic aggravations, longer crises periods, accentu-
ated symptoms, standard treatment refractoriness and inef-
fectiveness [2, 3]. Pharmacological therapy for anxiety gen-
erally involves the use of benzodiazepines, azapirone (bus-
pirone), and antidepressant medications, among others. To
treat depression, drugs from the class of tricyclics (TCAs),

ine oxidase inhibitors (iIMAOQs), selective serotonin
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reuptake inhibitors (SSRIs), serotonin-noradrenaline reup-
take inhibitors (SNRIs), or atypical antidepressants are used.
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Abstract: Inroduction: Alzheimer's and Parkinson's are neurodegenerative disorders that affect a
great number of people around the world, seriously compromising the quality of life of individuals,
duc to motor and cagnitive damage. In these discases, pharmacological treatment is used only to alle-
viate symptoms. This emphasizes the need to discover altemative molecules for use in prevention

Objective: Using Molecular Docking, this review aimed 1o evaluate the anti-Alzheimer's and anti-
Parkinson’s activity of linalool and citror as well as their derivatives,

ARTICLEHISTORY Methodelogy: Before performing Molecular Docking lat the compounds’

were evalusted. For Molecular Docking, 7 chemical compounds derived from citron-
ellal, and 10 compounds derived from linalool, and molceular targets invalved in Alzheimer's and
Parkinson's pathophysiology were sclected.

Resuits: According 1o the Lipinski rules, the compounds under study presented good oral absorption and
» bioavailability. For toxicity, some tssue inritabilily was observed. For Parkinson-related targets, the cil-
IR ronellal and linalool derived compounds revealed excellent energetic affinity for a-Synuclein, Adenosine
Reveptors, Monoamine Oxidase (MAO), and Dopamine D receptor proteins. For Alzheimer discase tar-
gets, only linalool and its derivatives presented promise against BACE enzyme activity

Canelusion: The compounds studied presented high prabability of modulatory setivity against the dis-

casc targets under study, and are potential candidates for future drugs

Keywords: Neuroprotection, monoterpenes, natural products, neurodegeneration, molecular docking, Alzheimer's discase,
Parkinson’s disease.

L INTRODUCTION of specific
mental agel
resulting neurodegenerative proce:

nes responsible for NDD, exposure o environ-
5o influences the extent and severity of the
[1-4].

The pathophysiological mechanisms that culminate in
programmed cell death over fime are dug to molecular

changes in protein dynamics, and dysfinctions in the ubiqui-

Neurodegenerative di (NDD) affect a large number
of individuals worldwide. These disorders re
progressive neuronal loss, and affect important brain regions,
causing neurophysiological changes with direct imp:
motor and cognitive mechanisms [1]. The etiological ba:
these diseases is multifactorial. In addition to the

p phagy system, with of oxi-
dative and neurainflammatory processes [5]

Neurodegencration in Alzheimer's discase begins with
protealytic cleavage of amyloid precursor pratein (APF), and
results in the production, aggregation, and deposition of f-
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Abstract: Autism spectrum disorder (ASD) is a neurological condition that directly affects brain
functions and can culminate in delayed intellectual development, problems in verbal communica-
tion, difficulties in social interaction, and stereotyped behaviors. Its etiology reveals a genetic basis
that can be strongly influenced by socio-environmental factors. Ion channels controlled by ligand
voltage-activated calcium, sodium, and potassium channels may play important roles in modulating
sensory and cognitive responses, and their dysfunctions may be closely associated with neurodevel-
opmental disorders such as ASD. This is due to ionic flow, which is of paramount importance to
Do maintaining physiological conditions in the central nervous system and triggers action potentials,
10.2074/1570159X19666210809102547 gene expression, and cell signaling. However, since ASD is a multifactorial disease, treatment is di-

@ CrossMark rected only to secondary symptoms. Therefore, this research aims to gather evidence concerning the

principal pathophysiological mechanisms involving ion channels in order to recognize their im-
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portance as therapeutic targets for the treatment of central and secondary ASD symptoms.

orders, autism, spectrum disorder, brain function.

1. INTRODUCTION

In 1980, Autistic spectrum disorder (ASD) was finally
inserted into the Diagnostic and Statistics Manual for Mental
Disorders III (DSM-III), yet ASD had been discovered about
70 years earlier [1]. ASD is characterized by varying degrees
of impairment in language and social interactions and by the
presentation of repetitive behaviors, as well as impairment in
adapting to new activities in the routine of the affected indi-
vidual [2]. In autistic individuals, evidence points to the de-
velopment of abnormal cytoarchitecture in the first or second
trimester of pregnancy, in which increased cell proliferation,
abnormal cell migration, and reduced neuronal size and neu-
rochemical alterations are observed [2]. Studies involving
magnetic resonance imaging in children aged 18 months to 5
years diagnosed with ASD revealed a 5-10% increase in
brain volume, with morphometric changes in the frontal and
temporal lobes, and lower gray matter, and amygdala vol-
umes when compared to the healthy control group [3]. It is
known that brain volume increases during early childhood,
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followed by interrupted growth with possible decreases after
15 years of age [3]. One of the important areas in ASD de-
velopment is the hippocampus, an area of the limbic system
involved in the central functions of social behavior, learning
and memory, processes that are compromised in the autistic
individual [4-6].

Since the 1980s, in post mortem studies, hippocampus
neuropathology has been studied, and cellular alterations in
subiculum and CA1 have been evidenced. Therefore recent
studies indicate that the hippocampus can be a potential bi-
omarker, although not specific for the disorder [6].

All of these changes culminate in atypical brain connec-
tivity, with disruption of neural communication, as well as
imbalances in excitation and inhibition mechanisms [7].
Studies indicate that the development of ASD is influenced
by environmental factors, such as advanced maternal and/or
paternal age, smoking, mothers with hypertension, epilepsy
or diabetes, as well as genetic factors, including mutations of
the SHANK?2 gene, involved in neuronal synapses, changes
in the fragile X mental retardation 1 (FMR1) gene, or those
associated with channelopathy pathogenesis that results in a
phenotype associated with cognitive and neurobehavioral
disorders [8-10]. Given this, our review aims to briefly eval-
uate the latest studies on ion channel mutation and its role in

© 2022 Bentham Science Publishers
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Abstract: Cancer is a multifactorial disease that continues to increase. Lignans are known to be
important anticancer agents. However, due to the structural diversity of lignans, it is difficult to
associate anticancer activity with a particular subclass. Therefore, the present study sought to evaluate
the association of lignan subclasses with antitumor activity, considering the genetic profile of the
variants of the selected targets. To do so, predictive models were built against the targets tyrosine-
protein kinase ABL (ABL), epidermal growth factor receptor erbB1 (EGFR), histone deacetylase
(HDAC), serine/threonine-protein kinase mTOR (mTOR) and poly [ADP-ribose] polymerase-1
(PARP1). Then, single nucleotide polymorphisms were mapped, target mutations were designed,
and molecular docking was performed with the lignans with the best predicted biological activity.
The results showed more anticancer activity in the dibenzocyclooctadiene, furofuran and aryltetralin
subclasses. The lignans with the best predictive values of biological activity showed varying binding
energy results in the presence of certain genetic variants.

Keywords: lignans; cancer; single nucleotide polymorphisms; virtual screening

1. Introduction

The incidence of many types of cancer continues to rise in the global population, de-
spite many successes in screening, prevention and treatment [1]. Several factors contribute
to the development and progression of cancer, such as resistance to various drugs and
mutations in important genes [2]. The sum of changes in oncogenes, tumor suppressor
genes, repair mechanisms and epigenetic changes has led to cancer development [3]. Itis
impossible to infer how many independent events are required to produce all the changes
that result in most human cancers [4]. Therefore, continuous discovery of new therapeutic
alternatives is necessary.
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Abstract: The N-acylhydrazone function has been reported as a pharmacophore group of molecules
with diverse pharmacological activities, including anti-inflammatory effects. Therefore, this study

heck b was designed to evaluate the anti-inflammatory potential of the compound N’-(3-(1H-indol-3-
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yl)benzylidene)-2-cyanoacetohydrazide (JR19) in vivo. The study started with the carrageenan-
induced peritonitis model, followed by an investigation of leukocyte migration using the subcuta-
neous air pouch test and an assessment of the antinociceptive profile using formalin-induced pain. A
preliminary molecular docking study focusing on the crystallographic structures of NFkB, iNOS, and
sGC was performed to determine the likely mechanism of action. The computational study revealed
satisfactory interaction energies with the selected targets, and the same peritonitis model was used
to validate the involvement of the nitric oxide pathway and cytokine expression in the peritoneal
exudate of mice pretreated with L-NAME or methylene blue. In the peritonitis assay, JR19 (10 and
20 mg/kg) reduced leukocyte migration by 59% and 52%, respectively, compared to the vehicle
group, with the 10 mg/kg dose used in subsequent assays. In the subcutaneous air pouch assay, the
reduction in cell migration was 66%, and the response to intraplantar formalin was reduced by 39%,
particularly during the inflammatory phase, suggesting that the compound lacks central analgesic
activity. In addition, a reversal of the anti-inflammatory effect was observed in mice pretreated with
L-NAME or methylene blue, indicating the involvement of iNOS and sGC in the anti-inflammatory
response of JR19. The compound effectively and significantly decreased the levels of IL-6, TNF-a,
IL-17, and IFN-y, and this effect was reversed in animals pretreated with L-NAME, supporting a
NO-dependent anti-inflammatory effect. In contrast, pretreatment with methylene blue only reversed
the reduction in TNF-« levels. Therefore, these results demonstrate the pharmacological potential of
the novel N-acylhydrazone derivative, which acts through the nitric oxide pathway and cytokine

a

signaling, making it a strong candidate as an anti-i yand i »dulatory agent.
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Abstract: The present study proposed the synthesis of a novel acridine derivative not yet described
in the literature, chemical characterization by NMR, MS, and IR, followed by investigations of
its antileishmanial potential. In vitro assays were performed to assess its antileishmanial activ-
ity against L. amazonensis strains and cytotoxicity against macrophages through MTT assay and
annexin V-FITC/PI, and the ability to perform an immunomodulatory action using CBA. To in-
vestigate possible molecular targets, its interaction with DNA in vitro and in silico targets were
evaluated. As results, the compound showed good antileishmanial activity, with ICs5) of 6.57 (amastig-
otes) and 94.97 (promastigotes) pg mL 1, associated with non-cytotoxicity to macrophages (CCsp
>256.00 ug mL ). When assessed by flow cytometry, 99.8% of macrophages remained viable. The
compound induced an antileishmanial effect in infected macrophages and altered TNF-a, IL-10 and
IL-6 expression, suggesting a slight inmunomodulatory activity. DNA assay showed an interaction
with the minor grooves due to the hyperchromic effect of 47.53% and Kb 1.17 x 10° M !, and was
sustained by docking studies. Molecular dynamics simulations and MM-PBSA calculations propose
cysteine protease B as a possible target. Th this study demc that the new compound is
a promising molecule and contributes as a model for future works.
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Abstract: The compound (E)-2-cyano-N,3-diphenylacrylamide (JMPR-01) was structurally devel-
oped using bioisosteric modifications of a hybrid prototype as formed from fragments of indometh-
acin and paracetamol. Initially, in vitro assays were performed to determine cell viability (in mac-
rophage cultures), and its ability to modulate the synthesis of nitrite and cytokines (IL-1f and TNFa)
£l y activity was explored using the CFA-
induced paw edema and zymosan-induced peritonitis models. To investigate possible molecular

in non-cytotoxic conc In vivo, anti

targets, molecular docking was performed with the following crystallographic structures: LT-Ad-
H, PDE4B, COX-2, 5-LOX, and iNOS. As results, we observed a significant reduction in the produc-
tion of nitrite and IL-1§ at all concentrations used, and also for TNFa with JMPR-01 at 50 and 25
M. The anti-edematogenic activity of JMPR-01 (100 mg/kg) was significant, reducing edema at 2—
6 h, similar to the dexamethasone control. In induced peritonitis, JMPR-01 reduced leukocyte mi-
gration by 61.8, 68.5, and 90.5% at respective doses of 5, 10, and 50 mg/kg. In silico, JMPR-01 pre-
sented satisfactory coupling; mainly with LT-A4-H, PDE4B, and iNOS. These preliminary results demon-
strate the strong potential of JMPR-01 to become a drug for the treatment of inflammatory diseases.

Keywords: bioisosterism; phenylacrylamide; i dulation; infl

1. Introduction

Inflammation is the body’s reaction to aggressive chemical, physical, or biological
agents, promoting coordinated activation of signaling pathways with the aim of institut-
ing repair processes. The process is initiated by activation of standard cell surface recep-
tors, which recognize stimuli, and activate intracellular signaling cascades, inducing the
translocation of transcription factors and Iting in the expression of various infl
tory mediators [1,2]. At the tissue level, during the inflammatory response, typical acute
symptoms such as edema, redness, heat, and pain, which may progress to loss of tissue
function, are observed [3,4].
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Hydroxycitronellal (HC) is a monoterpene present in essential oils of aromatic plants of different species, obtained from
semisynthesis of citronellal, and is widely used as a fragrance in cosmetics. The objective of this work was to evaluate the
possible anxiolytic-like activity of HC and its possible mechanism of action using in vivo and in silico methodologies. Swiss male
mice (Mus musculus) were treated with HC (12.5, 25, and 50 mg/kg, i.p.) and subjected to the rota rod, elevated plus maze, and
open field tests. No significant impairments were observed in the rota rod tests for the motor activity of the animals treated with
HC at 12.5, 25, and 50 mg/kg, i.p., indicating no myo-relaxing or sedative effects. In the elevated plus maze, HC (in the three
doses) induced significant increases in the percentage of entries (respectively, 34.8%, 33.8%, and 38.6%) and in the length of stay
(respectively, 49.9%, 56.1%, and 57.0%) in the open arms of the EPM, as well as the number of crossings in the open field tests.
The mechanism of action of the compound’s anxiolytic-like activity can be attributed to the involvement of GABA , receptors,
and this interaction was observed in in vivo and in silico studies. For HC, the results suggest anxiolytic-like effects, possibly via
modulation of the GABAergic system. The use of natural products to treat anxiety can become an alternative to existing
synthetic products.

1. Introduction [1]. If the risk response is emotionally disproportionate to the

situation that triggers it, anxiety becomes a disorder [2].

Anxious behavior is part of the normal spectrum of human
experience. In certain situations, all people in life experience
anxiety, especially when faced with some warning of immi-
nent danger. This reaction allows us to escape from danger-
ous situations, as well as to improve our response in the
face of adverse conditions when imposed by the environment

Inherited genetic, neurobiological, environmental, and
traumatic experiences can trigger pathologically anxious
behavior. Anxious disorders are a clinical condition in which
anxiety is the primary symptom and does not originate in
other disorders, such as depression [3]. According to the
World Health Organization, the proportion of the
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Abstract: Spondias mombin L. (Anacardiaceae) has a worldwide distribution and is present in all
regions of Brazil. Its leaves, flowers and bark are used as teas in folk medicine to treat diseases of
the digestive system. This study aimed to evaluate the acute non-clinical toxicity, gastroprotective
activity, and the related mechanisms of action of nebulized extract and tablets based on dried Spondias
mombin (SmNE). SmNE screening showed the presence of flavonoids (0.65%), polyphenols (25.50%),
where the major compound is gallic acid. In the acute oral toxicity assay, a dose of 2000 mg/kg

of SmNE administered orally in Swiss mice did not induce any behavioral changes. SmNE (250
or 500 mg/kg p.o) significantly reduced the ulcerative lesion area when compared to the control
group in ethanol and dal anti-infl y drug (NSAIDs) models. Results showed that
treatment with SmNE (250 mg/kg) reduced acid secretion and gastric content, accompanied with an
increase in pH. Previous administration of indomethacin and glibenclamide reversed the protection

provided by SmNE, confirming the participation of prostaglandins (PGs) and ATP-sensitive potas-
sium channels (KATP) in its gastroprotective effect. The SmNE tablets met the pharmacopeial quality
requirements with gastroprotective activity and similar protection in comparison to the isolated
extract administrated. In conclusion, SmNe has a gastroprotective activity related to cytoprotective

mechanisms, such as the participation of endogenous prostaglandins and KATP channels, having an
b

anti-secretory effect with systemic action. The for d presented g; P tive effects
similar to the administration of the extract, the tablets showed favorable compression characteristics

by the direct route and met the pharmacopeial quality requirements.

Keywords: gastric ulcer; Spondias mombin; cytoprotection; herbal medicine

1. Introduction

Peptic ulcers are pathologically defined as damage to the mucosal wall, which can
reach from the muscle layer to deeper regions, affecting components of the epithelial and
connective tissue, including subepithelial myofibroblasts, smooth muscle cells, vessels, and
nerves [1].

Among the main types of ulcers, the gastric one stands out as being the most prevalent
in the digestive tract, affecting about 10% of the world’s population. It is considered an
expanding disease due to current lifestyle trends that include excessive consumption of
alcohol and non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), contamination by Helicobacter
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https://www.mdpi.com/journal /molecules

119


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8001497/

Artigo 11 (Artigo aceito para publicacédo — colaboracdo). Natalia F. da Silva.; Igor Mikael
A. de Araujo.; Teresa Carolinny M. L. Rodrigues.; Pablo R. da Silva.; Marcus T. Scotti.; Luci-
ana Scotti. In silico Pharmacophore Models Proposition for Malaria: A Review. Combinatory
Chemistry & High Throught Screening. Artigo aceito para publicacdo — ISSN (18755402.) —

Qualis A4.

05/10/2023, 12:35 E-mail de L de Te F ica - Fwd: M ipt Provisi A letter | BMS-CCHTS-2023-HT55-4...

‘ i') L I F NATALIA FERREIRA DE SOUSA <nataliafsousa@Itf.ufpb.br>

Fwd: Manuscript Provisional Acceptance letter | BMS-CCHTS-2023-HT55-4691-4

4 mensagens

Luciana Scotti <luciana.scotti@gmail.com> 15 de agosto de 2023 as 12:21
Para: NATALIA FERREIRA DE SOUSA <nataliafsousa@Itf.ufpb.br>

Prof. Dr. Luciana Scotti, PhD.
c

of Phar tical Merit
Cheminformatics Laboratory- Postgraduate Program in Natural Products and Synthetic Bioacti
Quality Manag t - Uni ity pital
Federal Uni ity of Paraiba-Campus |

58051-970, Joao Pessoa, PB, Brazil

orcid.org/0000-0003-1866-4107
hitp://www.researcherid.com/rid/C-7811-2013
[https://www.eurekaselect.net/ebook_volume/3327)

INattes.cnpq.ber/6420461345651715
https://scholar.google.com.br/citations?user=InR70ikAAAAJ&hI=es
https://luscotti.blogspot.com/

R Forwarded message ---------

From: Combinatorial Chemistry & High Throughput Screening <admin@bentham.manuscriptpoint.com>
Date: Tue, Aug 15, 2023 at 5:02 AM

Subject: Manuscript Provisional Acceptance letter | BMS-CCHTS-2023-HT55-4691-4

To: <luciana.scotti@gmail.com>

Cc: <ambreenirshad@benthamscience.net>

Reference#: BMS-CCHTS-2023-HT55-4691-4
Submission Title: In silico Proposition of Pharmacophore Models for Malaria: An Overview of the Literature

Dear Dr. Luciana Scotti,
| am pleased to inform you that your article Reference No. BMS-CCHTS-2023-HT55-4691-4, entitled "In silico

Proposition of Pharmacophore Models for Malaria: An Overview of the Literature” has been provisionally approved
for further processing in "Combinatorial Chemistry & High Throughput Screening”.

You will now need to pay the processing fee for research articles only, either via the online payment link in the
invoice sent to you or, via a bank transfer (evidence of which would need to be sent to us), before your article is
published.

Please note that the final acceptance of your article is subject to a further detailed scrutiny and resolution of the following
issues:

. The standard of English language in the articles should be suitable.

"IMRAD" Structure: Headings such as Introduction/background, Methods and Materials, Experimental, Result and
Discussion are mandatory for research articles.

Abstract should be in the format of a STRUCTURED ABSTRACT, having explicit headings such as background,
introduction, method, result and conclusion

References should be in the correct format. This will vary from journal to journal.

All references mentioned in the reference list should be cited in the text, and vice versa.

The quality of the figures in the articles should be as per Publisher\'s standard mentioned on the website.
Permission should have been obtained for use of copyright material from the appropriate sources (including the
Internet) and submitted to us.

. There should be no difference in the list of Authors in the revised manuscript, from what was submitted at the time
of submission of the article. Please remember that the author list cannot be modified at a later stage.

o

0

T ©a0a

https://mail.google.com/mail/u/1/?ik=9bb0795876& & i d-f:17743090024249844518simpl=msq-f:17743090024249844...  1/3

120



REVIEW ARTICLE

Send Orders for Reprints to reprintsi@benthamscience. net

Combinatorial Chemistry & High Throughput Screening, 2023, Volume, Pagination

In silico Pharmacophore Models proposition for Malaria: A review

Natalia Ferreira de Sousd’, Igor Mikael Alves de Aratijo®, Teresa Carolliny Moreira Lustoza Rodrigues®, Pablo Ray(ff da
Silva®, Jéssica Paiva de Mourd®, Marcus Tullius Scotti®, Luciana Scotti®”.

“Postgraduate Program of Natural and Synthetic Bioactive Products (PgPNSB), Health Sciences Center, Federal
University of Paraiba, Jodo Pessoa-PB, Brazil.

ARTICLE HISTORY

Receved
Revied:

Acospad

Dos

Abstract: In the field of medicinal chemistry, the concept of pharmacophore refers to the
specific region of a molecule that possesses essential structural and chemical characteristics
for binding 1o a receptor and cliciting biological activity, Understanding the pharmacop hore
is crucial for drug research and development, as it allows the design of new drugs. Malaria, a
widespread disease, is commonly treated with chloroquine and artemisinin, but the
emergence of parasite resistance limits their effectiveness. This study aims to explore
computer simulations to discover a specific pharmacophore for Malaria, providing new
alternatives for its treatment. Method: A literature review was conducted, encompassing
articles proposing a pharmacophore for Malaria, gathered from the "Web of Science”
database, with a focus on recent publications to ensure up-to-date analysis. Results and
discusion: The selected articles employed diverse methods, including ligand-based and
structure-based approaches, integrating molecular structure and biological activity data to
yield comprehensive analyses. Affinity evaluation between the proposed pharmacophore and
the target receptor involved calculating free energy to quantify their interaction. Multiple
linear regression was commonly utilized, though it is sensitive to multicollinearity issues.
Another recurrent methodology was the use of the Schrédinger package, employing tools
such as the Phase module and the OPLS force field for interaction analysis. Conclusion:
Pharmacophore model proposition allows three-dimensional representations guiding the
synthesis and design of new biologically active compounds, offering a promising avenue for

discovering therapeutic agents to combat Malaria.
Keywords: Malaria, Medicinal Chemistry, /n silico, Pharmacofore, Plasmodiun falcifarum, Computer Aided Drug

Design (CADD).

1. INTRODUCTION

Malaria 1s an infectious discase that poses a significant
challenge to global health [1.2]. It i caused by the
Plasmodium parasite and transmitted to humans through the
bite of mosquitoes of the genus Anopheles [3]. Considered one
of the main tropical diseases, malaria mainly affects regions
with hot and humid climates, endangering the lives of millions
of people around the world [4].

The World Health Organization (WHO) estimates that
hundreds of millions of cases of malaria occur annually,
resulting in a substantial number of deaths [5]. Although the
disease is prevalent in various parts of the world, it is in the
Sub-Saharan Africa region that most cases and deaths are
concentrated, especially among children under five years of

age [6].

*Address correspondence 1o thisauthor at the Chemwoinformatic Laboratory,
Federal  University of  Paraiba, Pamiba, Brawzil;  E-mail:
luciana. scotti@gmail com,

XXXX-XXXN/year SXX.00+.00

Malaria thus places a disproportionate burden on the most
vulnerable populations, exacerbating health inequality and
socioeconomic impact [7].

Malaria is a complex and vanable discase due to the
diversity of Plasmodium species that cause it. Among the five
existing species, two of them, Plasmodium falciparum and
Plasmodium vivax, are responsible for the most severe cases
and deaths related to malana [8)]. P. falciparum infection is
characterized by its ability to rapidly multiply in blood cells,
which contributes to the severity of the infection. On the other
hand, P. vivax is less fatal than P. falciparum, but it can lead
to prolonged and recurrent illness. A peculianty of P. vivax is
that the parasites can remain dormant in the liver for long
periods, resulting in disease relapses months or even years
after the initial infection. These distinct characteristics among
Plasmodium species have significant implications for the
diagnosis, treatment and prevention of malaria in different
regions of the world [9-11].
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Agentes Terapéuticos Para Tratamento da Tripanossomiase Americana. Internacional
Satde Unica (Interface Mundial). Ebook, Recife, Pernamuco, 2023. DOI:
10.29327/vcidsu20231.611095.

e FERNANDES, H. O.P. etal. O déficit de memoria em pacientes portadores de epilepsia
do lobo temporal: uma revisdo bibliogréafica. Internacional Saude Unica (Interface
Mundial). Ebook, Recife, Pernamuco, 2023. DOI: 10.29327/vcidsu20231.611087.

e LEOCADIO, A. L. et al. Uso de naltrexona-bupropiona no tratamento da obesidade.
Internacional Saude Unica (Interface Mundial). Ebook, Recife, Pernamuco, 2023.
DOI: 10.29327/vcidsu20231.611087.

Trabalhos apresentados/aceitos para apresentacdo em evento internacional:

e Computational studies of selenoethylene lactamides with potential anti-SARS-CoV-2
activity - 2nd Brazil France Symposium on Medicinal Chemistry, 2023.

e Tetrahydrolinalool modulates LPS-induced microglia/macrophage activated pheno-
type- International Symposium on Neurochemistry and Pathophysiology of the
Glial Cell and Advanced School of Neurochemistry, Salvador, Novembro, 2023.

e Linalool and its derivatives against Parkinson's and Alzheimer's disease: a review with
an experimental approach -International Symposium on Neurochemistry and Path-
ophysiology of the Glial Cell and Advanced School of Neurochemistry, Salvador,
Novembro, 2023.

e Mechanisms Involved in the Therapeutic Effect of Cannabinoid Compounds on Glio-
mas: A Review with Experimental Approach - International Symposium on Neuro-
chemistry and Pathophysiology of the Glial Cell and Advanced School of Neuro-
chemistry, Salvador, Novembro, 2023.

o Citronellal and its derivatives against Parkinson's disease and Alzheimer's disease: Re-
view with an experimental approach - International Symposium on Neurochemistry
and Pathophysiology of the Glial Cell and Advanced School of Neurochemistry,
Salvador, Novembro, 2023.

e Antidepressant potential of an eugenol derivative in a murine behavioral model - Inter-
national Symposium on Neurochemistry and Pathophysiology of the Glial Cell and
Advanced School of Neurochemistry, Salvador, Novembro, 2023.

Orientacéo de Trabalho de Concluséo de Curso — Farmécia/UFPB:

e Pires, Hugo Fernandes Oliveira. Estudo ndo clinico do potencial ansiolitico-simile e da
toxicidade do derivado 2-aminotiofénico 7CNO03. Departamento de Ciéncias Farmacéu-
ticas, UFPB, Jodo Pessoa, 2022. 75f.
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