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RESUMO

O transtorno depressivo maior (TDM) é um transtorno mental comun e debilitante, sendo as
mulheres quase duas vezes mais propensas a desenvolverem a doenca que 0os homens. As op-
¢Oes de tratamento convencionais possuem efeitos colaterais e eficacia questiondvel, sendo
necessaria a busca de novos medicamentos mais eficazes e seguros. O presente estudo inves-
tigou parametros farmacocinéticos e toxicidade in silico, toxicidade aguda e subaguda in vivo,
e a atividade antidepressiva-simile do o-eugenol administrado em doses repetidas, em modelo
animal comportamental de depressédo induzido por administracdo repetida de dexametasona
em camundongos fémeas. No estudo in silico, foram utilizadas plataformas virtuais pkCSM e
SwissADME. Nos estudos in vivo, toxicidade aguda e de doses repetidas por via oral foram
realizados seguindo os protocolos da Organisation of Economic Cooperation and Deve-
lopment (OECD), através da observacdo de parametros comportamentais, ponderais, alimen-
tares, anatomopatoldgicos, além de hematoldgicos, bioquimicos na parte subaguda. Na inves-
tigacdo da atividade antidepressiva-simile do o-eugenol, por via oral, foram realizados testes
comportamentais do nado forcado (TNF), suspensédo da cauda (TSC) e preferéncia pela saca-
rose (TPS), além do rota-rod para avaliar a coordenagdo motora. Foi estudado o efeito do o-
eugenol no limiar de convulsdes e seu sinergismo com a imipramina, avaliado parametros de
estresse oxidativo, niveis de IL-1p e estudo metabolémico pela técnica de ressonancia magne-
tica nuclear. Como resultados in silico, o-eugenol apresentou boa absorcéo via oral, permeabi-
lidade a barreira hemato encefélica e ao sistema nervoso central, ndo foi substrato para outros
produtos e ndo apresentou respostas toxicas nos modelos preditivos. Nos estudos in vivo, na
toxicidade aguda e de doses repetidas, o 0-eugenol ndo promoveu alteragdes significativas na
maioria dos parametros investigados. A estimativa da dose aguda letal (DLso) foi de 1000
mg/kg. A partir da triagem farmacoldgica foi determinado as trés doses de o-eugenol (25, 50 e
100 mg/kg) utilizadas no estudo. O o-eugenol nédo alterou a coordenacdo motora dos animais
no teste do rota-rod (p>0,05). Nos testes TNF e TSC, a dexametasona aumentou o tempo de
imobilidade e diminuiu a laténcia para imobilidade dos camundongos em relacdo ao controle,
enquanto o-eugenol e a imipramina diminuiram o tempo de imobilidade e aumentaram a la-
téncia para imobilidade em relacdo a dexametasona (p<0,05). No TPS, a dexametasona dimi-
nuiu a preferéncia a sacarose dos animais, enquanto o-eugenol e a imipramina reverteu o
comportamento (p<0,05). O o-eugenol reduziu a peroxidacdo lipidica e aumentou os niveis do
antioxidante glutationa em estruturas cerebrais, e diminuiu os niveis séricos de IL-1B
(p<0,05). No estudo metabolémico, feito no hipocampo, ndo houve diferencas importantes
entre os grupos pela analise do PCA. O pré-tratamento com o-eugenol ndo diminuiu a laténcia
para a primeira convulsdo dos animais que receberam dose subconvulsiva 35mg/kg de penti-
lenotetrazol (p<0,05) e foi sugestivo uma interagdo sinérgica entre a imipramina e o-eugenol
(p<0,05). Assim, os achados demonstraram que 0 o0-eugenol apresentou toxicidade relativa-
mente baixa, mostrou efeito semelhante ao antidepressivo imipramina com diminuicdo do
estresse oxidativo em estruturas cerebrais, diminuicdo dos niveis séricos de IL-1p, além de
também ter efeito sinérgico com a imipramina, mas ser desprovido de efeito adverso pro-
convulsivante.

Palavras-chave: o-eugenol; depressdo; dexametasona; mecanismos de acéo; avaliagdo toxico-
logica.



ABSTRACT

Major depressive disorder (MDD) is a common and debilitating mental disorder, with women
almost twice as likely to develop the disease as men. Conventional treatment options have
side effects and questionable efficacy, requiring the search for new, more effective and safer
drugs. The present study investigated pharmacokinetic parameters and in silico toxicity, acute
and subacute toxicity in vivo, and the antidepressant-like activity of o-eugenol administered in
repeated doses, in a behavioral animal model of depression induced by repeated administra-
tion of dexamethasone in female mice. In the in silico study, pkCSM and SwissADME virtual
platforms were used. In the in vivo studies, acute and repeated-dose oral toxicity were per-
formed following the protocols of the Organization of Economic Cooperation and Develop-
ment (OECD), through the observation of behavioral, weight, feeding, anatomopathological,
and hematological and biochemical parameters in the subacute part. In the investigation of the
antidepressant-like activity of o-eugenol, orally, behavioral tests of forced swimming (FST),
tail suspension (TST) and sucrose preference (SPT) were performed, in addition to the rota-
rod to evaluate motor coordination. The effect of o-eugenol on the seizure threshold and its
synergism with imipramine were studied, oxidative stress parameters, IL-1B levels and
metabolomic study by nuclear magnetic resonance technique were evaluated. As in silico re-
sults, o-eugenol showed good oral absorption, permeability to the blood-brain barrier and the
central nervous system, was not a substrate for other products and did not show toxic respons-
es in predictive models. In vivo studies, in acute and repeated dose toxicity, o-eugenol did not
promote significant changes in most of the parameters investigated. The estimated acute lethal
dose (LDso) was 1000 mg/kg. From the pharmacological screening, the three doses of o-
eugenol (25, 50 and 100 mg/kg) used in the study were determined. The o-eugenol did not
alter the motor coordination of the animals in the rota-rod test (p>0,05). In the FST and TST
tests, dexamethasone increased the immobility time and decreased the latency to immobility
of the mice in relation to the control, while o-eugenol and imipramine decreased the immo-
bility time and increased the latency to immobility in relation to dexamethasone (p<0,05). In
the SPT, dexamethasone decreased sucrose preference of the animals, while o-eugenol and
imipramine reversed the behavior (p<0,05). The o-eugenol reduced lipid peroxidation and
increased the levels of the antioxidant glutathione in brain structures, and decreased serum
levels of IL-1B (p<0.05). In the metabolomic study performed in the hippocampus, there were
no significant differences between the groups according to PCA analysis. Pretreatment with o-
eugenol did not decrease the latency to the first seizure in animals that received a subconvul-
sive dose of 35 mg/kg of pentylenetetrazol (p<0.05) and a synergistic interaction between
imipramine and o-eugenol was suggested (p<0.05). Thus, the findings demonstrated that o-
eugenol presented relatively low toxicity, showed an effect similar to the antidepressant imi-
pramine with a decrease in oxidative stress in brain structures, a decrease in serum levels of
IL-1B, and also had a synergistic effect with imipramine, but was devoid of proconvulsant
adverse effects.

Keywords: o-eugenol; depression; dexamethasone; mechanisms of action; toxicological as-
sessment.
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1 INTRODUCAO

Os distarbios depressivos tém atingido cada vez mais as pessoas, levando a uma serie
de consequéncias desfavoraveis com relevancia médica e socioldgica, afetando significativa-
mente a qualidade de vida e a capacidade adaptativa dos individuos (Shadrina et al., 2018).
Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, o nimero total de pessoas no mundo com depres-
sdo e de 322 milhdes, correspondendo a uma proporc¢do da populacdo global de 4,4%. O Bra-
sil encontra-se na quinta posicao no ranking mundial, estima-se que 5,8% da populacédo naci-
onal é afetada pela depressdo (World Health Organization, 2017). Entretanto, um aumento
significativo de transtorno depressivo maior durante o ano de 2020 foi observado como resul-
tado da pandemia de COVID-19, associados ao aumento das taxas de infeccdo por SARS-
CoV-2 e a diminuicdo da mobilidade humana (Santomauro et al., 2021; Taquet et al., 2021).

O Transtorno Depressivo Maior (TDM), um dos transtornos mentais mais comuns,
envolve sintomas como humor deprimido, perda de interesse e prazer e sensa¢ao de cansaco.
A etiologia e progressdo desse transtorno sdo mediadas por uma interacdo complexa entre
fatores genéticos, bioldgicos, epigenéticos e ambientais (Dean & Keshavan, 2017; Duman et
al., 2016; Keers & Uher, 2012). O transtorno em si possui varios mecanismos fisiopatolégi-
cos, como a deficiéncia de monoaminas, anormalidades do eixo HPA, aumento de citocinas e
diminuicdo da neurogénese e neuroplasticidade. Além disso, eventos estressantes ou traumati-
cos e a vulnerabilidade genética podem ajudar para o desenvolvimento da doenca (Dean &
Keshavan, 2017; Duman et al., 2016).

Os modelos animais desempenham um papel importante na investigacdo de mecanis-
mos responsaveis pela etiologia e tratamento da depressdo maior e na verificagdo da eficacia
de um amplo espectro de antidepressivos para atender a demandas da indUstria farmacéutica
para a triagem de novos compostos (Czéh et al., 2016). Eles foram desenvolvidos aplicando
diferentes abordagens metodoldgicas, como fatores estressantes ou manipulacdes genéticas,
que desencadearam o aparecimento do fendtipo do tipo depressivo em roedores (Becker et al.,
2021). Modelos atuais tém consistido em expor os animais a administracdo exdgena de glico-
corticdides para mimetizar o estresse cronico (Becker et al., 2021; Planchez et al., 2019), onde
a administracdo de dexametasona ou de corticosterona produziu comportamentos semelhantes
a depressdo em modelos animais (Fraga et al.,2021; Lopes et al., 2018; Mesripour & Rakhs-
hankhah, 2021; Wu et al., 2021).

Apesar de varios medicamentos disponiveis, as altas taxas de resposta parcial ou ne-

nhuma resposta e o inicio tardio dos efeitos das terapias antidepressivas deixam muitos paci-
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entes tratados inadequadamente, tornando o tratamento contemporaneo ndo totalmente eficaz
e praticamente limitado a aliviar os sintomas da doenca (Curtin et al., 2016; Duman, 2018;
Fajemiroye et al., 2016; Gaynes et al., 2009; Herbet et al, 2019). Logo, levando em considera-
cdo a patogénese, é fundamental identificar novos medicamentos com alta eficacia e seguran-
¢a (Duman et al.,2016; Levy et al., 2018; Wang et al., 2018).

As plantas medicinais sdo ricas em varios compostos fitoquimicos que tém papéis
farmacoldgicos no tratamento de varias doencas. Dessa forma, elas possuem grande potencial
como fonte de novas moléculas. Compostos importantes que atuam no sistema nervoso cen-
tral (SNC) foram isolados de espécies de plantas. Um grande numero desses compostos é
constantemente estudado, testado e usado, em sua forma natural ou modificado, para o trata-
mento da depressdo (Fajemiroye et al., 2016; Martins & Sukumaran, 2018). Em relacdo aos
Oleos essenciais dessas plantas, as duas classes de compostos principais que apresentaram
efeitos antidepressivos sdo os terpendides e fenilpropandides (Fonseca et al., 2023). O euge-
nol, um fenilpropandide, é frequentemente encontrado em 6leos essenciais em uma ampla
gama de espécies de plantas, como Eugenia caryophyllata e Cinnamomum loureioi, e seu
papel na neuroprotecdo e em doencgas do SNC envolve varios mecanismos, incluindo protecéo
de danos resultantes do estresse oxidativo, anti-inflamatorio e regulacdo da liberagcdo de neu-
rotransmissores, como a serotonina e norepinefrina (Nisar et al., 2021).

O o-eugenol (orto-eugenol), analogo do eugenol e ainda pouco estudado, ja apresentou
uma relevante atividade antidepressiva simile por meio dos receptores dopaminérgicos D1 e
al-adrenérgicos em animais submetidos ao modelo estresse agudo induzido pela dexametaso-
na (Araujo, 2018), além de atividade antinociceptiva, anti-inflamatéria (Fonséca et al., 2016),
ansiolitica e antioxidante (Godoy et al., 2023). Assim, o presente estudo objetivou dar conti-
nuidade a investigacdo da atividade antidepressiva do o-eugenol e avaliar a sua toxicidade

aguda e subaguda em animais.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Aspectos Gerais da Depressao

Transtorno mental é uma sindrome que se caracteriza por perturbagdo clinicamente
significativa na cognicéo, na regulagcdo emocional ou no comportamento de um individuo que
reflete uma disfuncdo nos processos psicoldgicos, bioldgicos ou de desenvolvimento subja-
centes ao funcionamento mental (American Psychiatric Association, 2014). A depresséo € um
transtorno mental grave que estd se tornando mais comum e crescente (Antunes et al., 2016;
Dean & Keshavan, 2017; Mozdzen et al., 2017; Shadrina et al., 2018). Ela pode diminuir a
qualidade de vida e causar declinio na capacidade de realizar até mesmo as tarefas diarias
mais simples (Fekadu et al., 2017; Shadrina, et al., 2018), se tornando um grande problema de
salde com alta prevaléncia e um pesado fardo socioecondmico nas sociedades ocidentais (Le-
vy et al., 2018). Além de sua natureza cronica, 0s sintomas associados a esse transtorno men-
tal costumam ser recorrentes e fatais (Fekadu et al., 2017). Em sua forma mais grave, a de-
pressdo pode levar ao suicidio (Mozdzen et al., 2017; Martins & Sukumaran, 2018).

Embora ela possa afetar pessoas de todas as idades e ocorra em um nivel mais baixo
em criancas e adolescentes do que os grupos de idade mais avangada, o risco de ficar depri-
mido é aumentado pela pobreza, desemprego, eventos da vida como a morte de um ente que-
rido ou o rompimento de um relacionamento, doencas fisicas e problemas causados pelo uso
de alcool e drogas. E mais comum a depressdo em mulheres (5,1%) do que homens (3,6%)
(World Health Organization, 2017), sendo as mulheres quase duas vezes mais propensas a
sofrer de depressdo maior do que os homens. A diferenca de género nas taxas de depressao
com a maior incidéncia nas mulheres comeca a se desenvolver no meio da puberdade, e essa
porcentagem tipica ja é atingida no final da adolescéncia, se mantendo até a velhice (Kuehner,
2017). As flutuagdes dos esterdides gonadais (ou seja, estrogénio e progesterona) associadas
ao ciclo de vida reprodutivo (puberdade, ciclo menstrual, parto e menopausa) contribuem para
a vulnerabilidade a depresséo (Bloch et al., 2003). Além de fatores hormonais, essa diferenca
de género pode estar relacionada a fatores genéticos, resposta fisiologica ao estresse e fatores
ambientais (Kuehner, 2017).

De acordo com a American Psychiatric Association (2014), através do Manual de Di-
agnostico e Estatistico de Transtornos Mentais quinta edicdo (DSM-5), os transtornos depres-
sivos incluem: transtorno disruptivo da desregulagcdo do humor — caracterizado por explosoes

de raiva recorrentes e graves manifestadas pela linguagem e/ou pelo comportamento conside-
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radas desproporcionais em intensidade ou duragdo a situagdo ou provocacao; transtorno de-
pressivo maior — indicado por presenca de humor deprimido ou perda de interesse ou prazer
que deve estar associados a quatros ou mais sintomas presentes durante 0 mesmo periodo de
duas semanas; transtorno depressivo persistente (distimia) — tem como caracteristica essencial
0 humor deprimido que ocorre na maior parte do dia, na maioria dos dias, por pelo menos
dois seguida pela presenca, enquanto deprimido, de duas ou mais caracteristicas que nédo satis-
fazem os critérios para um transtorno depressivo maior; transtorno disforico pré-menstrual —
caracterizado por expressdo de labilidade do humor, irritabilidade, disforia e sintomas de an-
siedade que ocorrem repetidamente durante a fase pré-menstrual do ciclo e remitem por volta
do inicio da menstruacdo ou logo depois; transtorno depressivo induzido por substan-
cia/medicamento — incluem os sintomas de um transtorno depressivo, como o transtorno de-
pressivo maior; entretanto, abstinéncia esta associada a ingestao, injecdo ou inalacdo de uma
substancia; transtorno depressivo devido a outra condi¢cdo médica — caracterizado por um pe-
riodo persistente de humor deprimido ou diminuigdo acentuada de interesse ou prazer em que
é considerado relacionado aos efeitos fisioldgicos diretos de outra condicdo médica; transtor-
no depressivo ndo especificado — quando os critérios para um transtorno depressivo especifico
ndo sdo satisfeitos ou ndo ha informagdes suficientes para fazer um diagnostico mais especifi-
co.

Outra distincao, feita pela Organizacdo Mundial de Saude, diz respeito a depressao em
pessoas com ou sem histdria de episddios maniacos. O transtorno afetivo bipolar geralmente
consiste em episédios maniacos e depressivos separados por periodos de humor normal. Os
episddios maniacos envolvem humor elevado e aumento de energia, resultando em atividade
excessiva, pressdo da fala e diminuicdo da necessidade de sono (World Health Organization,
2017).

O transtorno depressivo maior € um dos disturbios psiquiatricos mais prevalentes e
debilitantes (Dean & Keshavan, 2017). De acordo com a American Psychiatric Association
(2014), em seu Manual de Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais quinta edicéo
(DSM-5), ele representa a condicdo classica do grupo de transtornos depressivos e para crité-
rios diagnoésticos, o humor deprimido ou perda de interesse ou prazer (anedonia) devem ser
acompanhados por pelo menos quatro das seguintes manifestacdes: perda ou ganho significa-
tivo de peso, insdnia ou hipersonia, agitacdo ou retardo psicomotor, fadiga ou perda de ener-
gia, sentimentos de inutilidade ou culpa, capacidade diminuida de concentracdo ou tomada de

decisOes e pensamentos recorrentes de morte ou ideagéo suicida.
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Para um melhor tratamento dos pacientes que sofrem desta doenga, a elucidacdo dos
mecanismos psicopatolégicos subjacentes e neurobioldgicos da depressdo sdo necessarios
(Antunes et al., 2016). Apesar do desenvolvimento de varios medicamentos para o tratamento
da depressdo, as opcOes de tratamento convencionais sdo prejudicadas por efeitos colaterais,
adversos, eficacia questionavel e questdes de seguranca (Fekadu et al., 2017; Rahman et al.,
2017).

2.2 Fisiopatologia da Depressao

Mesmo com grande significado médico e social, além do progresso na pesquisa em
neurociéncia, os transtornos depressivos, principalmente o Transtorno Depressivo Maior, pos-
suem uma compreensdo ainda incompleta da fisiopatologia, por ndo possuirem uma conceitu-
acao melhor definida para explicar as causas e 0s mecanismos do seu desenvolvimento dado a
sua heterogeneidade clinica (Dean & Keshavan, 2017; Duman et al., 2016; Erjavec et al.,
2020; Herbet et al, 2019; Oakes et al., 2017; Shadrina, et al., 2018). Varias teorias foram su-
geridas para explicar o inicio da depressdo e foram confirmadas por estudos bioguimicos,
imunoldgicos e fisioldgicos (Shadrina, et al., 2018). Entre os mecanismos fisiopatoldgicos,
incluem desequilibrio dos sistemas neurotransmissores, niveis alterados de 6xido nitrico, res-
posta inflamatdria e o estresse oxidativo, desregulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA) e estresse, e desequilibrio na liberacdo de fatores neurotréficos (Dean & Keshavan,
2017; Erjavec et al., 2020; Ghasemi, 2019; Liu et al., 2015; Tomaz et al., 2020) (Figura 1).
Além disso, fatores ambientais (Dean & Keshavan, 2017; Levy et al., 2018), genéticos e epi-
genéticos tém contribuido para o desenvolvimento da depressdo (Duman et al., 2016; Shadri-
na, et al., 2018). Muitas doencas somaticas cronicas, como doenca cardiaca coronaria e diabe-
tes mellitus tipo 2, estdo frequentemente associadas a dor, medo, incapacidade e diminuigéo
da qualidade de vida que podem piorar o curso da depressao (Halaris, 2017).

Embora os varios mecanismos biolégicos implicados na depressao possam parecer ndo
relacionados, indicando que o Transtorno Depressivo Maior pode na verdade representar va-
rias doencas biologicamente distintas, todas essas vias estdo relacionadas e interconectadas.
Focar em um fator bioldgico isolado pode perder totalmente a verdadeira natureza da depres-
sdo como uma doenca na qual esses diferentes fatores interagem e estimulam uns aos outros
(Dean & Keshavan, 2017). Uma compreensdo mais completa da depressdo depende de estu-
dos futuros, em que modelos animais adequados para identificar as vias intracelulares envol-
vidas no mecanismo desse complexo transtorno psiquiatrico podem levar nosso conhecimento

adiante (Mozdzen et al., 2017). A depressdao ¢ mais frequentemente conceituada como uma
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doenga sistémica e ndo é de se admirar que existam biomarcadores potenciais da depressao
em tantos sistemas bioldgicos diferentes (Erjavec et al., 2020).

Figura 1 — Mecanismos fisiopatolégicos do Transtorno Depressivo Maior.
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A seguir elencamos 0s principais mecanismos fisiopatoldgicos da depressdo, relacio-

nados ao presente estudo, de forma mais detalhada.

2.2.1 Desregulacéo do sistema monoaminérgico

Uma das principais hipoteses para a fisiopatologia da depresséo, a hipotese das mono-
aminas, postula que a depressao é causada por uma alteracdo nos niveis ou funcdo de uma ou
mais das monoaminas, incluindo serotonina (5-HT), norepinefrina (NE) e dopamina (DA)
(Dean & Keshavan, 2017; Fasipe, 2019) (Figura 2). A serotonina controla a sensacdo de fo-
me, apetite, impulso para agir, violéncia, impulsividade, ansiedade, medo, capacidade de pen-
sar com clareza, percepcdo e outras. A noradrenalina promove a vigilancia, aumentando a
excitacdo e o estado de alerta, como também melhora a formacao e recuperacdo da memodria.
A dopamina possui fungéo principalmente no controle motor, comportamento motivado por
recompensa e na liberagcdo de varios hormonios além de outras fungbes (Young & Leyton,
2002). Porém, a serotonina, norepinefrina e dopamina ndo operam isoladamente, mas esses
sistemas de neurotransmissores estdo integralmente interconectados (Dean & Keshavan,
2017).

Em meados do seculo XX, a observacao de que o anti-hipertensivo reserpina poderia

induzir uma sindrome semelhante a depressdo por reduzir a quantidade de monoaminas des-
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pertou interesse no potencial papel dos neurotransmissores monoaminas na patogénese do
transtorno depressivo maior. A hipétese de déficit de monoamina foi apoiada por dados que
mostraram que os inibidores de monoamina oxidase sao antidepressivos eficazes e pareciam
funcionar aumentando a neurotransmissdo de monoaminas (Segal et al., 1974). Posteriormen-
te, foi mostrado que o esgotamento do triptofano dietético foi suficiente para induzir a depres-
sdo em pacientes com histérico familiar de transtornos de humor sugerindo que um déficit de
serotonina como um fator etioldégico em transtornos depressivos maiores (Benkelfat et al.,
1994). Posteriormente, metabdlitos da serotonina foram encontrados reduzidos em pacientes
diagnosticado com depressdo maior e antidepressivos, como antidepressivos triciclicos, sele-
tivos inibidores da recaptacdo da serotonina e inibidores da recaptacdo da serotonina-
norepinefrina mostraram aumentar os niveis de serotonina no cérebro (Dean & Keshavan,
2017) (Figura 2).

Figura 2 — Hipdtese monoaminérgica da depressdo maior e sinalizacdo de
serotonina e norepinefrina no cérebro.
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Fonte: Adaptado de Belmaker & Agam (2008).

Legenda: AC, adenililciclase; 5-HT, serotonina; CREB, proteina de ligacao
aos elementos de resposta do AMPc; DAG, diacilglicerol; IP3, tri-
fosfato de inositol; MAO, monoaminoxidase; NET, transportador
de norepinefrina; PK, proteina-cinase; PLC, fosfolipase C; SERT,
transportador de serotonina.
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A teoria das monoaminas foi depois ampliada para enfatizar o papel da diminuicdo da
neurotransmissdo dopaminérgica na mediacdo de anedonia, motivacdo e sintomas cognitivos
na depressdo (Dunlop & Nemeroff, 2007). O fato de que os agentes antidepressivos como a
bupropiona aumentam a dopamina, os niveis cerebrais do neurotransmissor fornecem evidén-
cias indiretas do papel da dopamina na regulagdo do humor (Watt & Panksepp, 2009).

Na hipotese das monoaminas, a deficiéncia funcional das monoaminas observadas na
depressdo pode ocorrer através da metabolizacdo excessiva desses neurotransmissores pela
enzima monoamina oxidase (MAQO). A MAO regula os niveis de monoaminas e um aumento
de sua atividade pode levar a uma diminui¢do da concentragédo de monoaminas no SNC, o que
pode contribuir para a patogénese da depressao (Alawie et al., 2020). A deficiéncia funcional
das monoaminas também pode ser resultado da diminuicdo das fungdes de proteinas de trans-
porte e anormalidades na funcéo do receptor do neurotransmissor. As proteinas de transporte,
no cérebro, facilitam a recaptacdo pré-sinaptica de neurotransmissores para que eles estejam
disponiveis para neurotransmisséo continua e reduzem a disponibilidade de neurotransmisso-
res na fenda sinaptica, diminuindo a extensdo da degradacdo dos neurotransmissores por en-
zimas monoaminas oxidase (Brigitta, 2002). Dessa forma, a reducdo do namero e/ou funcgéo
dessas proteinas poderia contribuir para menores niveis de monoaminas vistos na depressao
(Jesulola et al., 2018). Além disso, pode existir um mau funcionamento do controle de feed-
back da liberacdo através dos autorreceptores reguladores pré-sinapticos (Belmaker &
Agam, 2008).

Ja as alteracdes nas funcdes dos receptores pds-sinapticos podem resultar em um aco-
plamento de neurotransmissores-receptores prejudicado, geralmente devido a diminuicdo da
afinidade receptora aos neurotransmissores ou diminui¢cdo do nimero de receptores, ou ainda
podem resultar em mudancas na cascata de transducdo de sinal que causam transmissao inefi-
caz ou anormal (Brigitta, 2002), com niveis reduzidos de adenosina monofosfato ciclico
(AMPc), inositol e da proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMPc (CREB), um
fator de transcricdo necessario para ativar a transcricdo de genes que regulam o fator neu-
rotrofico derivado do cérebro (BDNF) (Belmaker & Agam, 2008). O BDNF é uma neuro-
trofina envolvida no crescimento, diferenciacéo e sobrevivéncia dos neurénios e que também
demonstrou ser importante na regulacdo da neurogénese e da plasticidade sinaptica (Lu et al.,
2014).

No entanto, um aspecto importante que limita a teoria monoaminérgica é o fato de
gue, embora os antidepressivos possam aumentar 0s niveis de monoaminas de forma quase

imediata, os efeitos terapéuticos geralmente s6 se manifestam apds algumas semanas de uso
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continuo. Isso sugere que o simples aumento de monoaminas ndo é suficiente para explicar
completamente os efeitos clinicos observados na pratica, sendo necessario considerar outras
vias e mecanismos mais amplos e complexos (Dean & Keshavan, 2017; Duman et al., 2021
Fajemiroye et al., 2016; Hamon & Blier, 2013).

Tem sido observado nos ultimos anos que além das monoaminas, outros neurotrans-
missores, como o glutamato e o acido y-aminobutirico (GABA), parecem ser importantes na
fisiopatologia e no tratamento da depressdo (Erjavec et al., 2020). Glutamato e GABA séo
neurotransmissores excitatorio e inibitorio, respectivamente, e os agentes direcionados aos
seus sistemas possuem particular relevancia clinica, pois apresentam resposta rapida em rela-
cao aos antidepressivos convencionais (Ragguett et al., 2019). Niveis diminuidos de GABA
foram observados no plasma de individuos com depressdo (Petty et al., 1995) e estudos de
imagem detectaram também concentracGes reduzidas de GABA em areas corticais do cérebro
de individuos deprimidos e sua normalizacdo com remissdo (Godfrey et al., 2018). Enquanto
que, um aumento no glutamato pode ser prejudicial aos neurdnios e, muitas vezes, esta asso-
ciado a inflamacéo e ao estresse (Hei et al., 2019; Pitsillou et al., 2020). Esse acimulo de glu-
tamato pode levar a superativacdo dos receptores de glutamato ionotropicos, excitoxicidade,
bem como produzir alteracdes estruturais (Lewerenz & Maher, 2015). O receptor ionotrétré-
pico N-metil-d-aspartato (NMDA) tem sido associado aos mecanismos de agédo de antidepres-
sivos de acdo rapida, como a cetamina que corresponde a um antagonista deste receptor (Pit-
sillou et al., 2020; Reddy-Thootkur et al., 2020).

2.2.2 Citocinas pré-inflamatdrias na depresséo

O sistema imunologico pode afetar o SNC através de citocinas, interferindo em siste-
mas bioldgicos que estdo associados a fisiopatologia da depressdo (Jeon & Kim, 2016; Nettis
& Pariante, 2020).

As citocinas constituem uma classe heterogénea de mediadores produzidos como regu-
ladores da resposta imune por células imunocompetentes, como linfocitos e macréfagos (Sha-
drina, et al., 2018). No SNC, circulam poucas células imunes transmitidas pelo sangue, pois a
barreira hematoencefalica (BHE) restringe a migracao de leucdcitos para o SNC. Porém, tam-
bém é conhecido que as citocinas podem ser produzidas por células residentes do SNC, como
micrdglia, astrécitos e células endoteliais vasculares e fibroblastos, e que esse sistema é parti-

cularmente vulneravel a redes de citocinas desreguladas (Becher et al., 2017).
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As citocinas podem ser classificadas em dois grupos: citocinas pré-inflamatérias que
estdo diretamente ou indiretamente envolvidas no processo inflamatério e inclui a interleucina
1 (IL-1), IL-2, IL-6, IL-12, interferon y (IFNYy) e fator de necrose tumoral a (TNFa); e anti-
inflamatdrias que suprimem a resposta imune e, portanto, evitam a ativacao celular e a produ-
cdo de moléculas pro-inflamatérias, incluindo IL-4, 1L-10 e IL-13. Algumas citocinas, de
acordo com sua concentragdo exercem funcdes pro e anti-inflamatdrias como a IL-8 (Shadri-
na, et al., 2018).

O sistema imunologico afeta 0 SNC através de citocinas, que regulam as atividades ce-
rebrais e as emocgdes. As citocinas afetam dois sistemas bioldgicos que estdo mais associados
a fisiopatologia da depressdo: o eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal e o sistema catecolami-
na/sistema nervoso simpatico. A neuroinflamacdo e as citocinas afetam os padrdes de sinais
cerebrais envolvidos na psicopatologia da depresséo e nos mecanismos dos antidepressivos, e
estdo associadas a neurogénese e a plasticidade neural.

A ativagdo de processos pro-inflamatorios pode influenciar direta ou indiretamente os
estados depressivos. Elevacgdes de citocinas podem influenciar a atividade da monoamina (por
exemplo, 5-HT, NE), horménio (por exemplo, CRH) e fator de crescimento (por exemplo,
BDNF), o que pode favorecer a evolugdo da depressdo (e o funcionamento hormonal e neuro-
quimico basal podem impactar os processos de citocinas). Alternativamente, variacGes de
citocinas podem estimular a enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e promover a libera-
cdo de metabdlitos neurotoxicos, incluindo acido quinurénico, acido quinolinico ou 3-
hidroxiquinurenina (Audet et al., 2014) (Figura 3).

Figura 3 — A ativacdo de processos pré-inflamatérios pode influenciar direta
ou indiretamente os estados depressivos.
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Quantidades excessivas de citocinas pré-inflamatdrias podem causar alteracdes estru-
turais e funcionais dos neurdnios levando ao desenvolvimento de depressdo (Erjavec et al.,
2020; Komori, 2017). De fato, a inflamacéo cronica de baixo grau pode contribuir para o
comprometimento serotonérgico, noradrenérgico e dopaminérgico observado no TDM (Miller
& Raison, 2016). Estressores psicologicos e sociais também podem aumentar os niveis de
citocinas inflamatdrias em humanos, e infusdes de citocinas, como o interferon, podem pro-
duzir comportamento do tipo depressivo (lwata et al., 2013).

As citocinas pré-inflamatorias estimulam o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal para in-
duzir niveis aumentados de glicocorticoides e diminuir a sensibilidade dos receptores de gli-
cocorticoides, resultando em resisténcia aos glicocorticoides. Portanto, a imunidade celular é
aumentada e um circulo vicioso €é iniciado no qual as citocinas pré-inflamatorias séo aumen-
tadas (Jeon & Kim, 2016). A ativacdo do fator nuclear NF-kB, o principal fator de transcricédo
envolvido na iniciacdo da resposta inflamatoria, além de induzir a producéo de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1p ¢ TNFa, também induz uma superexpressdo da sintase do 6xido
nitrico induzivel (iNOS), o que leva a um grande aumento dos niveis de 6xido nitrico (NO)
que contribui para a sintese espécies reativas de oxigénio (ERO), o que resulta em neurotoxi-
cidade e neurodegeneracdo (Inserra et al., 2019). Além disso, o NO interfere na producédo de
monoaminas e no transporte pré-sindptico, diminuindo a disponibilidade de aminas inter-
sinapticas (Sandor et al., 1995).

Logo, as respostas inflamatdrias também sdo acompanhadas por estresse oxidativo.
Metandlises recentes revelaram que o estresse oxidativo tem um lugar importante na neurobi-
ologia da depressdo, e o cérebro humano é vulneravel ao estresse oxidativo (Liu et al., 2015).
Existem evidéncias de que a presenca de espécies reativas de oxigénio (ERO), espécies reati-
vas de nitrogénio (ERN) e niveis reduzidos de antioxidantes e enzimas antioxidantes estdo
envolvidos na fisiopatologia da depresséo (Maes et al., 2011).

ElevacGes nos niveis de TNF-a podem causar redugdes de plasticidade sinaptica neu-
ronal, fatores neurotrdpicos e neurogénese (Hashmi et al., 2013). Também existem estudos
genéticos que tratam do papel dos polimorfismos de seu gene na etiologia da depressédo (Erja-
vec et al., 2020). Outras citocinas pro-inflamatorias, 1L-6 e IL-1p, participam da promog&o e
manutencgdo dos sintomas depressivos (Maes et al., 2009). O nivel de IL-6 plasmaético é dife-
rente em varios subtipos de depressdo (Erjavec et al., 2020), enquanto que, niveis de IL-1p
correlacionaram-se com a gravidade da depressao (Zou et al., 2018).

Observagdes clinicas sugerem que existe uma relacdo estreita entre as citocinas pro-
inflamatorias e a depressdo maior (Komori, 2017; Tomaz et al., 2020). Concentragdo plasma-
tica elevada das citocinas pro-inflamatorias interleucina IL-1p, IL-6 e TNF-a foram encontra-
dos em pacientes deprimidos, e os niveis de citocinas foram normalizados pelo tratamento
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antidepressivo (Dowlati et al., 2010). Porém, os niveis médios de citocinas no plasma séo
elevados apenas ligeiramente em pacientes com depressdo em comparagdo com pessoas sau-
daveis (Shadrina, et al., 2018). E também existem casos em que pacientes depressivos podem
ter niveis normais de citocinas, podendo estar relacionada a diferentes subtipos de depressédo
ou a variacdes individuais na resposta imunolégica (Dantzer et al., 2008).

2.2.3 Desregulacéo do Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal

O estresse pode iniciar processos cognitivos e biologicos que aumentam o risco de
transtorno depressivo (Herbet et al, 2019). A disfuncdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA), principal sistema de resposta ao estresse, é importante na patogénese da depressao
(Erjavec et al., 2020, Li et al., 2017).

O eixo HPA possui trés componentes principais: células neurossecretoras hipotalami-
cas, glandula pituitaria e cortex adrenal. Esses componentes sdo responsaveis pela adaptacao
as condicBes ambientais alteradas e pela mobilizacdo das reservas do organismo durante a
exposicao ao estresse de diferentes etiologias (Shadrina, et al., 2018).

Em resposta ao estresse, 0s neurénios nos ndcleos paraventriculares hipotalamicos se-
cretam hormonio liberador de corticotropina (CRH), que exerce sua a¢do na hipofise e pro-
move liberacdo do horménio adrenocorticotropico (ACTH) (Figura 4). O ACTH atua no cor-
tex adrenal e esta produz hormdnios glicocorticGides (cortisol para humanos e corticosterona
para roedores) (Schiavone et al., 2013). Os glicocorticoides interagem com seus receptores em
maultiplos tecidos-alvo, incluindo o eixo HPA, onde sdo responsaveis pela inibicdo por feed-
back negativo da secrecdo do CRF e ACTH a partir do hipotdlamo, mediada por dois subtipos
distintos de receptores intracelulares referidos como receptor de mineralocorticoide (RM) e
receptor de glicocorticoide (RG). (Mesripour et al., 2019; Pariante et al., 2001; Raabe &
Spengler, 2013).

Porém, o eixo HPA hiperativo estd geralmente associado a liberacdo aumentada dos
niveis de ACTH e cortisol (Nandam et al., 2020; Strawbridge et al., 2015; Jia et al., 2019).
Um aumento no nivel de cortisol seria um sinal para que o hipotdlamo e a hipo6fise parem de
produzir horménios. Entretanto, em individuos deprimidos, o hipotalamo pode influenciar
continuamente a hipofise para produzir ACTH, independentemente dos niveis de cortisol
(Herbet et al, 2019). Além disso, o eixo HPA hiperativo estd também associado ao desequili-
brio na inibicdo de feedback negativo pelo cortisol mediado via MR e GR no eixo HPA
(Strawbridge et al., 2015). Porém, quando os niveis enddgenos de glicocorticoides sao eleva-
dos, acredita-se que o RG seja mais importante na regulacéo da resposta ao estresse (Alheira
& Brasil, 2005; Mesripour et al., 2019; Pariante et al., 2001).



32

Figura 4 — Ativacdo do Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) pelo estresse e sua
regulacdo pelo mecanismo de feedback negativo.

& / ESTRESSE

( MR \
AN\ < Hipocampo
PVNllzh GR
7 geR W Amiod

CRH/AVP l

Glicocorticéides
(Cortisol)

Coértex “
adrenal

Fonte: Adaptado de Raabe & Spengler (2013).

Nota: O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal integra e medeia a resposta ao estresse
no inicio da vida e, posteriormente, na adversidade. A percep¢do de ameacas
fisicas e sociais reais e/ou presumidas causa ativacdo do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal. Os estados de ansiedade surgem da ativacdo da amigdala e
aumentam a resposta ao estresse por meio de projecdes neuronais para o nU-
cleo paraventricular (PVN). O hipocampo desempenha um papel importante
na avaliacdo de estressores e como um local de regulacdo de feedback negati-
vo mediado pelo receptor de glicocorticéide (GR). A liberacdo do horménio
liberador de corticotrofina (CRH) e arginina vasopressina (AVP) promove a
sintese e secrecdo de adrenocorticotrofina (ACTH). O ACTH, por sua vez, es-
timula a liberagcdo de glicocorticdides pelas glandulas supra-renais. Esses
hormdnios circulam por todo o corpo e pelo cérebro e se ligam aos receptores
esteroides nucleares intracelulares. Os receptores mineralocorticoides hipo-
campais (MR) atuam no inicio da resposta ao estresse, enquanto o GR no hi-
pocampo, PVN e pituitaria anterior encerra a resposta ao estresse.

Os niveis aumentados de cortisol prejudicam a capacidade do hipocampo de se adaptar
a uma mudanca do ambiente, alteram conexdes no cerebro que lidam com o processamento da
emocdo e adaptacdo (Dean & Keshavan, 2017). Cortisol diurno elevado e uma prevaléncia
mais alta de resisténcia aos glicocorticoides foram detectados em pacientes com depresséo
sem uso de medicacdo em comparacdo com os pacientes tratados (Nikkheslat et al., 2020).
Além disso, cortisol elevado também foi correlacionado com escores de anedonia mais altos e
pensamentos suicidas mais altos em pacientes com TDM (Ahmed et al., 2016). O tratamento
antidepressivo com varias classes de medicamentos antidepressivos geralmente diminui ou

normaliza os niveis de cortisol em pacientes com depressdo (Nandam et al., 2020).
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Estudos com roedores e humanos relatam que o estresse e os glicocorticoides influen-
ciam diretamente a expressdo de fatores que regulam negativamente a traducao das proteinas
sinapticas (Duman et al., 2016). Provavelmente uma grande quantidade de genes esteja envol-
vida no funcionamento normal do eixo HPA, mas apenas alguns desses genes foram estuda-
dos no contexto de transtornos depressivo, sendo 0s genes com maior probabilidade de esta-
rem envolvidos aqueles que codificam os alvos do cortisol e outros hormonios glicocorticdi-

des secretados durante o estresse (Shadrina, et al., 2018).

2.2.4 Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ERO) tém papéis fundamentais na sinalizacao celu-
lar e na defesa contra microrganismos invasores (Bhatt et al., 2020). Em condic¢Ges normais, a
formacdo de ERO €é um processo normalmente compensado pelo sistema de defesa antioxi-
dante de um organismo, entretanto, esse equilibrio pode ser quebrado tanto pelo aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio quanto pela diminuicdo do sistema de defesa (Dal-
Pizzol et al., 2000). O estresse oxidativo consiste neste desequilibrio entre a producdo e elimi-
nacao de radicais livres que leva a uma geracdo anormal de ERO e danos oxidativos (Angelo-
ni et al., 2017). ERO comumente descritas sdo o radical superoxido, peréxido de hidrogénio,
radical hidroxila e oxigénio singleto. Outros oxidantes importantes, que atuam em conjunto
com os ERO, séo as espécies reativas de nitrogénio (ERN) como o 6xido nitrico, o nitrato e 0
nitrito (Juszczyk et al., 2021; Pizzino et al., 2017).

Quando a producéo de ERO supera as defesas antioxidantes, ocorrem efeitos destruti-
vos em proteinas celulares, acidos nucléicos e lipidios, perturbando os mecanismos normais
de sinalizacdo celular e ocasionando doencas como o cancer ou doencas neuroldgicas (Correia
etal., 2023).

Os mecanismos de defesa antioxidante sdo importantes para neutralizar os efeitos no-
civos do estresse oxidativo. Estes compreendem componentes fisiologicos podem ser enzima-
ticos ou ndo enzimaticos (Correia et al., 2023), e exercem sua acdo fornecendo seus elétrons
as ERO e, assim, sdo reduzidos (Bhatt et al., 2020). A catalase, superdxido dismutase, glutati-
ona peroxidase e glutationa redutase sdo enzimas antioxidantes enddgenas importantes, en-
quanto que, a glutationa reduzida é o antioxidante endégeno nao enzimatico de maior impor-
tancia (Budni et al., 2013).

O cérebro é mais vulneravel ao estresse oxidativo. As células cerebrais, devido as suas

altas necessidades energéticas, possuem alto consumo de oxigénio, tornando o cérebro mais
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susceptivel a formacdo de radicais livres. Elas também possuem alto conteudo lipidico, sendo
mais passiveis de sofrer peroxidacdo lipidica mediada por ERO, além de possuirem defesa
antioxidante mais fraca (Angeloni et al., 2017; Bhatt et al., 2020; Shuster et al., 2022). As
biomembranas atacadas pelo excesso de radicais propagam a reacdo em cadeia da peroxida-
cao lipidica, o que ocasiona morte celular por apoptose e autofagia (Juszczyk et al., 2021).

O estresse oxidativo € uma das principais causas de neurodegeneracdo e seu envolvi-
mento na patogénese do transtorno depressivo maior (TDM) é bem estabelecido (Bhatt et al.,
2020). Esta correlacionado com a patogénese e progressao da depressdo. Niveis elevados de
ERO estdo associados, promovendo ou sendo promovidos, a resposta ao estresse, neuroinfla-
macdo, desequilibrio de neurotransmissores e desequilibrio de neurogénese/plasticidade si-
naptica que estdo subjacentes a fisiopatologia da depressao, no desenvolvimento e progressao
da doenca (Figura 5) (Correia et al., 2023).

Figura 5 — Estresse oxidativo correlacionado a patogénese e progressao da depresséo.
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Fonte: Adaptado de Correia et al. (2023).

A maioria dos estressores tem a capacidade de ativar o eixo HPA. A hiperativacdo do
eixo HPA leva a secre¢do maior de glicocorticoides como o cortisol. O aumento dos niveis de
cortisol contribui para a produgéo de radicais livres, cujo excesso gera estresse oxidativo (So-
tiropoulos et al., 2008; Juszczyk et al., 2021). O aumento da atividade das ERO implica um
aumento na atividade de enzimas pro-oxidantes como a monoamina oxidase (MAO), que é

envolvida no metabolismo da serotonina (Juszczyk et al., 2021). A oxidacdo de monoamina
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produz anions superoxido no cérebro (Bhatt et al., 2020). Por outro lado, 0 aumento da produ-
cdo de ERO também contribui para induzir a hiperativacdo no eixo HPA (Correia et al.,
2023).

Foi relatado que altos niveis de estresse oxidativo estdo relacionados a interrupcdes
nas vias relacionadas a serotonina, ao volume de algumas areas do cérebro, como o hipocam-
po e o cortex pré-frontal, e 0 comprometimento da neurogénese e da plasticidade sinéptica,
principalmente conectando-os ao BDNF (Belleau et al., 2019; Correia et al., 2023).

A producédo de ERO também leva a secre¢cdo de mediadores inflamatorios, que por sua
vez podem levar a alteracGes neurodegenerativas no cérebro (Juszczyk et al., 2021). Logo,
neutralizar os efeitos nocivos dos altos niveis de estresse oxidativo consiste numa estratégia

promissora para o tratamento da depressao (Correia et al., 2023).

2.3 Modelo néo-clinico e seu uso no estudo na depressao

A utilizacdo de animais tem uma grande importancia para pesquisas cientificas, pos-
suindo contribuicdo no desenvolvimento das ciéncias bioldgicas e da saude, descobrindo-se
novos medicamentos e permitindo pesquisas basicas, desenvolvimento tecnolégico, ensino,
producdo e testes de imunobioldgicos (Machado & Zatti, 2015; Molinaro et al., 2009).

Essa vasta contribuicdo da experimentacdo animal nos diferentes campos cientificos
vem promovendo ao longo do tempo a descoberta de medidas profilaticas e tratamentos de
inimeras enfermidades que acometem os seres vivos (Chorilli et al., 2009). Sua utilizacdo em
laboratério permite varias abordagens experimentais que ndo sao possiveis, ou mesmo permi-
tidas por lei, em seres humanos (Molinaro, et al., 2009). Apesar de, atualmente, se preconizar
a utilizacdo de métodos alternativos, como os estudos in vitro e culturas de células, os mode-
los animais apresentam como principal vantagem o fornecimento de informacdes sobre o or-
ganismo como um todo, fato que ndo é conseguido com outros métodos, o que ainda possibi-
lita 0 seu emprego em pesquisas cientificas (Chorilli et al., 2009).

Porém, é necessario o estabelecimento de um conjunto de cuidados, consciéncia e res-
ponsabilidades dirigidas a melhoria da descoberta cientifica e ao bem-estar dos animais. Esses
conhecimentos sdo de fundamental importancia para a adequada utilizagcdo na experimentagédo
(Molinaro et al., 2009). Devido a isso, uma procura frequente ocorre por novas técnicas que
promovam o bem-estar do animal, sendo um aspecto relevante na otimizagao de experimentos

(Machado & Zatti, 2015). No Brasil, a Lei Arouca, n°® 11.794, lei para uso de animais em ex-
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perimentag&o, foi sancionada em 2008 e regulamenta a criagdo e a utilizagdo de animais em
atividade de ensino e pesquisa cientifica em todo o territorio nacional.

Animais de varias espécies tém sido utilizados nos altimos tempos, sendo os camun-
dongos os mais intensamente utilizados e os mais profundamente conhecidos cientificamente
(Chorilli et al., 2007; Machado & Zatti, 2015). O camundongo de laboratério € um mamifero
pertencente a familia Muridae, subfamilia Murinae, ordem Rodentia, género Mus, espécie
Mus musculus (Lapchik et al., 2017). Sua introducdo como animal de laboratorio deve-se
principalmente ao fato de ser pequeno, muito prolifero, ter periodo de gestacao curto, ser de
facil domesticagdo e manutencgdo experimentacdo animal (Andrade et al., 2002).

Os modelos animais, principalmente com pequenos roedores, como camundongos, po-
dem ser um instrumento eficiente para a determinacdo da etiologia neuroldgica dos transtor-
nos mentais, acrescentando conhecimento aos mecanismos neuroldgicos da sua etiologia e
possibilitando a aplicacdo de novas terapias (Silva et al., 2012). Em geral, eles devem atender
a trés valores béasicos: a validade preditiva que se refere a responsividade especifica e seletiva
aos tratamentos; a validade de face que corresponde as semelhancas do fenétipo da doenca
entre 0 modelo animal e a condi¢cdo humana; e a validade de construto que significa que o
modelo tem uma fundamentac&o tedrica sélida, como equivaléncia dos fatores causadores ou

desencadeantes da doenga (Planchez et al., 2019).

2.3.1 Modelo farmacolégico com administracdo de glicocorticéides

Os pacientes com transtorno depressivo maior podem apresentar hipercortisolemia.
Modelos atuais consistem na exposic¢do de animais a altos niveis de glicocortic6ides para imi-
tar o estresse cronico (Planchez et al., 2019). E relatado que tanto a administracdo de dexame-
tasona, como de corticosterona, produzem comportamentos semelhantes a depressdo em mo-
delos animais (Anacker et al., 2011; Dabbah-Assadi et al., 2022; Fraga et al., 2021; Mesripour
& Rakhshankhah, 2021; Wu et al., 2021; Lopes et al., 2018; Pariante et al., 2001).

Em estudos com modelo de depressdo induzida por doses repetidas de glicocorticdi-
des, as fémeas podem apresentar uma resposta mais sensivel ao estresse e aos efeitos de anti-
depressivos em comparacdo aos machos, o que pode ser um reflexo da interagdo entre hormo-
nios sexuais e o0 eixo HPA. Isso é importante para a pesquisa translacional, ja que as mulheres
s80 mais propensas a desenvolver depressédo maior do que os homens (Kuehner, 2017).

A administracdo de dose Unica ou de longo prazo de dexametasona, um glicocorticoi-
de, em roedores promoveu comportamentos do tipo depressivo em camundongos promovendo
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um aumento do tempo de imobilidade no teste de nado forcado e teste de suspensdo da cauda,
anedonia deduzida pela diminuicéo da preferéncia pela sacarose (Lim et al., 2018; Mesripour
& Rakhshankhah, 2021; Skupio et al., 2015; Wu et al., 2021), niveis séricos mais elevados de
IL-1B (Wu et al., 2021) e corticosterona (Lim et al., 2018; Wu et al., 2021), diminui¢do no
BDNF hipocampal (Lim et al., 2018) e morfologia neuronal alterada (Conti et al., 2017), além
de aumento dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e diminuicao
dos niveis de antioxidantes como a catalase (Falade et al., 2021; Patel et al., 2014).

A administracdo de corticosterona também aumentou o comportamento de imobilida-
de nos testes de natagdo forgcada e suspensdo de cauda, bem como diminuicdo da ingestdo
de sacarose no teste de preferéncia de sacarose, juntamente com a diminui¢cdo dos niveis de
BDNF no hipocampo (Bai et al., 2018; Chaves et al., 2019; Lopes et al., 2018), aumento dos
niveis séricos de corticosterona (Bai et al., 2018; Kv et al., 2018), diminui¢do dos niveis de 5-
hidroxitriptamina (5-HT) e norepinefrina (NE) no hipocampo (Bai et al., 2018). Além disso,
houve aumento de citocinas relacionadas como TNF-a, IFN-y e IL-2 (Chaves et al., 2020), de
marcadores pro-oxidantes (peroxidacéo lipidica e nitrito/nitrato) e diminuicdo de marcadores
antioxidantes, como a glutationa em areas do cérebro (Chaves et al., 2020; Kv et al., 2018;
Lopes et al., 2018).

2.3.2 Estudo da toxicidade em modelo ndo-clinico

Os testes toxicoldgicos sdo fundamentais para se ter dados sobre as condi¢gdes em que
0s agentes quimicos produzem efeitos toxicos, qual a natureza desses efeitos e quais 0s niveis
seguros de exposicdo (Hayes & Loomis, 1996). Uma compreensdo da farmacocinética da
substancia no organismo também contribui no estudo da sua efetividade e toxicidade (Horky
et al.,, 2019). E independentemente dos resultados farmacoldgicos, o estudo toxicoldgico é
essencial para a caracterizacdo da substancia e seu uso seguro em humanos.

Os testes de toxicidade em modelos ndo clinicos, como roedores e outros animais de
laboratdrio, séo essenciais para a avaliacdo da seguranca de novas substancias antes de seu
uso em humanos e ajudam a identificar potenciais efeitos adversos e determinar perfis de se-
guranca (Parasuraman, 2011).

No Brasil, o Guia para a conducdo de estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranca
farmacologica necesséaria ao desenvolvimento de medicamentos da Agéncia Nacional de Vigi-
lancia Sanitaria oferece orientacdo para a conducao de estudos ndo clinicos de seguranca du-
rante o desenvolvimento de medicamentos. Também é orientado o uso de guias da Organiza-
tion for Economic Cooperation and Development (OECD) (ANVISA, 2013). Entre os princi-
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pais tipos de toxicidade avaliados, destacam-se a toxicidade aguda e a toxicidade de doses
repetidas.

A toxicidade aguda refere-se aos efeitos adversos que ocorrem apds a administracao
de uma dose Unica de uma substancia, ou dose pode ser administrada em fracdes menores ao
longo de um periodo ndo superior a 24h, seguido de observacao dos animais por 14 dias apos
a administracdo. Este tipo de teste € crucial para determinar a dose letal média (DLso), que
representa a quantidade de substancia que causa a morte em 50% da populagdo testada. Além
da DLso, a avaliacdo de sintomas clinicos, alteracbes comportamentais e lesdes em 6rgaos sao
monitoradas para uma compreensdo abrangente dos efeitos imediatos. Dessa forma, consiste
em uma avaliacdo preliminar que ajuda a identificar efeitos imediatos e a estabelecer critérios
de seguranca para 0 manejo e 0 uso da substancia, resultantes de uma exposic¢ao de curta du-
racao, sendo obrigatdrios para toda substancia em teste (OECD, 2001).

A toxicidade de doses repetidas € avaliada quando a substancia € administrada em
multiplas doses ao longo de um periodo prolongado e tém como objetivo caracterizar o seu
perfil toxicoldgico pela administracdo repetida. Essa avaliacdo é vital para entender os efeitos
cumulativos que podem surgir da exposicdo continua. Os testes podem focar em identificar
alteracdes em parametros fisiologicos, hematoldgicos, bioguimicos, anatomo e histopatolégi-

cos (OECD, 2008).
Devido a complexidade inerente dos sistemas bioldgicos, também € util o emprego de

métodos alternativos, visando contribuir com uma informacéo diferente que pode ser usada
para alcancar uma compreensdo mais completa de como um produto quimico interage com
um sistema bioldgico (Madden et al, 2020). A toxicologia in silico € um campo emergente e
tem como objetivo prever certos perigos, como mutagenicidade ou toxicidades organicas, com
base em modelos computacionais, podendo desempenhar um papel importante no fornecimen-
to de informacGes complementares aos testes de toxicidade in vitro e in vivo (Hemmerich &
Ecker, 2020). Uma ampla gama de ferramentas in silico estdo disponiveis que podem prever
as caracteristicas ADME (absor¢édo, distribuicdo, metabolismo e excre¢do) de um produto
guimico, bem como sua atividade intrinseca de toxicidade (Madden et al, 2020). Também &
um meio de identificar perigos de compostos antes da sintese, em estagios que sdo muito ini-
ciais do desenvolvimento dos medicamentos. Isso pode direcionar a escolha dos compostos
principais, ndo apenas em relacdo a eficacia, mas também a seguranga (Hemmerich & Ecker,
2020).
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2.4 Tratamento farmacoldgico da depressao

O Transtorno Depressivo Maior € um problema significativo de saude publica. O tra-
tamento ineficaz e prolongado traz sofrimento do paciente e produz consequéncias econémi-
cas na area da saude. Os ensaios longos e malsucedidos com antidepressivos podem diminuir
as expectativas dos pacientes, reforcar cognigdes negativas e predispor 0s pacientes a experi-
mentarem uma eficacia diminuida da medicacdo em ensaios futuros, contribuindo para maior
resisténcia ao tratamento (Leuchter et al., 2009). O reconhecimento e o tratamento precoces
s80 cruciais, ja que a duracao da depressao ndo tratada se correlaciona com piores resultados e
as comorbidades podem prolongar o curso da doenca (Kraus et al., 2019). Também é relatado
que adolescentes e idosos possuem maiores taxas de recaida e/ou abandono do tratamento,
necessitando de uma maior atencao nestas faixas etarias (Kato et al., 2021).

A capacidade de diagnosticar e tratar com sucesso a depressao possui limitagdes signi-
ficativas. O tratamento da depressdo envolve formas de psicoterapia e a farmacoterapia com
antidepressivos. Nos casos graves ou na depressao resistente ao tratamento, a eletroconvulso-
terapia também ¢é aplicada (Kraus et al., 2019; Schloss & Henn, 2004).

Os antidepressivos compreendem uma variedade de compostos quimicos com meca-
nismos farmacoldgicos distintos, o que define ndo apenas as acdes terapéuticas, mas também
os efeitos colaterais da ampla gama de antidepressivos disponiveis (Stahl, 1998).

Os dois mecanismos classicos sdo os dos antidepressivos triciclicos (ADTS) e dos ini-
bidores da monoamina oxidase (IMAOS) e se tornaram disponiveis para terapia em perto da
década de 1960. Os IMAOQOs sdo inibidores das principais enzimas metabdlicas dos neuro-
transmissores monoaminas norepinefrina (NE), serotonina (5-HT) e dopamina (DA), aumen-
tando a disponibilidade de monoaminas em todo o sistema nervoso central (SNC). Os classi-
cos, como a tranilcipromina, sdo ndo seletivos e irreversiveis a MAO-A e MAO-B, mas ou-
tros IMAOs podem ser mais seletivos ou reversiveis. Porém, os IMAOSs tém seu efeito limita-
do devido a interagdes com alimentos e medicamentos e serem associados a potencial de hi-
pertensdo (Riederer et al., 2004; Stahl, 1998).

Enquanto que, os ADTs, introduzidos logo apds os IMAOS, sdo uma classe com estru-
tura quimica derivada das fenotiazinas, incluindo medicamentos como imipramina e amitripti-
lina. Seu principal mecanismo € a inibi¢cdo dos transportadores de membrana para as monoa-
minas NE e 5-HT, com grau de seletividade da inibi¢do dos transportadores NE versus 5-HT
diferentes entre si, 0 qual resulta em aumento da disponibilidade extracelular de neurotrans-

missores monoaminas. Embora, os ADTs sejam agentes ndo seletivos eficazes, séo caracteri-
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zados por possuir efeitos adversos, principalmente devido ao antagonismo variavel dos recep-
tores muscarinicos, adrenérgicos e histaminérgicos (Artigas et al., 2002; Racagni & Popoli,
2008; Stahl, 1998). A fraca tolerabilidade e efeitos adversos destes antidepressivos classicos
levaram a procura de agentes mais seletivos (Artigas et al., 2002). No momento, os ADTSs séo
usados principalmente na depressdo que ndo responde aos antidepressivos de uso mais co-
mum (Fonseca et al., 2023).

Diferentes classes de medicamentos foram desenvolvidas entre as décadas de 1980 e
1990. A classe dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), constituida por
fluoxetina, sertralina, paroxetina, citalopram e escitalopram, é a mais amplamente utilizada
por possuir um perfil mais favoravel de efeitos adversos, com seguranga e tolerabilidade me-
Ihorada (Racagni & Popoli, 2008; Santarsieri & Schwartz, 2015), sendo também relatada co-
mo mais eficaz na prevencdo de recaidas (Kato et al., 2021; Stahl, 1998). Os ISRS inibem a
recaptacdo da serotonina encontrada na maioria da classe de ADT, mas séo seletivos apenas
para este mecanismo (Santarsieri & Schwartz, 2015). Outras classes desenvolvidas foram 0s
inibidores de recaptacdo de serotonina e norepinefrina (IRSN), inibidores seletivos da recap-
tacdo de norepinefrina (ISRN), antidepressivos noradrenérgicos e serotoninérgicos especificos
e antagonistas 5-HT./inibidores da recaptagdo de serotonina (nefazodona) (Racagni & Popoli,
2008; Stahl, 1998). Atualmente, medicamentos como venlafaxina e duloxetina (IRSN), mirta-
zapina (antidepressivos noradrenérgicos e serotoninérgicos especificos com propriedades ini-
bidoras de receptores ap-adrenérgicos e 5-HT>) e reboxetina (ISRN) também séo considerados
escolhas primarias para o tratamento da depressdo. Embora essas classes de medicamentos
terem menos efeitos adversos que os ADTs, ndo oferecem uma melhoria da eficacia em rela-
cdo a eles (Racagni & Popoli, 2008).

Todas estas classes vistas sdo baseadas em mecanismos monoaminérgicos, baseados
na hipdtese da monoamina em que 0s antidepressivos exercem sua acdo elevando a concen-
tracdo de monoaminas na fenda sinaptica. Porém, a acdo dos antidepressivos na sinalizacao
das monoaminas é apenas o ponto de inicio para uma sequéncia complexa de alteracfes mole-
culares e celulares neuroadaptativas que provocam o efeito terapéutico (Sharp, 2013). Eles
também tém uma resposta lenta e ndo sdo eficazes para todos os pacientes (Duman et al.,
2021), sendo importante conhecer os mecanismos subjacentes a resisténcia aos antidepressi-
VoS, 0S quais permanecem indefinidos para que terapias mais eficazes sejam identificadas e
desenvolvidas (Wigmore et al., 2020).

Diante disso, é necessario identificar novas classes de antidepressivos com repostas

mais eficazes, menos efeitos colaterais e um inicio de acdo mais rapido. A descoberta de me-
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dicamentos que produza agdo terapéutica por um mecanismo diferente dos monoaminérgicos
disponiveis representam um dos maiores avangos para o tratamento da depressdo nos ultimos
anos sessenta anos (Duman et al., 2021). A descoberta do rapido efeito antidepressivo da ce-
tamina, antagonistas do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), direcionou os esforgos para
estudos de novos antidepressivos direcionados ao sistema glutamatérgico (Gerhard & Duman,
2018; Wang et al., 2022; Witkin et al., 2019). Recentemente, a escetamina intranasal foi apro-
vada para uso na depressao resistente (Kawczak et al., 2024).

Também medicamentos ndo glutamatérgicos, como a escopolamina que é um antago-
nista do receptor muscarinico da acetilcolina, estdo sob investigacdo por seus rapidos efeitos
antidepressivos (Gerhard & Duman, 2018; Wang et al., 2022; Witkin et al., 2019). Além dis-
S0, pesquisas tém se voltado para o estudo de constituintes de plantas medicinais no desen-
volvimento de novos medicamentos (Badr et al., 2020; Girish et al., 2012; Dalmagro et al.,
2022; Shakya, 2016).

2.5 Plantas medicinais e 6leos essenciais

H& muito tempo, as plantas tém sido usadas popularmente e constituem uma boa fonte
de matéria-prima na investigacao de novas estratégias de tratamento e compostos com papéis
promissores no tratamento de varias doencas (Fajemiroye et al., 2016; Martins & Sukumaran
2018; Nisar et al., 2021). Em torno de 25% dos farmacos prescritos no mundo sdo provenien-
tes de plantas. A necessidade do mercado farmacéutico e o reconhecimento que a pesquisa
com as plantas medicinais usadas na medicina popular é uma estratégia para o desenvolvi-
mento de novos medicamentos ocasionaram um aumento da quantidade de publicacbes neste
campo e ao apoio de instituicGes privadas e governamentais nas pesquisas (Rates, 2001).

As plantas medicinais constituem ferramentas promissoras para o tratamento da de-
pressao (Ismail et al., 2018) e outros transtornos psiquiatricos (Martins & Sukumaran 2018).
Varias plantas foram citadas por suas propriedades antidepressivas como Hypericum perfora-
tum, Pimenta pseudocaryophyllus, Rosmarinus officinalis, Curcuma longa, Zingiber officina-
le, Ocimum sanctum, Valeriana officinalis, entre outras (Ismail et al., 2018). A funcionalidade
dessas plantas é proposta devido a presenca de uma infinidade de componentes bioativos
(Khalil et al., 2017), que sdo metabdlitos secundarios que tém um potencial importante para
atividades bioldgicas multifacetadas (Dereli et al., 2019).

Os fitoquimicos, compostos isolados de ervas medicinais, tém papéis farmacoldgicos
no tratamento de vérias doengas e constantemente sdo explorados por meio de varios estudos
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experimentais para determinar a base molecular de como as plantas medicinais funcionam e
para o surgimento de novas drogas (Martins & Sukumaran 2018). Diferentes categorias, in-
cluindo fenilpropandides e polifendis (flavondides, acidos fendlicos, lignanos, cumarinas),
alcaldides, terpenos e terpendides, saponinas e sapogeninas, aminas, e carboidratos foram
encontrados para possuir atividade antidepressiva. Naringenina, derivados de quercetina, eu-
genol, piperina, alcaldides diterpénicos, berberina, hiperforina, derivados de riparina, ginseno-
sideos, bem como alcaloides B-carbolinicos estdo entre os mais relevantes (Bahramsoltani et
al., 2015).

Os 6leos essenciais (OEs), derivados de diferentes partes de plantas arométicas, tém
sido bastante pesquisados por seus beneficios para a salde (Ataei et al., 2020). Eles sdo mistu-
ras de metabdlitos organicos volateis de plantas que normalmente sdo liquidos oleosos em
temperatura ambiente (Aponso et al., 2020). E relatado que os 6leos essenciais podem regular
a salde do cérebro e as funcGes associadas ao humor e a neurodegeneracao, o que reflete sua
biodisponibilidade para o cérebro (Aponso et al., 2020). E sdo formados por uma mistura de
varias moléculas organicas, como hidrocarbonetos, alcoois, ésteres, aldeidos, cetonas, fenois,
entre outros. Mas a maior parte dos 6leos essenciais € composta de terpenos e fenilpropanoi-
des (Bakkali et al., 2008). Em alguns fenilpropandides estudados ja foram encontrados ativi-
dade antidepressiva, como o eugenol e seus andlogos o-eugenol, metil-eugenol e bis-eugenol,
além de trans-anetol, &cido caféico, acido elagico, entre outros (Aradjo, 2018; Dalmagro et
al., 2022; Do Amaral et al., 2013; Girish et al., 2012; Irie et al., 2004; Hassanzadeh et al.,
2022; Norte et al., 2005).

2.5.1 o-Eugenol

O grupo de compostos organicos, os fenilpropandides, forma uma grande classe de
compostos fenolicos (Choudhury et al., 2019). A via fenilpropanoide serve como uma fonte
rica de metabolitos em plantas, que € necessaria para a biossintese de lignina e que também
contribui para a producdo de muitos outros compostos importantes, como flavonoides, cuma-
rinas e lignanas (Fraser & Chapple, 2011).

O eugenol, um fenilpropandide, é um 6leo amarelo palido com aroma picante e peso
molecular de 164,2 g/mol, um &cido fraco que é sollvel em solventes organicos (Nejad et al.,
2017), frequentemente encontrado em 6leos essenciais em uma ampla gama de espécies de
plantas, incluindo Eugenia caryophyllata (cravo da india), Cinnamomum verum (canela), Zin-

giber officinale (gengibre), Curcuma longa (acafrdo) e Pimenta dioica (pimenta). As princi-
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pais fontes naturais de eugenol correspondem a Eugenia caryophyllata (syn Syzygium aroma-
ticum) e a Cinnamomum verum (Khalil et al., 2017; Nisar et al., 2021).

Atualmente, o eugenol também pode ser sintetizado por alilagdo de guaiacol com clo-
reto de alila obtendo propriedade funcional semelhante. E considerado ndo mutagénico e de-
clarado como GRAS (geralmente reconhecido como seguro) pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) (Khalil et al., 2017). Estruturalmente, o eugenol é uma molécula simples, mas é
amplamente utilizado para diversos fins em varias industrias, como farmacéutica, alimenticia
e cosmetica, odontologica, agricultura e outras (Nejad et al., 2017; Nisar et al., 2021). Ele esta
sendo focado recentemente devido ao seu grande potencial na prevencdo de varias condicoes
cronicas (Nisar et al., 2021).

E reconhecido que o eugenol possui certas propriedades farmacolégicas como antibac-
teriano (Ashrafudoulla et al., 2020), anti-inflamatoério (Magalhaes et al., 2019), antiviral (Lane
et al., 2019), antifingico (Zhao et al., 2021), anticarcinogénico (Fathy et al., 2019), efeitos
pré-oxidantes e antioxidante (Bezerra et al., 2017). Foi documentada a atividade anticonvulsi-
vante de constituintes comuns dos 0leos essenciais, como eugenol, metileugenol, isoeugenol,
em modelos experimentais (De Almeida et al., 2011; Joushi & Salmani, 2017). A acdo anesté-
sica do metileugenol e outros derivados do eugenol encontrados na fracdo de 6leo volatil de
Myristica pagans foi demonstrada em camundongos (Sell & Carlini, 1976). Eugenol e analo-
gos, como o metileugenol e bis-eugenol, exibem atividade antidepressiva, reduzindo a imobi-
lidade no um teste de natacdo forcada e um teste de suspensdo de cauda, em camundongos
(Do Amaral et al., 2013; Irie et al., 2004; Oliveira et al., 2023). O eugenol induziu a expressao
de metalotioneina-11l, uma proteina rica em cisteina que parece ter um papel de suporte no
dano oxidativo por quelacdo de metais pesados e esta envolvida no crescimento de neurdnios,
no hipocampo. Também, como outros antidepressivos, possui a capacidade de induzir o fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo, que é necessario para que um anti-
depressivo exiba sua atividade (Irie et al., 2004) e foi sugerido que o aumento da complexida-
de dendritica em neurdnios hipocampais apds tratamento com eugenol pode ser associado a
sinalizacdo do BDNF (Akbar et al., 2021). Além disso, o eugenol inibe a monoamina oxidase
A (MAO-A) e pode restaurar as monoaminas que estdo diminuidas no cérebro de pacientes
com depressdo (Do Amaral et al., 2013; Tao et al., 2005).

Algumas pequenas alteragdes na estrutura molecular do eugenol podem levar a dife-
rentes propriedades moleculares que ocasionam diferencas nas atividades bioldgicas (Nejad et
al., 2017). Um exemplo foi que o levantamento de compostos estruturalmente relacionados ao

eugenol identificou que alguns inibem monoamina oxidases (MAOs) de forma mais poten-


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/tail-suspension-test

44

te. A relacdo de atividade das estruturas revelou caracteristicas estruturais importantes para a
inibicdo da monoamina oxidase A (MAO-A) e a monoamina oxidase B (MAO-B) (Tao et al.,
2005).

O 2-alil-6-metoxifenol ou o-eugenol (orto-eugenol) é um isdbmero sintético do euge-
nol, que contém em sua estrutura um anel benzénico (Figura 6). O o-eugenol apresentou efei-
to antinociceptivo atraves de sua acdo via sistema adrenérgico, e anti-inflamatério através da
regulacdo de citocinas pro-inflamatorias e fosforilacdo de NF-kB e p38 em camundongos
(Fonséca et al., 2016). Ja se tem considerado na literatura que citocinas pro-inflamatdrias es-
tdo associadas ao quadro de transtorno depressivo maior (Erjavec et al., 2020; Komori, 2017).
Em outro estudo, foi encontrado efeito ansiolitico e antioxidante do o-eugenol (Godoy et al.,
2023).

Figura 6 — Estrutura do eugenol e o-eugenol.
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Fonte: Sigma-Aldrich (2021).

Além desses dados, o trabalho de Aradjo (2018) mostrou que camundongos fémeas
Swiss submetidas ao protocolo de administracdo aguda de dexametasona a 64 pg/kg e tratadas
com o-eugenol obtinha reversdo do comportamento do tipo depressivo, por influéncia nas vias
dopaminérgica e adrenérgica. Entdo, tornou-se necessaria a continuidade dos estudos em rela-
¢do ao o-eugenol e sua atividade antidepressiva, utilizando a indugdo do comportamento de-
pressivo com doses repetidas de dexametasona que ira avancar no estudo do efeito antidepres-
sivo do o-eugenol por a depresséo se tratar de uma doenga cronica e promover alteracfes neu-
roquimicas influenciadas pela duracdo da doenca, além da pesquisa de outros mecanismos de
acao que promovem seu efeito antidepressivo e caracterizacdo do perfil toxicologico agudo e

subagudo com a administracdo oral do o-eugenol para seu uso seguro.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Investigar a toxicidade e a atividade antidepressiva-simile do o-eugenol em camun-

dongos por meio de administragdes repetidas de dexametasona.

4.2 Especificos

a) Investigar os parametros farmacocinéticos e toxicidade in silico do o-eugenol;

b) Analisar a toxicidade aguda por via oral do o-eugenol por meio de parametros
fisiologicos, comportamentais e anatomopatologicos em camundongos, e junto
estimar a DLso do 0-eugenol;

c) Avaliar a toxicidade de doses repetidas do o-eugenol por meio de parametros
bioquimicos, hematologicos, fisiolégicos, comportamentais e anatomopatoldgicos
em camundongos;

d) Examinar a atividade antidepressiva do o-eugenol no modelo de depresséo animal
por administracdo de doses repetidas de dexametasona no teste comportamental de

nado forcado, suspenséo pela cauda e preferéncia por sacarose;

e) Estudar o efeito do o-eugenol na coordenacdo motora de camundongos no rota-

rod;

f) Verificar o sinergismo do o-eugenol com antidepressivo imipramina;

g) Analisar o efeito do o-eugenol no limiar de convulsdes através do modelo de
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ);

h) Investigar os niveis séricos de interleucinal-B (IL-1pB), além de pardmetros do

estresse oxidativo e estudo metaboldmico em estruturas cerebrais.
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5 METODOS

5.1 Local da pesquisa

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Psicofarmacologia, mas tambeém
contou com a contribui¢do do Laboratorio de Ensaios Toxicolégicos N&o-clinicos e Clinicos
(LABETOX) nos testes bioquimicos e hematoldgicos, do Setor de Histopatologia do Labora-
torio Multiusuario do DMORF (Departamento de Morfologia) na analise histopatologica e do
Laboratdrio Multiusuario de Caracterizacdo e Analise (LMCA) no estudo metabolémico. To-
dos os setores estdo localizados na Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

5.2 Animais, condicdes experimentais e aspectos éticos

Foram utilizados camundongos albinos, espécie Mus musculus, linhagem Swiss, fé-
meas, pesando entre 25-35 g, com aproximadamente 2 meses de idade, provenientes da Uni-
dade de Producdo Animal (UPA) do Instituto de Pesquisas em Farmacos e Medicamentos
(IPeFarM) da UFPB.

Os animais foram previamente pesados e alojados em gaiolas de polietileno (30 x 20 x
13 cm), contendo 3 ou 4 animais cada, com no minimo 2h de antecedéncia a execugdo dos
testes, visando minimizar as possiveis alteracdes comportamentais do animal e permitir uma
adaptacdo a sala onde ocorreu o experimento. Tiveram livre acesso a ra¢do tipo pellets (Quim-
tia®) e agua disponiveis em garrafas de polietileno, submetidos a um ciclo de claro-escuro
12:12, sendo a fase clara de 6h as 18h e mantidos a temperatura 21 + 1°CTodos os procedi-
mentos experimentais foram realizados entre 6h e 12h.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nas gaiolas que constituiram os grupos
com nUmeros iguais de camundongos de cada experimento. Foi atribuido um nimero aleaté-
rio a cada gaiola e 0s animais receberam uma designacdo de grupo e foram pesados. Eles fo-
ram manipulados evitando estresse desnecessario, adotando procedimentos como o respeito
aos tempos limites de exposi¢do do animal aos estimulos dos testes descrito nas metodologias
citadas, minimizando o nimero de animais, realizando manutencdo e manejo adequados e
proporcionando conforto fisico e estado adequado de nutrigdo. Com o objetivo de ter um nad-
mero de animais utilizados e ainda ter uma boa estimativa de efeito, utilizou o nimero de
animais (n) de 8 por grupo, com exce¢do dos testes de avaliacdo de toxicidade da substancia

que contera com menos animais (3 ou 6).
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Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissio de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFPB, protocolada sob CEUA n° 5029280422 (Anexo A), e se-
guiram rigorosamente as normas brasileiras da Lei n® 11.794 de 08 de outubro de 2008 (Lei
Arouca), que dispde sobre procedimentos para o uso cientifico de animais, com a preocupacgao
em conduzir a pesquisa sem causar dor e sofrimento aos animais, seguindo os principios éti-
cos da experimentacdo animal. Quando necessario, os animais foram eutanasiados e descarta-
dos de acordo com critérios estabelecidos na Resolucdo Normativa n° 37, se¢do I, de 15 de
fevereiro de 2018, que trata da Diretriz da Préatica de Eutandsia do CONCEA (Conselho Naci-
onal de Controle de Experimentacdo Animal). Durante os experimentos, os animais foram
removidos do estudo por morte natural ou sacrificados por razdes de bem-estar animal, con-

forme diretrizes determinadas pelo CONCEA.

5.3 Drogas e preparagio

As substancias, junto com doses e procedéncia, foram:
a) o-eugenol (orto-eugenol) (25, 50 e 100, 300 e 2000 mg/kg) - Sigma Aldrich
(EUA);

b) Solucgéo de Tween 80 (Polissorbato 80) a 0,5% e 1% — Vetec (Brasil);

c) Solucéo salina (NaCl a 0,9%) — AFV Farma (Brasil);

d) Dexametasona (32 e 64 pg/kg) - Aché (Brasil);

e) Imipramina (5, 15 e 30 mg/kg) - Cristalia (Brasil);

f) Pentilenotetrazol (35 e 70 mg/kg) - Sigma Aldrich (EUA).

O o-eugenol foi emulsificado em Tween 80 (Polissorbato 80) a 1% em solugéo salina a
0,9% e a imipramina foi em Tween 80 a 0,5% em solucdo salina a 0,9%. As doses de 0-
eugenol foram estabelecidas apds a estimativa da DLsg com uso de via oral (v.0.) e da obser-
vagdo dos testes feitos por Fonséca e colaboradores (2016) e Araujo (2018). Para o controle
negativo, foi utilizado solugéo salina a 0,9% ou a solucao de Tween 80 a 1% V.0.

Foi feita administracdo por via oral (v.0) para o-eugenol e a imipramina. Antes dos
testes, os animais foram privados de agua e racdo por 2h para evitar interagdo com a substan-
cia administrada por via oral. A dexametasona teve administracdo por via subcuténea (s.c.),
enquanto pentilenotetrazol foi por via intraperitoneal (i.p.). Todas as drogas foram adminis-
tradas em um volume de 0,1 ml/10 g de peso do animal.

Além dessas substancias, também foram utilizadas outras contidas em kits comerciais

ja padronizadas para os testes bioquimicos, hematoldgicos e neuroguimicos.



5.4 Fluxograma experimental

Os experimentos seguiram o esquema abaixo (Figura 7).

Figura 7 - Fluxograma experimental.
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5.5 Estudo da toxicidade in silico

Foram utilizadas plataformas virtuais como pkCSM e SwissADME, que utilizam mo-
delos preditivos in silico, cujos modelos matematicos contribuem na identificacdo precoce de
problemas na absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excrecéo e toxicidade (ADMET). Inicial-
mente, foi avaliado a conformidade do o-eugenol frente aos pardmetros de Lipinski, que pode
ser interpretado como um indicador de suas potenciais propriedades farmacéuticas. Apos isso,
foram estabelecidos parametros de absorcéo, utilizando modelos computacionais para avaliar
a permeabilidade em células Caco-2, absorcao gastrointestinal e permeabilidade dérmica, jun-
tamente com o0 modelo de previsdo baseado no ovo cozido, ou "boiled-eggs”. Com relagdo ao
parametro de distribuicdo, foram obtidos valores da sua distribuicdo tedrica que se correlacio-
na com a capacidade em que a molécula tem de se distribuir pelo tecido do corpo apés a ad-
ministracdo, a permeabilidade na barreira hematoencefalica e consequentemente sua chegada
ao sistema nervoso central. A utilizacdo da ferramenta virtual também permitiu a avaliacdo do
potencial da estrutura como substrato ou inibidor do sistema enzimatico de metabolizacéo
mitocondrial, conhecido como CYP450. Além disso, foi utilizada na avaliacdo antecipada de
potenciais respostas toxicas de substancias quimicas pelos testes de toxicidade, como os testes
de Ames, para prever a mutagenicidade de compostos.

5.6 Estudo da toxicidade aguda do o-eugenol

A toxicidade oral aguda refere-se aos efeitos adversos que ocorrem apos a administra-
cao oral de uma dose Unica de uma substancia, ou doses multiplas administradas em 24h. A
estimativa da DLso foi realizada de acordo com a metodologia preconizada pela Organization
for Economic Cooperation and Development (OECD) em suas diretrizes para o Teste de Pro-
dutos Quimicos com o teste n® 423 sobre toxicidade aguda (OECD, 2001).

Os animais, selecionados aleatoriamente e marcados para permitir a identificagdo in-
dividual, foram mantidos em suas gaiolas por pelo menos 5 dias antes da administracdo das
doses para permitir a aclimatagdo as condi¢fes do laboratério. A substancia foi administrada
por via oral a um grupo de animais experimentais em uma das doses definidas pela OECD
(300 mg/kg), por via oral (gavagem), sendo testada por meio de um procedimento gradual,
cada etapa usando 3 animais do sexo feminino, onde auséncia ou presenca de mortalidade de
uma etapa determinou a préxima etapa e houve o direcionamento para a utilizagdo também da

dose de 2000 mg/kg (Figura 8). O grupo controle recebeu uma solugdo Tween 80 a 1% em
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solucdo salina. O valor DLso é expresso em termos de peso da substancia de teste por unidade

de peso do animal de teste (mg/kg).

Figura 8 — Procedimento para o ensaio de toxicidade aguda em dose Gnica com dose inicial de 300 mg/kg de

peso corporal.
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Fonte: Adaptado de OECD (2001).

Nota: 0,1,2,3: nimero de moribundos ou animais mortos em cada etapa. GHS: Sistema de Classificagdo Mundial
Harmonizado (mg/kg de peso corporal). oo: ndo classificado.

Os animais foram observados individualmente ap6s a administracdo de pelo menos
uma vez durante os primeiros 30 min., periodicamente durante as primeiras 24h, com atencéo
especial nas primeiras 4h, e diariamente depois disso, por um total de 14 dias, exceto quando
removidos do estudo por morte natural ou sacrificados por razdes de bem-estar animal, con-
forme diretrizes determinadas pelo CONCEA. Foram feitas observa¢Ges como mudancgas na
pele e pélos, olhos e membranas mucosas, nos sistemas respiratorios e circulatorios, além de
atividade somatomotora e padrdo de comportamento, com atencéo para tremores, convulsdes,
salivacéo, diarreia, letargia, sono e coma (OECD, 2001).

Os pesos individuais dos animais foram determinados semanalmente. Também foi
avaliado o consumo de &gua e de racdo na forma de pellets pelos animais diariamente os 14
dias de observacdo. Ao fim do periodo de observacdo, todos os animais sobreviventes foram
sacrificados por injecdo de cetamina (210 mg/kg) e a xilazina (30 mg/kg), via i.p., segundo

recomendacdo do CONCEA, minimizando dor e desconforto do animal. Apos a eutanésia, foi
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feito a avaliacdo macroscépica dos 6rgdos e colhidas amostras de figado, pulmé&o, coragéo,
rim, intestino delgado, estbmago e encéfalo dos animais para estudos histopatologicos de 6r-
gaos.

O desenho do estudo da toxicidade aguda esta representado na Figura 9.

Figura 9 — Desenho do estudo de toxicidade aguda.
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5.6.1 Triagem farmacoldgica comportamental

A triagem farmacologica comportamental € um teste preliminar para caracterizacdo do
efeito de farmacos no sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso autbnomo (SNA).
Neste teste, sdo considerados alguns pardmetros comportamentais no animal que permitem
assinalar o efeito central do farmaco, como hiperatividade, sedacdo, analgesia, tremores, diar-
réia (Almeida et al, 1999; Almeida & Oliveira, 2006). Os parametros comportamentais foram
analisados, até os primeiros 30 min. da administracdo e com 1h, 2h, 3h e 4h, e os efeitos fo-
ram entdo verificados seguindo o protocolo experimental padrdo (Almeida & Oliveira, 2006)
(Anexo B).

A triagem farmacoldgica foi feita com os mesmos animais e doses utilizadas para ob-
ter a estimativa da DLso. A observacdo do comportamento é Gtil para a determinagéo de testes

especificos a serem utilizados para a avaliagdo dos efeitos da substancia testada.

5.6.2 Consumo de &gua, alimento e avaliacdo ponderal

Foi avaliado o consumo de agua e de racdo na forma de pellets pelos animais durante
os 14 dias de observacdo. Mamadeiras graduadas cheias foram colocadas e, no dia seguinte,
foi registrado o volume de &gua ingerido pelos animais. Em relacdo ao consumo de alimentos,
a racdo foi colocada diariamente e, no dia posterior, foi contabilizado o peso consumido de
racdo. A pesagem individual dos animais foi feita pouco antes da substancia de ensaio ser

administrada e, posteriormente, semanalmente.
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5.6.3 Exame anatomopatoldgico

Os 6rgdos foram analisados macroscopicamente e as ressecces foram executadas do
figado, pulméo, coragdo, rim, intestino delgado, estbmago e encéfalo (cortados por inciséo
sagital). Os orgédos seccionados foram imersos em solucdo fixadora de formaldeido a 10% e
apos 72 h da fixacdo, foram preparados para processamento histopatoldgico: desidratacdo em
série crescente de alcool (70% a 100%), diafanizacdo em xilol e impregnacdo com inclusao
em parafina. Os orgdos foram seccionados com espessura de 5 um, montados em laminas,
corados com hematoxilina e eosina e posteriormente examinados em microscopio Optico de
100 e 400x. (Cardiff et al., 2014). Dentre os principais parametros investigados, estdo lesdes
celulares reversiveis (degenerac@es) e irreversiveis (necrose), congestdo e extravasamento de

sangue.

5.7 Ensaio toxicoldgico oral ndo-clinico de doses repetidas

O ensaio de toxicidade oral de doses repetidas foi direcionado pelo Guia para a condu-
cao de estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranca farmacolédgica necessaria ao desenvol-
vimento de medicamentos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2013) e do
teste 407 da Organization for Economic Cooperation and Development (OECD, 2008) com
modificacdes. Os animais pré-selecionados foram distribuidos em um dos grupos de seis ani-
mais fémeas cada. Os grupos (n= 6) foram tratados diariamente, no turno da manha, por via
oral (gavagem) por um periodo de 28 dias. No grupo controle foi administrado o veiculo (sa-
lina) e o outro grupo foi tratado com a maior dose com maior efeito nos testes comportamen-
tais (100 mg/kg).

Observacoes clinicas gerais foram feitas pelo menos uma vez ao dia. Foram observa-
dos sinais como alteracOes na pele, pelagem, olhos, mucosas, ocorréncia de secrecdes e excre-
cOes, e atividade autondmica (por exemplo, lacrimejamento, piloerecdo, tamanho da pupila,
padrdo respiratorio incomum). AlteracBes na marcha, postura e resposta a0 manuseio, bem
como a presenca de movimentos clonicos ou tonicos, estereotipias ou comportamento bizarro
(por exemplo, automutilagéo, andar para tras) também foram registradas (OECD, 2008).

AvaliagGes da administracdo prolongada da substancia foram feitas sobre o consumo
de &gua e alimentos, evolugdo ponderal, testes comportamentais realizados e avaliacdo labora-
torial do sangue dos animais. A eutanasia dos animais foi realizada apds os 28 dias, por so-

bredose de solugdo anestésica, contendo cetamina (300 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg), via i.p.,
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segundo recomendacdo do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA). Também foram realizados exames histopatolégicos de 6rgdos dos animais em
estudo. Os resultados foram comparados com os dados obtidos nos animais do grupo controle
e com dados da literatura.

O desenho do estudo da toxicidade subaguda esta representado na Figura 10.

Figura 10 — Desenho do estudo de toxicidade subaguda.
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5.7.1 Consumo de &gua, racao e avaliacdo ponderal

A pesagem dos animais, o0 consumo de &gua e racdo na forma de pellets pelos animais

foram observados semanalmente.

5.7.2 Avaliacdo comportamental

5.7.2.1 Coordenacao motora (Teste do Rota-rod)

O teste da barra rotatdria ou rota-rod é um dos mais antigos empregados na area de es-
tudo dos efeitos motores induzidos por uso de farmacos em estudos pré-clinicos (Pinto & Ko,
2012). Esse teste é considerado como triagem para detectar alteragdes neuroldgicas em termos
de coordenacdo motora e equilibrio produzido por drogas (Luszczki et al., 2005). Ele utiliza
uma haste circular girando a uma velocidade constante e os animais colocados nesta haste
tentam permanecer nela, em vez de cair em uma plataforma a cerca de 30 cm abaixo da haste
(Dunham & Miya, 1957). Para evitar uma interpretacdo equivocada dos resultados, 0s animais
foram submetidos ao treino na barra giratdria 24h antes do experimento e 0s que permanece-
ram na barra por 60s, em pelo menos uma das trés tentativas, foram selecionados para o teste
(Almeida & Oliveira, 2006). Foi utilizado uma velocidade constante de 7,0 rpm e registrado o

tempo de permanéncia dos animais na haste giratoria, com ate trés reconducdes ao aparelho
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com limite maximo de 3 quedas, aos 60 min. ap6s administracdo da substancia. O tempo de
permanéncia maximo permitido foi de 5 min. de duragdo (300s).

5.7.3 Atividade locomotora (Teste do Campo aberto)

A fim de verificar a atividade locomotora espontanea e comportamento exploratério
dos animais, foi realizado o Teste do Campo Aberto, originalmente descrito por Hall e Balla-
chey (1932) para testar o efeito de um ambiente estranho sobre o estado emocional dos ani-
mais. O aparato do campo aberto consiste em uma arena circular confeccionada em acrilico
transparente (30 cm x 30 ¢cm) e piso de acrilico branco/opaco (30 cm x 30 cm x 15 cm), divi-
dido em doze se¢Oes dispostas em dois circulos concéntricos. Apds 60 min. do tratamento, 0s
animais, um por vez, foram colocados no centro do campo aberto e, durante 5 min., foram
avaliados o nimero de cruzamentos de linha com as quatro patas (atividade locomotora es-
pontanea), nimero de comportamento de autolimpeza (grooming) e o nimero de levantamen-
tos (rearing) (Archer, 1973). A base do aparelho foi limpa com solucéo de alcool 10% apds

cada teste para evitar os efeitos dos odores deixados pelos animais anteriores.

5.7.4 Avaliagdo laboratorial do sangue

Apds os 28 dias de tratamento, no término do experimento para avaliacdo da toxicida-
de de doses repetidas, os animais dos grupos tratados com a droga e do grupo controle foram
submetidos a jejum de 6h, anestesiados e submetidos a puncédo cardiaca para coleta de sangue
e realizacdo de exames hematoldgicos e bioquimicos.

As amostras de sangue foram colocadas em tubos contendo o anticoagulante cido eti-
lenodiamino tetracético (EDTA) para determinacdo dos parametros hematoldgicos e em tubos
contendo gel separador (Microtainer Becton Dickson®) que, posteriormente, foram centrifu-
gados por 10 min. a 3500 rpm para obtenc¢do do soro que foi usado na determinacdo dos pa-

rametros bioguimicos.
5.7.4.1 Parametros hematoldgicos
Nas analises hematoldgicas, utilizando as amostras de sangue colhidas com EDTA, fo-

ram realizados o estudo da série vermelha (eritrograma), branca (leucograma) e contagem de

plaquetas. O eritrograma contém a contagem de hemacias, o hematdcrito, a hemoglobina,
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volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), e concentragdo
da hemoglobina corpuscular média (CHCM). No leucograma foi realizado a contagem global
e diferencial dos leucdcitos. Estas determinacdes foram realizadas no analisador celular Urit
3000 Vet Plus e a contagem diferencial de leucdcitos foi realizada por meio de esfregacos de

sangue corado pela Giemsa observados em microscopio Olympus.

5.7.4.2 Parametros bioquimicos

Nas analises bioquimicas, utilizando as amostras de soro, foram realizadas as dosa-
gens: ureia, creatinina, aspartato amino transferase (AST) e alanina amino transferase (ALT),
fostatase alcalina, colesterol total, trigliceridios, acido drico, proteinas totais, albumina, mag-
nésio, sodio e potassio, por métodos espectrofotométricos usando um analisador bioquimico
automatizado Biossays 240 Plus. O sodio e o potéssio foram determinados pelo analisador de
ions seletivos Electrolyte WE300.

5.7.5 Exame anatomopatoldgico

Apos eutanasia, cinquenta por cento dos animais do grupo tratado com o o-eugenol e
do grupo controle foram autopsiados, submetidos a exames macroscopicos dos 6rgdos e co-
Ihidas amostras de figado, pulmdo, coracdo, rim, estdmago, intestino delgado e encéfalo dos
animais para estudos histopatoldgicos de 6rgdos, empregando-se técnica de inclusdo em para-
fina e coloragcdo em hematoxilina-eosina, para analise morfoldgica, semelhante ao relatado no
item 5.6.3.

5.8 Inducéo da depressdo experimental por administracédo repetida de dexametasona em

camundongos e avaliacio do efeito antidepressivo do o-eugenol

Foram estabelecidos protocolos modificados a partir dos estudos de Wrdébel e colabo-
radores (2014; 2015) para inducdo do comportamento depressivo, utilizando para a adminis-
tracdo em doses repetidas de dexametasona a metade da dose aguda usada nestes estudos.

O protocolo utilizou seis grupos (n = 8) e teve duracdo de 15 dias (Figura 11). Antes
da administracdo de substancias orais, os animais foram privados de &gua e racdo por 2h. Du-
rante 15 dias, um grupo de camundongos recebeu solucdo salina (grupo controle) e os demais

receberam dexametasona 32 pug/kg (s.c.). Nos ultimos 7 dias, também foi administrado adici-
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onalmente um tratamento 1h apds a administragdo da dexametasona, protocolo semelhante ao

usado por Lopes e colaboradores (2018) e Parente e colaboradores (2018).

Figura 11 — Esquema de tratamento dos animais.

DROGAS (0-EUGENOL OU IMIPRAMINA)
OU VEiCcULO

DEXAMETASONA OU VEICULO

Legenda: Os numeros representam os dias de tratamento e experimentos realizados. RR = Rota-rod, TNF =
Teste do nado forgado, TSC = Teste de Suspensdo da Cauda, TPS = Teste da Preferéncia por Sacarose.

Seis grupos foram formados: veiculo + veiculo (grupo controle); dexametasona + vei-
culo (grupo dexametasona); dexametasona + imipramina 15 mg/kg (grupo da imipramina):
dexametasona + o-eugenol 25 mg/kg (grupo o-eugenol 25 mg/kg); dexametasona + o -
eugenol 50 mg/kg (grupo o-eugenol 50 mg/kg); e dexametasona + o-eugenol 100 mg/kg (gru-
po o-eugenol 100 mg/kg). O veiculo se refere a solucdo de salina.

Para avaliar se a administracdo repetida de dexametasona poderia alterar a coordena-
¢do motora, no 7° dia foi realizado o teste do rota-rod do controle e todos 0s grupos que seri-
am posteriormente tratados com o o-eugenol. Ainda a fim de avaliar se a administracdo repe-
tida de dexametasona (32 pg/kg, s.c) induz comportamento do tipo depressivo em camundon-
gos fémeas, no 8° dia, a imobilidade dos animais foi avaliada nos testes de suspensdo pela
cauda e nado forgcado no grupo programado a ser tratado apenas com dexametasona durante o
experimento e o controle. No 14° dia repetiu-se o rota-rod e no 15° dia, foram registrados os
testes de suspensdo da cauda, nado forcado e preferéncia por sacarose. Todos os testes foram
realizados 1h apos a Ultima administracdo das substancias.

Ap0s os testes, os animais foram eutanasiados por decapitacdo para retirada do hipo-
campo e do cértex pré-frontal, removidos e congelados a -80°C para a analise neuroguimica.
Em um dos experimentos, houve a coleta de sangue através da sangria proporcionada pela
decapitacdo do animal. O soro obtido da coleta de sangue foi destinado para a determinacéo

dos niveis de citocina pro-inflamatoria.
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5.8.1 Avaliagéo do comportamento tipo depressivo

5.8.1.1 Teste do nado forcado (TNF)

O teste de natagéo foi realizado para avaliar o comportamento de desespero dos ca-
mundongos e semelhante ao descrito anteriormente por Porsolt et al. (1977). Este teste é sim-
ples de conduzir de forma confiavel e requer o minimo de equipamento especializado (Can et
al., 2012). Os animais foram forcados a nadar individualmente em um cilindro de vidro trans-
parente (25 cm de altura x 12 cm didmetro) contendo 2/3 (dois tercos) de &gua cheio de agua
mantida a temperatura ambiente (24 £ 1°C). Os camundongos foram cuidadosamente coloca-
dos na &gua e forcados a nadar por 5 min., e a laténcia de imobilidade e o tempo de imobili-
dade foram registrados durante esse periodo. A duracdo da imobilidade foi considerada como
o tempo gasto pelo animal flutuando na dgua sem se debater e realizar apenas 0s movimentos

necessarios para manter a cabeca acima da agua.

5.8.1.2 Teste de Suspensdo da Cauda (TSC)

O teste de suspensdo da cauda consiste em submeter o animal a uma situacédo estres-
sante e inescapavel, que predispde o animal a desenvolver comportamentos tipo de desespero
comportamental e desamparo, alternando comportamentos entre agitacdo e imobilidade. Este
ensaio comportamental foi realizado através de adaptacéo feita ao teste inicialmente proposto
por Stéru e colaboradores (1985). O animal foi suspenso por sua cauda, de maneira que fique
impedido de tocar o chdo ou escapar, podendo apresentar um estresse vindo pela tentativa de
fuga ou a motivacdo para continuar tentando. No momento em que o animal desiste da fuga,
ele apresenta uma postura imdvel, sendo este a expressao do comportamento depressivo. Os
camundongos foram suspensos pela cauda a 50 cm do ch&o e presos com fita adesiva do tipo
crepe, cuidadosamente 1 cm da ponta da cauda, com porcdo ventral voltada para a camera de
registros. Cada animal permaneceu nesta posic¢ao durante 5 min. Foram analisados os parame-

tros de laténcia para imobilidade e tempo total de imobilidade.

5.8.1.3 Teste da Preferéncia por Sacarose (TPS)

O teste de preferéncia de sacarose (TPS) foi realizado para avaliar a anedonia (a inca-

pacidade de sentir prazer), um dos sintomas caracteristicos da depressdo maior. O teste foi
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realizado como descrito por Mao et al. (2014) com modificacGes, baseado na escolha de duas
garrafas, onde uma reducdo na razéo de preferéncia de sacarose em roedores experimentais é
indicativa de anedonia. Primeiro, os camundongos foram treinados para se adaptar a uma so-
lucdo de sacarose (2%, p/v) colocando-se dois frascos de uma solucdo de sacarose em cada
gaiola por 18 h. Apoés a adaptacdo, os camundongos tiveram uma das garrafas substituida por
agua por 18h. O volume de cada garrafa correspondera a 100 ml. O teste foi realizado no pe-
riodo da noite sem privacdo de comida. A preferéncia de sacarose foi calculada como a por-
centagem do consumo de sacarose em relacdo ao consumo total de liquido de acordo com a
Equacdo (1):

consumo de sacarose (mL)
[consumo de sacarose (ml) + consumo de dgua (ml)

]) x100 (1)

Preferéncia por sacarose (%) = <

5.8.2 Avaliagéo da coordenagdo motora pelo rota-rod

O teste foi realizado 1h apds a administracdo da droga em estudo e conforme metodo-

logia descrita no item 5.7.2.1.
5.9 Teste de limite de convulsdes induzidas por pentilenotetrazol

O efeito do o-eugenol no limiar de convulsdes foi avaliado através do modelo de con-
vulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ). Grupos de animais (n = 8) foram pré-tratados
com veiculo (solucdo salina 0,9%), ou imipramina (30 mg/kg), ou com uma dose de o-
eugenol (25, 50 e 100mg/kg) por v.o. de administracdo. Apds 1h, cada animal recebeu uma
dose subconvulsivante de 35 mg/kg de PTZ i.p.; um grupo distinto recebeu solucédo salina e
PTZ 70 mg/kg i.p. como controle. A laténcia para o inicio da primeira convulsdo ténico-
clonica (em segundos) foi registrada (Loscher et al., 1991, Monteiro et al., 2020). O tempo
total de observacgdo foi de 30 min. e uma laténcia de 1.800s foi registrada para experimentos

nos quais nao ocorreu convulsao ténico-clénica.
5.10 Sinergismo do o-eugenol com a imipramina
Foi realizado um experimento de sinergismo com a menor dose do o-eugenol, agora

em dose Unica, para verificar se junto do medicamento antidepressivo classico em baixa dose

o efeito antidepressivo seria potencializado. Foram formados seis grupos: 1) veiculo + veiculo
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(grupo controle), 2) dexametasona + veiculo (grupo dexametasona), 3) dexametasona + imi-
pramina (5 mg/kg), 4) dexametasona + imipramina (15 mg/kg), 5) dexametasona + o-eugenol
(25 mg/kg), 6) dexametasona + o-eugenol (25 mg/kg) + imipramina (5 mg/kg). Os grupos de
camundongos (n=8) foram previamente tratados com dexametasona (64 pg/kg s.c), transcor-
rido 3 h receberam por via oral veiculo ou dose subefetiva de o-eugenol (25 mg/kg), ou dose
subefetiva de imipramina (5 mg/kg) ou imipramina 15 mg/kg. Em outro grupo ainda, apds 3h
do tratamento com a dexametasona, foram administrados imipramina (5 mg/kg) e, apds 15
min., o-eugenol (25 mg/kg). Depois de 1h das administra¢cdes por v.o., 0s camundongos fo-
ram expostos ao teste do nado forgado (Abbasi-Maleki & Mousavi, 2017). Um grupo controle

foi tratado apenas com o veiculo (solucéo salina 0,9%).

5.11 Ensaios heuroquimicos

5.11.1 Determinacdo de parametros de estresse oxidativo

5.11.1.1 Determinacdo do nivel de peroxidacdo lipidica

A peroxidacao lipidica, utilizando o hipocampo dos camundongos, foi analisada pela
determinacdo da concentragdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), um
indice de peroxidacdo lipidica amplamente adotado, de acordo com o método descrito por
Draper e Hadley (1990). Um homogenato do hipocampo (10% p/v) em 1,15% p/v de tampao
de cloreto de potéassio foi preparado. De forma resumida, as amostras foram misturadas com 1
ml de solucdo tricloroacética acido (10%) e 1 ml de &cido tiobarbitdrico (0,6%). A mistura
incubada em banho-maria (95-100° C) por 15 min. e n-butanol (2:1 v/v) foi adicionado ao
meio e a mistura centrifugada (800 xg para 15 min.) para remover o precipitado. A absorban-
cia da cor rosa desenvolvida foi medida espectrofotometricamente a 535 nm. Os valores de
absorbancia foram interpolados em uma curva padrdo de malondialdeido (MDA), e o resulta-

do expresso em mg de MDA/g de amostra.
5.11.1.2 Determinacao da concentragdo de glutationa reduzida (GSH)
O cortex pré-frontal dos camundongos foi usado para a determinacdo de GSH, um an-

tioxidante natural ndo enzimatico. Esse teste utilizard a metodologia de Sedlak e Lindsay
(1968), baseado na reacdo do reagente de Ellman (DTNB - é&cido 5,5-ditio-bis-(2-
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nitrobenzoico)), com os grupos tidis. O cortex pré-frontal foi homegeinizado em EDTA
0,02M (10%) e misturado com solucéo de &cido tricloroacético (50%). Em seguida, as amos-
tras serdo centrifugadas (3000 rpm/15 min.) e o sobrenadante foi coletado e misturado com
tampéo HCI (0,4M; pH 8.9) e DTNB (0,01 M). A concentracdo de GSH foi expressa em pg
de GSH/g tecido e determinada por espectrofotometria a 412 nm.

5.11.2 Determinacdo dos niveis de IL-1p

Os niveis de interleucinal-p (IL-1p) em amostras de soros dos animais submetidos aos
testes comportamentais foram quantificados usando kit comercial de ensaio imunoenzimatico
ELISA (Sigma-Aldrich) em camundongos seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante.
Resumidamente, apds os reagentes e amostras terem sido restaurados a temperatura ambiente,
100 pl de cada amostra ou padréo foram adicionados aos pocos de uma microplaca sequenci-
almente e misturados suavemente. Apos incubacgdo durante 2,5h em temperatura ambiente, as
amostras em cada poc¢o foram lavadas quatro vezes utilizando o tampao de lavagem. A cada
poco, foram adicionados 100 pl de anticorpo de deteccé@o e incubados por 1h a temperatura
ambiente. Depois do mesmo procedimento anterior de lavagem, teve a adicdo de 100 pl solu-
cao de estreptavidina a cada poco e incubacgédo por 45 min. em temperatura ambiente. Nova-
mente foi realizada uma lavagem e, posteriormente, adicionado 100 pL de reagente de subs-
trato a cada poc¢o, 30 min. de incubacdo a temperatura ambiente, até a reacdo ser interrompida
pela adi¢do de 50 pl de tampéo de parada. A absorbancia a 450 nm foi medida em leitor de
placas (Biotek, EUA). A quantidade de IL-1p foi calculada a partir de curvas padréo e expres-
sa como picogramas por mililitro (pg/ml).

5.11.3 Metabolémica por ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H

O estudo metabolomico foi feito com as amostras de hipocampo de camundongos pela
técnica de ressonancia magnetica nuclear (RMN) e utilizando o método proposto por Wu et
al. (2020), com modificacGes. No dia da anélise, as amostras congeladas a — 80 °C foram des-
congeladas, adicionando HCl/metanol (60%, v/v). A mistura foi homogeneizada usando o
vortex por 90 s. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado e o sobrenadante foi coletado.
Este procedimento de extracdo foi repetido duas vezes com etanol a 60% e o sobrenadante foi
retido. Os sobrenadantes foram totalmente secos sob corrente de nitrogénio gasoso a tempera-
tura ambiente. Posteriormente, os produtos foram redissolvidos em tampéo fosfato com D20 e
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TMSP, como padrdo interno. A solucdo foi misturada em vortex e centrifugada. Cerca de 500
pL do sobrenadante foi colocado em um tubo de RMN (5 mm) para analise espectral de RMN
de 'H. Os espectros unidimensionais de RMN de *H foram medidos a uma temperatura de
300K em um espectrometro Bruker (Bruker ASCEND 400 MHz; Bruker, Coventry, Reino
Unido).

Os espectros foram obtidos com o0s seguintes parametros: nimero de varreduras: 128,
dominio de tempo: 25K, varredura Dummer: 16, tempo de aquisi¢do: 0,8 s, janelas espectrais
de 40 ppm e d20: 0,8 ms. Apodizacdo com uma linha exponencial equivalente a 0,8 Hz foi
aplicada aos FIDs. Deslocamentos quimicos para todas as amostras foram referenciados ao
TPS (&cido 3-(trimetilsilil) propiénico-2,2,3,3-d4) a 0,00 ppm.

5.12 Gravacao e analise dos videos

Todos os testes comportamentais foram gravados utilizando uma camera digital. Apds
a renomeacao dos videos, esses foram analisados por cegamento ou de forma que o grupo de
tratamento ndo possa ser identificado antes da conclusdo da analise. Os dados foram entdo
tabulados para analises estatisticas.

5.13 Anélise estatistica

A normalidade de distribuicdo dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os
resultados que obedeceram a uma distribuicdo paramétrica foram representados como médias
* erro padrdo da média (e.p.m.) e submetidos ao teste “t” de Student ndo-pareado ou a uma
Analise de Variancia (ANOVA) one-way ou two-way, seguido pelo teste post hoc de Tukey,
conforme indicado. Um valor p<0,05 foi considerado para indicar significancia estatistica.
Para os resultados que ndo obedeceram a uma distribuicdo paramétrica foram expressos como
mediana (minimo-méaximo) e avaliado por Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de
Dunn. Os dados numéricos foram aplicados no programa GraphPad Prism 9.0 versdo gratuita
(GraphPad Software Incorporated, San Diego, USA).

O processamento dos espectros foi realizado usando o software TopSpin 4.1.1
(Bruker). Os espectros de RMN referenciados, corre¢do de linha de base, correcdo de fase e
alinhamento, o pico de agua em 5,07—4,60 ppm foi removido, normalizado pela area total do
espectro e, finalmente, o espectro foi obtido por binning com uma faixa de 0-9 ppm e com
bins de 0,025 ppm. A andlise estatistica foi realizada usando o MetaboAnalyst 6.0, os dados
obtidos do espectro de binning foram submetidos & normalizacdo por area e 0 PCA (Analise
de Componentes Principais) foi obtido com validagéo cruzada.
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6 RESULTADOS
6.1 Estudo da toxicidade in silico

De acordo com a regra de Lipinski, um composto é considerado provavel de possuir
boa absorcao oral se atender a certos critérios, como um peso molecular abaixo de 500 Da,
um log P (coeficiente de particdo octanol-agua) ndo superior a 5, um nimero de doadores de
ligacGes de hidrogénio ndo superior a 5 e um namero de aceitadores de ligacdes de hidrogénio

ndo superior a 10. O o-eugenol atendeu a esses critérios (Tabela 1).

Tabela 1- Pardmetros de Lipinski do o-eugenol.

Peso Molecular LoaP Namero de Aceptores | Namero de Doadores
g/mol g de Hidrogénio de Hidrogénio
164,20 2,12 2 1
Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Quanto a permeabilidade em células Caco-2, o o-eugenol apresentou valores superiores
a 0,90, com permeabilidade consideravel. Apresentou uma taxa de absorcdo de 94%, além de
um valor de log Kp evidenciado por valores proximos ao considerado alto (log Kp > -2,5) que
sugere um consideravel potencial para administracdo transdérmica (Pires et al., 2015). Também

ndo demonstrou ser potencial substratos de glicoproteinas (Tabela 2).

Tabela 2 - Pardmetros Farmacocinéticos — Absorgao.

Absorcéo ‘ o-Eugenol
Permeabilidade em Caco-2 (log Papp em 108 cm/s) 1,342
Absorc¢do Intestinal (%) 93,773
Permeabilidade Cutanea (log Kp) -2,735
Substrato de Glicoproteina P No

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

No modelo de previsdo baseado no ovo cozido, ou "boiled-eggs”, observa-se que a mo-
lecula demonstrou uma absorcéo intestinal satisfatoria, além de atingir o Sistema Nervoso

Central (SNC) pela capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (Figura 12).
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Figura 12 - Modelo preditivo boiled-eggs para o o-eugenol.

Actions
o-eugenol
BBB
HIA
o PGP+
(-] PGP-
]

o-eugenol

Fonte: Dados da pesquisa obtidos pela Plataforma SwissADME (2024).

Legenda: BBB: barreira hematoencefélica, HIA: absorcéo gastrointestinal, PGP (+) substrato da glicoprotei-
na PGP (-) ndo substrato da glicoproteina P. WlogP e TPSA: éarea de superficie polar topografica.
(Daina et al., 2017: Daina & Zoete, 2016).

Quanto a distribuicdo, os achados revelam que o o-eugenol demonstra um considera-
vel volume de distribui¢do no estado estacionario (VDss), evidenciado por valores proximos
ao considerado alto (log L/kg > 0,45), juntamente com uma significativa capacidade de per-
meacao no cérebro (Log BB > 0,3) e significativa capacidade de permeacdo no cérebro, ja que

compostos com log PS > -2 tem alta penetracdo no cérebro (Tabela 3).

Tabela 3 — Pardmetros Farmacocinéticos — Distribui¢&o.

Distribui¢éo ‘ o-Eugenol
VDss (log L/kg) 0,404
Permeabilidade Barreira Hematoenceféalica (log BB) 0,435
Permeabilidade Sistema Nervoso Central (log PS) -2,035

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Na Tabela 4, evidencia que o o-Eugenol ndo é substrato de nenhuma das isoformas,
exceto, a CYP1A2, atuando como inibidor enzimatico.
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Tabela 4 - Parametros Farmacocinéticos — Metabolismo.

Metabolismo 0-Eugenol
CYP2D6 (Substrato) Né&o
CYP3A4 (Substrato) Né&o
CYP1AZ2 (Inibidor) Sim
CYP2C19 (Inibidor) Néo
CYP2C9 (Inibidor) Né&o
CYP2D6 (Inibidor) Né&o
CYP3A4 (Inibidor) Né&o

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Por fim, os resultados obtidos (Tabela 5) demonstram a auséncia de toxicidade no mo-
delo AMES, bem como a falta de inibi¢do nos canais Herg. Também sugere ndo haver possi-

vel toxicidade sistémica e mostrou-se preditivamente como potencial sensibilizante da pele.

Tabela 5 - Modelos preditivos in silico de potenciais respos-
tas toxicas do o-eugenol.

Toxicidade 0-Eugenol
AMES Toxicidade Né&o
hERG 1 Inibidor Né&o
hERG 2 inibidor Né&o
Hepatotoxicidade Né&o
Sensibilizacédo da pele Sim

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

6.2 Estudo da toxicidade aguda

6.2.1 Estimativa da Dose Letal

O o-Eugenol por via oral na dose de 300 mg/kg (n= 6) ndo promoveu a mortalidade
dos camundongos no periodo de 14 dias de observacGes, obtendo 0 mesmo resultado apds
repeticdo com a mesma dose, utilizando o total de 6 animais. Um teste foi feito com a dose de
2.000 mg/kg (n= 3) e promoveu a morte de 2 animais (Tabela 6). De acordo com os resulta-
dos, a estimativa da DLso é de 1.000 mg/kg, classificada como categoria 4 do Sistema Glo-
balmente Harmonizado (300 < Categoria 4 < 2000 mg/kg), segundo os critérios do protocolo
experimental (OECD, 2001).
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Tabela 6 — Percentual de mortes em 14 dias em diferentes
doses do orto-eugenol.

Doses do o-eugenol (mg/kg) ‘ % de mortes em 14 dias
2000 66,67
300 0,00
Fonte: Dados da pesquisa (2024).

6.2.2 Efeitos na triagem farmacol6gica comportamental do o-eugenol

Os resultados obtidos a partir da triagem farmacoldgica comportamental do o-eugenol
na dose de 300 mg/kg (n=6) e 2.000 mg/kg (n=3) por via oral estdo apresentados nas Tabelas
7e8.

Diferentes comportamentos em relacdo ao controle foram observados com a utilizagédo
das doses do o-Eugenol. Com a administracdo de 300 mg/kg (Tabela 7), os animais apresenta-
ram ambulagdo diminuida durante as 4h iniciais de observacdo. Outras alteracbes comporta-
mentais, durante as primeiras 2h de observacdo, foram a presenca de analgesia, perda do re-
flexo auricular, perda do reflexo corneal, ptose palpebral e a resposta ao toque diminuida.

Vale ressaltar, que esses sintomas estiveram presentes, mas foi de forma discreta nesta dose.

Tabela 7 — Efeitos observados do o-eugenol de dose 300 mg/kg na triagem farmacoldgica comportamental /
efeito presente (+), efeito intenso (++), efeito diminuido (-), sem efeito (0).

Atividade farmacolégica do Tempo em observacéo

o-eugenol 300 mg/kg via oral Até 30 min ‘ 1h ‘ 2h ‘ 3h | 4h
Ambulacéo diminuida + + + +
Analgesia + + 0 0 0
Perda do reflexo auricular + + 0 0 0
Perda do reflexo corneal + + 0 0 0
Ptose palpebral + + 0 0 0
Resposta ao toque diminuida + + + 0 0

Ja com a administracdo de 2.000 mg/kg (Tabela 8), foi observado maior quantidade de
alteracdes comportamentais no animal que sobreviveu ao uso dessa dose e boa parte dessas
alteracdes apresentaram-se de forma intensa. Entre os efeitos apresentados, estdo analgesia,
resposta ao toque diminuida, perda do reflexo corneal, perda do reflexo auricular, ambulacéo
diminuida e abducdo das patas do trem posterior. O animal sobrevivente permaneceu com as
alteracbes comportamentais presentes em 2h até as 4h iniciais de observacao apos a substan-
cia ser administrada e, posteriormente, foi melhorando de forma gradativa e com 24h estava

aparentemente sem alteracdes.
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Tabela 8 — Efeitos observados do orto-eugenol de dose 2.000 mg/kg na tria-
gem farmacoldgica comportamental / efeito presente (+), efeito
intenso (++), efeito diminuido (-), sem efeito (0).

Atividade farmacolégica do o-eugenol Tempo em observacao
2.000 mg/kg via oral Até 30 min ‘ 1h
Tremores ++ +
Hipnose + +
Ptose palpebral + +
Sedacédo + +
Anestesia + +
Ataxia + +
Reflexo do endireitamento diminuido + +
Analgesia ++ ++
Resposta ao toque diminuida + +
Perda do reflexo corneal ++ ++
Perda do reflexo auricular ++ ++
Ambulacdo diminuida ++ ++
Contor¢des abdominais ++ +
Abducéo das patas do trem posterior ++ ++
Constipacéo ++ ++
Respiragdo forgada ++ ++
Forca para agarrar - -
Morte 0 0

Nota: No tempo de observacdo de 2h, ocorreu a morte de 2/3 dos
animais, ndo permitindo a observacgao dos demais efeitos.

De acordo com os efeitos comportamentais observados na triagem farmacologica,
provavelmente, a substancia apresenta efeito depressor do sistema nervoso central nas doses
de 300 e 2.000 mg/kg. Logo, houve o seguimento para testes que nos permitiu avaliar a ativi-

dade antidepressiva em doses menores.
6.2.3 Consumo de agua, racdo e avaliacao ponderal

Os resultados da Tabela 9 demonstram que n&o houve diferenca significativa no con-
sumo de agua e racdo diarios dos camundongos nos grupos avaliados durante os 14 dias de

experimento.

Tabela 9 — Consumo de agua e ragdo de camundongos, fémeas, tratadas com o-eugenol na
dose de 300 mg/kg durante os 14 dias do ensaio de toxicidade aguda.

Parametros Controle ] 0-Eugenol 300 mg/kg
Consumo de agua (ml) 65,46+3,74 65,28+3,77
Consumo de racéo (g) 33,21+0,52 35,15+0,78

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (e.p.m) do consumo
diario de agua ou racdo dos animais, durante 14 dias por grupo (n = 6). Teste “t” de
Student ndo-pareado. Considerado como significativo p<0,05.
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Na utilizacdo da dose de 2.000 mg/kg de o-Eugenol, o animal sobrevivente teve baixo
consumo de agua e racdo nos primeiros dias, sendo posteriormente aumentado no decorrer
dos 14 dias. O consumo de &gua variou de 6 a 16 ml e o consumo de racéo variou de 2,73 a
6,93 g, ambos durante todo o periodo.

Em relacdo ao ganho de massa corpdrea, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos controle (1,07 + 0,11; 2,32 + 0,26) e o-Eugenol na dose de 300 mg/kg (1,17 + 0,15;
2,35 + 0,33) por via oral apds 7 e 14 dias, respectivamente (Figura 13). Enquanto, o animal
sobrevivente na dose de 2.000 mg/kg de o-Eugenol, teve uma reducéo de 0,7 g do peso inicial
em 7 dias e um aumento de 2,8 g do peso inicial em 14 dias.

Figura 13 — Ganho de peso de camundongos, fémeas, tratadas com a dose de 300 mg/kg de o-eugenol e do
controle, apos 7 e 14 dias do inicio do ensaio de toxicidade aguda.
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Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (e.p.m) (n = 6). Teste “t” de Student ndo-
pareado. Considerado como significativo p<0,05.

6.2.4 Exame anatomopatoldgico

Na avaliacdo da analise morfoldgica macroscépica ndo houve alteracdo em nenhum
dos 6rgdos avaliados. Na avaliacdo histopatoldgica, ndo foram observadas alteracdes morfo-
I6gicas, inflamatdrias ou degenerativas nos tecidos examinados dos 6rgaos estudados dos ca-
mundongos tratados com as doses de 300 mg/kg e 2.000 mg/kg em relagéo ao controle.

Os cortes histologicos foram analisados pela coloragao hematoxilina-eosina em mi-
croscopio optico. Na Figura 14 pode-se evidenciar cortes histoldgicos dos 6rgaos avaliados de

cada grupo, na qual ndo houve altera¢des significativas nos parametros estudados.
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Figura 14 — Fotomicrografias do rim, figado e pulméo dos grupos experimentais do estudo de toxicidade
aguda do o-eugenol.
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o-Eugenol 300mg/Kg o-Eugenol 2000mg/Kg

ey
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Nota: Coloragdo hematoxilina-eosina. Aumento: 100X. Sem alterages histopatoldgicas significativas.
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6.3 Ensaios toxicologico ndo-clinico de doses repetidas

6.3.1 Consumo de agua, racdo e avaliacao ponderal

Os resultados da Tabela 10 mostram que ndo houve diferenca significativa no consu-
mo total de &gua e racdo semanais dos camundongos (fémeas) dos grupos (n = 6) avaliados
durante os 28 dias de experimento do ensaio de toxicidade em doses repetidas. Também néo
foram observados sinais toxicos ou alteragdes comportamentais durante os dias de tratamento

nos camundongos no decorrer do ensaio.

Tabela 10 — Consumo de agua e racdo semanais de grupos de camundongos, fé-
meas, tratadas com o-eugenol em doses repetidas de 100 mg/kg du-
rante os 28 dias do ensaio de toxicidade de doses repetidas.

Parémetros Controle 0-Eugenol 300 mg/kg
Consumo de agua (ml) 353,3+11,81 326,3+£10,68
Consumo de racéo (g) 224,3+5,04 216,7+4,00

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (e.p.m) (n = 6).
Teste “t” de Student ndo-pareado. Considerado como significativo p < 0,05.

A interacdo entre tempo e tratamento ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos controle e tratados com o o-eugenol 100 mg/kg. Ambos os grupos aumentaram seu
peso, mas em magnitude semelhante, sem diferencgas significativas entre os tratamentos (Figu-
ra 15).

Figura 15 — Evolugdo ponderal dos camundongos tratados com o-Eugenol 100
mg/kg e do grupo controle.
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Nota: Os valores expressos em média + erro padrdo da média (e.p.m) (n = 6). ANO-
VA two way seguido de Tukey. Considerado como significativo p < 0,05.
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6.3.2 Avaliagdo comportamental

6.3.2.1 Teste do Rota-rod

O tratamento com doses repetidas do o-eugenol 100 mg/kg (300,0 = 0,0) n&o alterou o
tempo de permanéncia sobre a barra giratoria em 60 min. apos a administracdo da Gltima dose

do o-eugenol quando comparado ao controle (298,8 + 1,2) (Figura 16).

Figura 16 — Efeito da administragdo repetida do o-eugenol por 28 dias na coordena-
¢do motora pelo Teste do Rota-rod em 60 min. apds sua administracao.
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Nota: Cada coluna representa média * erro padrdo da média (e.p.m) (n = 6). Teste “t”
de Student ndo-pareado. Considerado como significativo p < 0,05.

6.3.2.2 Campo aberto

No teste do Campo Aberto, o grupo tratado com o-eugenol 100 mg/kg néo apresentou
diferenga significativa no numero de cruzamentos (40,8 £+ 3,7 vs. 35,5 £ 3,3; Figura 17a), rea-
ring (12,6 £ 1,9 vs. 12,0 £ 1,1; Figura 17b) ou grooming (1,8 + 0,3 vs. 2,0 £ 0,3; Figura 17c)

em relacéo ao controle.

Figura 17 — Efeito da administracdo repetida do o-eugenol por 28 dias no nimero de cruzamentos (a), rea-
ring (b) e grooming (c) no Teste do Campo Aberto 60 min. apds sua administracao.
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Nota: Cada coluna representa média + erro padrio da média (e.p.m) (n = 6). Teste “t” de Student ndo-
pareado. Considerado como significativo p < 0,05.
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6.3.3 Avaliagdo laboratorial do sangue

6.3.3.1 Parametros hematoldgicos

A Tabela 11 apresenta resultados da avaliagdo dos pardmetros hematoldgicos das fé-
meas apds 28 dias de tratamento com o-eugenol. No grupo tratado com o-eugenol houve uma
diminuicdo significativa da Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) em relacdo ao controle.

Demais parametros avaliados ndo tiveram alteragdes significativas.

Tabela 11 — Parametros hematoldgicos obtidos do sangue de camundongos Swiss,
fémeas, tratadas com o-eugenol 100 mg/kg durante os 28 dias consecu-

tivos.

Parametros Controle o-Eugenol 100 mg/kg
Hemacias (10® /mm?) 7,94+ 0,37 8,324 + 0,17
Hemoglobina (g/dl) 13,93 £ 0,47 13,96 + 0,62
Hematocrito (%) 43,42 +2,48 45,22 +1,18
VCM (fl) 54,78 + 0,63 54,38 + 0,89
HCM (pg) 17,43+ 0,26 16,72 + 0,45**
CHCM (%) 32,10+0,98 30,82 +£ 0,93
Leucdcitos (10% /mm?d) 5,167 + 2,25 5,067 + 1,38
Neutréfilos (%) 18,67 + 3,50 18,83+ 1,94
Linfocitos (%) 78,83 £ 3,76 79,33 £ 2,07
Monacitos (%) 2,50+ 0,55 1,83+0,75
Plaquetas (10%/mmd) 1031 £ 154,40 1101 £ 103,00

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (e.p.m) (n = 6).
Teste “t” de Student ndo-pareado. **p < 0,01 versus o controle.

6.3.3.2 Parametros bioquimicos

Os resultados dos parametros bioguimicos obtidos estdo contidos na Tabela 12. Nao
foi verificado alteracdo da maioria dos parametros bioquimicos avaliados dos camundongos
tratados com o-eugenol 100 mg/kg durante os 28 dias consecutivos. No entanto, foi verificada
uma reducdo significativa de ALT do grupo tratado com o-eugenol 100 mg/kg em relacdo ao
grupo controle, alem de um aumento significativo do triglicerideos entre esses grupos. Os
resultados obtidos para os parametros uréia, creatinina, AST, fosfatase alcalina, colesterol,
acido Urico, proteinas totais, alboumina, magnésio, sodio e potassio ndo tiveram diferengas

significativas entre 0s grupos.
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Tabela 12 — Parametros bioquimicos obtidos de soro de camundongos Swiss,
fémeas, tratadas com o-eugenol 100 mg/kg durante os 28 dias conse-

cutivos.
Parametros Controle o-Eugenol 100 mg/kg
Uréia (mg/dl) 40,88 + 2,13 40,43 +£3,71
Creatinina (mg/dl) 0,51+0,08 0,31+0,04
ALT (U 55,33 + 3,07 45,67 + 2,55*
AST (U/) 91,40+ 6,73 78,00+ 7,50
Fosfatase alcalina (U/I) 161,2 + 11,99 146,3 + 4,99
Colesterol (mg/dl) 115,0 £ 6,16 110,5 + 3,98
Trigicerideos (mg/dl) 132,1+11,01 176,7 £7,92**
Acido drico (mg/dl) 2,6 £0,52 2,58 £ 0,55
Proteinas totais (g/dl) 4,65+ 0,14 4,50 + 0,23
Albumina (g/dl) 2,63+0,09 2,42 £ 0,08
Magnésio (mg/dl) 3,12+£0,15 2,75+£0,11
Sédio (mmol/l) 149,2 + 0,78 149,1+ 1,65
Potéssio (mmol/l) 4,91+0,13 4,75+0,12

Nota: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (e.p.m) (n = 6).
Teste “t” de Student ndo-pareado. *p < 0,05, **p < 0,01 versus o controle.

6.3.4 Exame anatomopatolégico

Na anéalise morfoldgica macroscopica ndo houve alteracdo em nenhum dos érgéos ava-
liados. Os 6rgdos do grupo pertencente ao tratamento com o o-eugenol também néo apresen-
taram alteracdes microscopicas significativas em relacdo ao controle, como mudanc¢as morfo-
l6gicas, inflamatorias ou degenerativas nos tecidos examinados.

Na Figura 18 pode-se evidenciar cortes histolégicos dos 6rgaos avaliados de cada gru-
po, analisados pela coloragao hematoxilina-eosina em microscépio optico, na qual ndo houve

alteracdes nos parametros estudados.



Figura 18 — Fotomicrografias de 6rgdos avaliados dos grupos experimentais do
estudo de toxicidade subaguda do o-eugenol.

Controle o-Eugenol 100mg/Kg

Nota: Coloracdo hematoxilina-eosina. Aumento: 200X. Sem alteracdes histopato-
I6gicas significativas.
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6.4 Analise farmacoldgica e comportamental do o-eugenol

6.4.1 Inducdo de depressdo experimental por administracdo repetida de dexametasona em

camundongos fémeas

No Teste do Nado Forcado, Figura 19a, o tratamento com a dexametasona por 8 dias
(70,25 + 4,48, p = 0,0014) diminuiu de forma significativa a laténcia para imobilidade dos
camundongos em relacdo ao seu controle (108,40 £+ 8,55) e aumentou significativamente
(143,40 £ 18,37, p = 0,0190) o tempo de imobilidade dos camundongos em relagdo ao seu
controle (88,38 + 9,61). Quanto ao Teste de Suspensdo da Cauda, comportamento parecido foi
obtido (Figura 20a). O tratamento dos camundongos com a dexametasona por 8 dias (53,50 *
5,17, p = 0,0004) diminuiu significativamente a laténcia para imobilidade em relacdo ao seu
controle (101,9 = 9,16) e aumentou significativamente (83,00 = 3,93, p = 0,0001) o tempo de
imobilidade dos camundongos em relacéo ao seu controle (48,25 + 3,22).

O tratamento com dexametasona durante 15 dias (56,25 * 4,21, p = 0,0070), no Teste
do Nado Forcado (Figura 19b) diminuiu de forma significativa a laténcia para imobilidade dos
camundongos em relagéo ao controle (77,13 + 5,09) e aumentou significativamente (158,40 +
7,02, p < 0,0001) o tempo de imobilidade dos camundongos em relacdo ao seu controle
(105,0 + 6,04).

Figura 19 — Efeito da administracdo repetida com dexametasona (32 ug/kg, s.c.) por 8 e 15 dias na (a) latén-
cia para imobilidade e (b) tempo de imobilidade no Teste do Nado Forcado (TNF).
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Nota: Cada coluna representa média + erro padrdo da média (e.p.m) (n = 8). Teste “t” de Student ndo-
pareado. Valores significativos: *p < 0,05, **p < 0,01, ****p < 0,0001 versus o controle correspon-
dente.
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De forma semelhante, no Teste de Suspensédo da Cauda (Figura 20b), o tratamento dos
camundongos com a dexametasona por 15 dias (30,13 £ 2,65, p = 0,0070) diminuiu significa-
tivamente a laténcia para imobilidade em relacdo ao controle (44,38 £ 3,66) e aumentou signi-
ficativamente (113,8 + 5,79, p = 0,0003) o tempo de imobilidade em relacdo ao seu controle
(76,63 + 4,99).

Figura 20 — Efeito da administracdo repetida com dexametasona (32 pg/kg, s.c.) por 8 e 15 dias na (a) la-
téncia para imobilidade e (b) tempo de imobilidade no Teste da Suspensdo da Cauda (TSC).
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Nota: Cada coluna representa média + erro padrdo da média (e.p.m) (n = 8). Teste “t” de Student néo-
pareado. Valores significativos: **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 versus o controle corres-
pondente.

6.4.2 Efeito do o-eugenol no Teste do Nado Forcado (TNF)

Como mostrado na Figura 21a, o tratamento com a dexametasona (56,25 + 4,2, p =
0,0488) causou uma reducdo significativa do tempo de laténcia em relagdo ao grupo controle
(77,38 = 5,00). O tratamento com imipramina (94,25 + 6,45, p < 0,0001), antidepressivo co-
nhecido, e o-eugenol nas doses de 25 (86,00 + 2,62, p = 0,0017), 50 (78,13 + 3,16, p =
0,0376) e 100 (90,25 + 6,92, p = 0,0003) mg/kg aumentaram significativamente o tempo em
relacdo ao grupo tratado com apenas dexametasona. Nao foram observadas diferencas signifi-
cativas entre as doses de o-eugenol, bem como entre 0s grupos de o-eugenol, a imipramina e

controle.
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Figura 21 — Efeito de diferentes doses de o0-eugenol em modelo de depressdo induzida
por doses repetidas de dexametasona (32 ug/kg, s.c.) na (a) laténcia para
imobilidade e (b) tempo de imobilidade no Teste do Nado Forgcado (TNF).
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Nota: Cada coluna representa média + erro padrdo da média (e.p.m) (n = 8). ANOVA
one way seguido pelo Teste de Tukey. Valores significativos: *p < 0,05, ****p <
0,0001** versus o controle; #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001, ###H#p < 0,0001
versus ao grupo da dexametasona.

No tempo de imobilidade do Teste do Nado Forgcado, mostrado na Figura 21b, a de-
xametasona (158,4 = 7,02, p < 0,0001) aumentou significativamente o tempo em relacdo ao
grupo controle (105,0 + 6,04). J4 a imipramina 15 mg/kg (84,25 £ 5,78, p < 0,0001) e o-
eugenol nas doses de 25 (80,38 *+ 5,69, p < 0,0001), 50 (106,9 + 2,16, p < 0,0001) e 100
(95,25 = 10,74, p < 0,0001) mg/kg reduziram significativamente o tempo de imobilidade
quando comparado ao grupo tratado apenas com dexametasona. Ndo foram encontradas dife-

rengas significativas entre a imipramina, o controle e as diferentes doses de o-eugenol.

6.4.3 Efeito do 0-eugenol no Teste de Suspensdo da Cauda (TSC)

Na laténcia para a imobilidade no Teste de Suspensdo da Cauda (Figura 22a), a dexa-

metasona (29,6 £ 2,4, p = 0,0180) diminuiu significativamente o tempo de laténcia em relacdo
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ao grupo controle (53,8 £ 2,6), enquanto que, a imipramina (54,8 + 4,1, p = 0,0123) e o-
eugenol nas doses de 25 (55,2 = 3,7, p = 0,0107), 50 (52,1 + 4,5, p = 0,0339) e 100 (67,1 =
9,4, p < 0,0001) mg/kg aumentaram de forma significativa em comparacdo ao grupo tratado
apenas com dexametasona. Diferencas significativas ndo foram observadas entre as doses de
o0-eugenol, a imipramina e o controle.

O efeito no tempo de imobilidade no Teste de Suspensdo da Cauda é apresentado na
Figura 22b. O tratamento com a dexametasona (113,8 + 5,7, p = 0,0040) causou um aumento
significativo do tempo de imobilidade dos camundongos em relacdo ao grupo controle (76,6 +
4,9). A imipramina 15 mg/kg (65,3 = 8,8, p = 0,0001), e o-eugenol nas doses de 25 (74,7 =
8,9, p =0,0022), 50 (80,3 + 6,6, p = 0,0123) e 100 (77,8 £ 2,6, p = 0,0059) mg/kg diminuiram
significativamente o tempo de imobilidade em comparacdo ao grupo da dexametasona. Nao
foram observadas diferencas significativas entre as diferentes doses de o-eugenol, a imipra-

mina e o controle.

Figura 22 — Efeito de diferentes doses de o-eugenol em modelo de depressdo induzida por
doses repetidas de dexametasona (32 pg/kg, s.c.) na (a) laténcia para imobili-
dade e (b) tempo de imobilidade no Teste da Suspensao da Cauda (TSC).
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Nota: Cada coluna representa média + erro padrdo da média (e.p.m) (n = 8). ANOVA one
way seguido pelo Teste de Tukey. Valores significativos: *p < 0,05, **p < 0,01 ver-
sus o controle; #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001, ###Hp < 0,0001 versus ao gru-
po da dexametasona.
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6.4.4 Efeito do o-eugenol no Teste de Preferéncia por Sacarose (TPS)

No Teste de Preferéncia por Sacarose (Figura 23), a administracdo repetida dexameta-
sona (45,5 + 2,5, p = 0,0063) diminuiu significativamente a preferéncia por sacarose dos ca-
mundongos em relagdo ao grupo controle (83,0 + 6,0), enquanto que, a imipramina (70,5 +
5,5, p = 0,0432) e o-eugenol nas doses de 25 (71,0 = 5,0, p = 0,0396), 50 (76,0 + 3,0, p =
0,0175) e 100 (79 + 2,0, p = 0,0111) mg/kg aumentaram de forma significativa essa preferén-
cia em comparacdo a dexametasona. Ndo foram encontradas diferencas significativas entre as

doses de o-eugenol, como também, entre os grupos de o-eugenol, a imipramina e o controle.

Figura 23 — Efeito de diferentes doses de o-eugenol em modelo de depressdo induzida
por doses repetidas de dexametasona (32 pg/kg, s.c.) no Teste de Preferén-
cia por Sacarose (TPS).
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Nota: Cada coluna representa média * erro padrdo da média (e.p.m) (n = 8). ANOVA
one way seguido pelo Teste de Tukey. Valores significativos: **p < 0,01 versus o
controle; #p < 0,05 versus ao grupo da dexametasona.

6.4.5 Efeito do o0-eugenol no Teste do Rota-rod

Quanto a avaliacdo da atividade motora com a utilizacdo do Teste Rota-rod aos 7 dias
de tratamento com a dexametasona, ndo foram encontradas diferencas significativas em rela-
¢do aos grupos de dexametasona (300,00 + 0,00; 297,4 + 2,62; 300,00 + 0,00; 298,5 + 1,50) e
ao controle (296,4 + 2,52) apds 60 min. da administracdo de dexametasona (Figura 24).
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Figura 24 — Efeito da administracdo repetida com dexametasona (32 pg/kg,
s.c.) por 7 dias, em 4 grupos, na coordenacdo motora pelo Tes-
te do Rota-rod em 60 min. apds sua administragao.
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Nota: Cada coluna representa média + erro padréo da média (e.p.m) (n = 8).
ANOVA one way seguido pelo Teste de Tukey. Considerado como
significativo p < 0,05.

O tratamento com o-eugenol nas doses de 25 (300,00 £ 0,00), 50 (299,10 £ 0,87) e 100
(300,0 + 0,00) mg/kg néo alterou o tempo de permanéncia sobre a barra giratéria em 60 min.
apos tratamento com o-eugenol quando comparado ao controle (298,80 + 1,25) e ao grupo da
dexametasona (300 * 0,00) (Figura 25).

Figura 25 — Efeito de diferentes doses de o-eugenol em modelo de depres-
sdo induzida por doses repetidas de dexametasona (32 pg/kg,
s.c.) no Teste do Rota-rod em 60 min. ap6s sua administra-
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Nota: Cada coluna representa média + erro padrdo da média (e.p.m) (n = 8).
ANOVA one way seguido pelo Teste de Tukey. Considerado como
significativo p < 0,05.
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6.5 Teste de limite de convulsdes induzidas por pentilenotetrazol

O efeito do o-eugenol na laténcia para a primeira convulsao tonico-clonica € mostrado
na Figura 26. A associacdo de pentilenotetrazol 35 mg/kg com as doses de o-eugenol 25
mg/kg, 50 mg/kg e 100 mg (1800 (1800-1800)), assim como o grupo da dose subconvulsivan-
te de pentilenotetrazol 35 mg/kg (1800 (1800-1800)), aumentaram significativamente a latén-
cia para a primeira convulsdo tonico-clénica (p < 0,0001) em comparagdo com o grupo PTZ
70 mg/kg (85,25 (58,00-143,0)), ndo tendo ocorréncia de convulsdo durante todo o periodo de
observagdo. Enquanto que, a associacdo de pentilenotetrazol 35 mg/kg com a imipramina
30mg/kg (269,4 (182,0-353,0), p=0,0303), a laténcia para a primeira crise foi reduzida quando

comparado aos grupos que ndo apresentaram convulsdes tonico-clonicas.

Figura 26 — Efeito do o-eugenol em diferentes doses no teste de limite de convulsdes
induzidas por petilenotetrazol.
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Nota: Tempo total de observacdo de 1.800 s. No boxplot, a linha do meio da caixa aborda
a mediana, a caixa aborda o intervalo interquartil e o bigode aborda os valores ma-
ximos e minimos (n=8). Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para analise
post hoc. Valores significativos: ****p < 0,0001 versus o controle; *p < 0,05 versus
ao grupo tratado com imipramina mais PTZ (35 mg/kg). PTZ = Petilenotetrazol.

6.6 Sinergismo do o-eugenol com a imipramina

Na Figura 27 é visto o efeito de doses subefetivas e eficazes de imipramina e o-
eugenol bem como a co-administracdo das substancias em doses subativas na laténcia (Figura
27a) e tempo de imobilidade (Figura 27b) no nado forcado. A co-administracdo de imiprami-

na 5 mg/kg + o-eugenol 25 mg/kg (101,6 + 6,35) aumentou o tempo de laténcia para a imobi-
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lidade em relacdo ao tratamento isolado da dose subefetiva de imipramina 5 mg/kg (72,50 +
4,23, p = 0,0025) e do o-eugenol 25 mg/kg (74,50 + 5,26, p = 0,0057), como também em rela-
¢do a dose efetiva de imipramina 15 mg/kg (79,13 + 4,77, p = 0,0330) e ao grupo tratado ape-
nas com dexametasona (53,38 * 2,17, p< 0,0001). A imipramina 15 mg/kg (79,13 £ 4,77, p =
0,0099) aumentou o tempo de laténcia em relagdo ao grupo da dexametasona (53,38 + 2,17),
enquanto, a dexametasona diminuiu a laténcia em relagédo ao controle (84,25 + 6,27, p =
0,0012).

Figura 27 — Efeito da dexametasona (64 ug/kg, s.c.), imipramina (5 e 15 mg/kg), o-
eugenol (25 mg/kg) e imipramina (5 mg/kg) + o-eugenol (25 mg/kg) na (a)
laténcia para imobilidade e (b) tempo de imobilidade no Teste do Nado
Forgado (TNF).
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Nota: Cada coluna representa média * erro padrdo da média (e.p.m) (n = 8). ANOVA one
way seguido pelo Teste Tukey. Valores significativos: **p < 0,01, ***p < 0,001,
****p < 0,0001 versus o controle; ##p < 0,01, #Ht#p < 0,0001 versus ao grupo de-
xametasona; “p < 0,05, *p < 0,01, **p < 0,001 versus ao grupo da co-
administracdo de imipramina e o-eugenol; p < 0,01, p < 0,001 versus 0 grupo imi-
pramina 15 mg/kg.
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Quanto ao tempo de imobilidade do nado forgado, a co-administragdo de imipramina 5
mg/kg + o-eugenol 25 mg/kg (136,5 + 5,48) diminuiu o tempo em relacdo ao tratamento iso-
lado da imipramina 5 mg/kg (171,8 + 3,68, p = 0,0004) e do o-eugenol 25 mg/kg (173,0 +
4,99, p = 0,0002), como também em relacdo ao grupo tratado apenas com dexametasona
(194,0 £ 5,05, p<0,0001) e ndo apresentou diferenca significativa em relacdo a imipramina 15
mg/kg e ao controle. A dexametasona (194,0 + 5,05, p<0,0001) aumentou o tempo em relacdo
ao controle (137,4+ 5,29) e em relacdo a imipramina 15 mg/kg (139,9 + 6,83, p<0,0001).
Além da diferenca significativa com a co-administracdo de imipramina e o-eugenol, o grupo
com a imipramina 5 mg/kg e com o-eugenol 25 mg/kg apresentaram aumento do tempo em
relagdo ao controle (p = 0,0005, p = 0,0003, respectivamente) e a imipramina 15 mg/kg (p =
0,0015, p = 0,0009, respectivamente).

6.7 Ensaios neuroquimicos

6.7.1 Determinacdo de parametros de estresse oxidativo

Os niveis de TBARS, um indice de peroxidacdo lipidica, no hipocampo, expresso em
mg de MDA/g, sdo mostrados na Figura 28a. Os resultados indicam niveis aumentados de
MDA no grupo tratado apenas com a dexametasona (46,5 £ 1,9, p = 0,0042) em relacéo ao
grupo controle (37,4 £ 1,5, p = 0,0001). Os grupos tratados com a imipramina 15 mg/kg (34,5
+ 2,1, p = 0,0001), e o-eugenol nas doses de 25 (30,9 £ 1,5, p <0,0001), 50 (31,0 + 1,2, p <
0,0001) e 100 (29,3 £ 0,7, p < 0,0001) mg/kg diminuiram a concentracdo de MDA em compa-
racdo ao grupo da dexametasona. Os grupos tratados com o-eugenol 50 mg/kg (p = 0,0479) e
100 mg/kg (p = 0,0113) também apresentaram diferencas significativas em relacdo ao contro-
le, diminuindo a concentracdo de MDA.

A Figura 28b mostra os niveis de GSH, um antioxidante endégeno, no cértex pré-
frontal dos camundongos. O o-eugenol 50 mg/kg (69,0 + 11,7), aumentou de forma significa-
tiva o nivel de GSH em relagdo ao grupo controle (44,4 £ 2,9, p = 0,0425) e grupo da dexa-
metasona (41,4 + 1,8, p = 0,0174). Nao houve diferenca significativa observada entre o grupo
da dexametasona e o grupo controle, como também das outras doses de o-eugenol e imipra-

mina em relagdo ao controle e a dexametasona.
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Figura 28 — Efeito de diferentes doses de 0-eugenol nos parametros relacionados ao estresse
oxidativo em modelo de depressdo induzida por doses repetidas de dexameta-
sona (32 ug/kg, s.c.): (@) Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico
(TBARS) expresso como mg de malondialdeido (MDA)/g de tecido; (b) Gluta-
tiona Reduzida (GSH) expresso em pg/g de amostra.
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Nota: Cada coluna representa média * erro padrdo da média (e.p.m) (n = 6-8). ANOVA one
way seguido pelo Teste de Tukey. Valores significativos: *p < 0,05, **p < 0,01 versus
o0 controle; #p < 0,05; ###p < 0,001, ###p < 0,0001 versus ao grupo da dexametasona.

6.7.2 Determinacdo dos niveis de IL-1p

Foram medidos os niveis de IL-1B no soro de camundongos (Figura 29). O o-eugenol
50 mg/kg (3,36 + 0,15), diminuiu de forma significativa o nivel de IL-1p em relagdo ao grupo
controle (4,75 £ 0,35, p = 0,0347) e grupo da dexametasona (4,76 + 0,58, p = 0,0326). Nao
houve diferenca significativa observada entre o grupo da dexametasona e 0 grupo controle,
como também das doses de 25 mg/kg (3,66 + 0,30) e 100 mg/kg (3,50 * 0,21) de o-eugenol

em relagdo ao controle e a dexametasona.
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Figura 29 — Efeito de diferentes doses de o-eugenol na concentracao de IL-
1B no soro de camundongos em modelo de depressdo induzida
por doses repetidas de dexametasona (32 pg/kg, s.c.).
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Nota: Cada coluna representa média + erro padrdo da média (e.p.m) (n = 6-7).
ANOVA one way seguido pelo Teste de Tukey. Valores significativos:
*p < 0,05 versus o controle; #p < 0,05 versus ao grupo da dexametaso-
na.

6.7.3 Metabol6mica por ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H

O PCA foi utilizado para analisar as diferencas nos perfis quimicos no hipocampo dos
grupos de animais. De acordo com Figura 30 ndo houve diferencas importantes entre 0s gru-
pos pela anélise do PCA. Os gréaficos de pontuacdo do PCA ndo mostraram tendéncia de sepa-

racao entre 0s grupos.
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Figura 30 — Gréficos de pontuagédo de PCA obtidos dos dados de espectros de RMN de ‘H das amostras
de hipocampo de camundongos que tiveram administracdo em doses repetidas de dexame-
tasona (32ug/kg) e/ou tratamento com imipramina e doses diferentes de o-eugenol.
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7 DISCUSSAO

Estudos com constituintes de 6leos essenciais vém sendo realizados por apresentarem
propriedades psicofarmacologicas. Os fenilpropandides, metabolitos secundarios das plantas,
sdo constituintes importantes dos 6leos essenciais. Dentre eles, o eugenol e andlogos exibiram
atividade antidepressiva (Do Amaral et al., 2013; Irie et al., 2004; Tao et al., 2005). Neste
estudo, foram investigadas as propriedades toxicolégicas do fenilpropandide o-eugenol por
meio de simula¢Ges computacionais do estudo in silico e de estudo in vivo por meio da toxici-
dade aguda e em doses repetidas, além de avaliar a atividade antidepressiva e mecanismos de
acao do o-eugenol in vivo.

A avaliacdo dos processos farmacocinéticos, que incluem absorcdo, distribuicdo, me-
tabolismo, excrecéo e toxicidade (ADMET), representa um desafio significativo no desenvol-
vimento de novos farmacos, sejam eles de origem natural ou sintética. Esses processos de-
sempenham um papel crucial na determinacdo da quantidade de um composto que alcanca a
biofase para exercer seu efeito farmacoldgico desejado. Desse modo, avancos tecnoldgicos
tém permitido abordagens mais proativas na identificacdo de potenciais falhas nesse processo.
Exemplo disso, tém-se plataformas virtuais como pkCSM e SwissADME, que utilizam mode-
los preditivos in silico, cujos modelos matematicos tem se tornado Util na identificacdo preco-
ce de problemas de ADMET durante a fase pré-clinica (Honorio et al., 2013).

A observacdo de que o o-eugenol atende aos critérios da regra de Lipinski (Tabela 1)
sugere que esta molécula pode ser prontamente absorvida pelo organismo quando administra-
do por via oral, o que € uma vantagem significativa no desenvolvimento um novo agente far-
macolégico (Bitew et al., 2021).

As células Caco-2, que sao células imortalizadas derivadas de adenocarcinoma color-
retal do epitélio humano, sdo comumente utilizadas na previsao da absorcéo oral de substan-
cias. Nesse modelo de previsdo, o o-eugenol demonstrou valores acima do limiar, indicando
uma permeacdo consideravel das substancias atraves dessas células. Quanto a absorcao gas-
trointestinal, que € o principal local de absorcdo de farmacos, o fenilpropandide mostrou uma
boa taxa de absorcdo (94%). Em relacdo a permeabilidade, 0 composto apresentou um poten-
cial para administracdo transdérmica (Pires et al., 2015). No que diz respeito ao modelo de
previsédo baseado no ovo cozido, ou "boiled-eggs", demonstrou uma absorcao intestinal satis-
fatdria, além de atingir o SNC pela capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica. So-
mado a tais condic¢des, ndo demonstra ser potencial substratos de glicoproteinas, cujo meca-
nismo de e fluxo, demonstra ser limitante na biodisponibilidade central (Chai et al., 2022).
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Com relagdo ao parametro de distribuicdo, o-eugenol demonstra um consideravel vo-
lume de distribui¢do e uma significativa capacidade de permeacdo no cérebro. Essas observa-
¢Oes sugerem a possibilidade de sua atuacdo no sistema nervoso central (Silva et al., 2020).

O sistema do citocromo P450 € uma familia de enzimas responsavel pelo metabolismo
de uma ampla variedade de compostos enddgenos e exdgenos, incluindo farmacos, toxinas e
componentes dietéticos. Entre as varias isoformas do citocromo P450, as isoformas CYP1A2,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 sao particularmente importantes no metabolismo
de muitos farmacos. O o-eugenol ndo € um substrato para nenhuma das isoformas estudadas,
exceto para CYP1A2, onde atua como um inibidor enzimético. Os inibidores da isoforma
CYP1A2 podem representar alguns riscos de interagdes medicamentosas devido ao metabo-
lismo reduzido de outros farmacos que sdo substratos desta enzima (Hakkola et al., 2020).

Os modelos preditivos in silico desempenham um papel vital na avaliacdo antecipada
de potenciais respostas toxicas de substancias quimicas, sendo amplamente utilizados em tes-
tes de toxicidade, como os testes de AMEs, para prever a mutagenicidade de compostos.
Além disso, esses modelos sdo essenciais na previsao da inibicdo do canal hERG, um impor-
tante marcador de risco de arritmias cardiacas graves, assim como na identificacdo de outros
tipos de toxicidade, incluindo hepatotoxicidade e sensibilizacdo da pele. Ao empregar algo-
ritmos computacionais e bancos de dados de informacdes toxicoldgicas, esses modelos ofere-
cem uma maneira eficiente e econémica de triar grandes nimeros de compostos quanto ao seu
potencial de risco, contribuindo para o desenvolvimento de medicamentos mais seguros e
produtos quimicos industriais (Maia et al., 2023).

Os resultados obtidos demonstram a auséncia de toxicidade no modelo AME, e a falta
de inibig&o nos canais hERG, os quais desempenham um papel essencial nas funcées eletrofi-
sioldgicas associadas a alteracdes cardiacas. Apesar de nao haver possivel toxicidade sistémi-
ca, 0 composto mostrou-se preditivamente como potencial sensibilizante da pele, o que sugere
a necessidade da avaliacdo adicional de sua seguranca e potencial de toxicidade dérmica. Por-
tanto, no geral, esses achados sugerem uma boa seguranca e tolerabilidade do composto em
avaliacdo, indicando um potencial promissor para desenvolvimentos futuros (Pires et al.,
2015).

Dando continuidade, no estudo da toxicidade aguda in vivo, o-eugenol mostrou ter
baixa toxicidade por via oral evidenciada pela estimativa da sua DLsp de 1.000 mg/kg, em
camundongos, que se enquadrou na Categoria 4 do Sistema de Classificacdo Globalmente
Harmonizado (GHS), o que sugere uso com cautela. Pela via intraperitoneal, em camundon-

gos, 0 o-eugenol demonstrou possuir DLso de 307,5 mg/kg (Fonséca, 2016). Essa diferenca
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entre as duas vias de administracdo, provavelmente seja pelo fato de que a administracdo da
substancia por via oral tem biodisponibilidade diferente da administrada por via intraperitone-
al, devido ao intenso metabolismo de primeira passagem no figado, além da diferenca de ou-
tros fatores como pH, superficie de absor¢éo e irrigacdo sanguinea (Al Shoyaib et al., 2019).
Dados toxicoldgicos indicam que o eugenol apresenta DLsp aguda, por via oral, entre 1.500 e
3.000 mg/kg de peso corporal para camundongos (ECHA, 2021). O metil-eugenol, outro ana-
logo do eugenol, foi relatado como tendo uma toxicidade aguda relativamente baixa por via
oral, com uma DLso aguda em ratos de cerca de 1.000 mg/kg (Beroza et al., 1975). Utilizando
também as diretrizes da OECD, o trans-anetol, um fenilpropandide, teve uma DLso aguda, por
via intraperitoneal, estimada de 1.000 mg/kg em camundongos (Da Guedes et al., 2022).

A toxicidade de uma substancia esta relacionada com a sua capacidade de causar dano
grave ou até a morte de um organismo. Toda substancia pode ser um agente tdxico, depen-
dendo de variaveis de uso tais como dose, via de administracdo (oral, respiratdria, dérmica,
parenteral) e frequéncia de exposicdo (dose Unica ou doses repetidas) (Castro, 1993). Com a
dose 2.000 mg/kg do o-eugenol, houve morte de animais e presenca de sinais toxicos com alta
intensidade. Porém, o animal sobrevivente apresentou reducdo de peso, baixo consumo de
agua e racdo nos primeiros dias, mas teve seu quadro geral recuperado no decorrer dos 14
dias, o que indica reversibilidade do quadro clinico.

A triagem farmacolédgica comportamental utilizada possui uma metodologia simples
que possibilita a deteccdo de efeito central de droga, usando como parametros o aparecimento
de sinais ou alteracdo no comportamento dos animais (Almeida & Oliveira, 2006). Neste es-
tudo, os animais tratados com o-eugenol na dose de 300 mg/kg apresentaram, de forma dis-
creta, comportamentos indicativos de efeito depressor no SNC, como ambulacao e resposta ao
toque diminuidas, analgesia, perda do reflexo auricular, perda do reflexo corneal e ptose pal-
pebral, porém esses efeitos perduraram por pouco tempo. Na dose de 2.000 mg/kg, esses efei-
tos foram mais intensos e acrescentados por outros comportamentos. No trabalho de Fonséca
(2016), animais tratados com o-eugenol nas doses de 100, 200, 225, 250, 300 e 400 mg/kg por
via intraperitoneal, também foi encontrado comportamentos sugestivos de efeito depressor
central, como ambulacéo e resposta ao toque diminuidas, analgesia, perda do reflexo auricular
e corneal. Assim, com o indicativo de atividade no SNC, investigamos a atividade antidepres-

siva do o-eugenol em doses menores das utilizadas na triagem comportamental.

Para avaliar a toxicidade sistémica aguda do o-eugenol, foi medido o consumo de 4gua
e racdo, verificado a ocorréncia de alteracdes do peso corporal e comportamentais, alem de
analise macroscopica e microscépica de 6rgaos dos animais.
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O consumo de agua e racdo sao parametros importantes no estudo da seguranca da dro-
ga, sendo essenciais ao funcionamento do organismo. Esses parametros contribuem no estudo
da seguranca de produtos por serem essenciais para um bom funcionamento do sistema fisio-
I6gico dos animais e para uma resposta adequada a droga testada por condi¢des nutricionais
improprias poderem acarretar deficiéncia do organismo (Stevens & Mylecraine, 1994). Neste
estudo, com a utilizacdo da dose de o-eugenol 300mg/kg de forma aguda, ndo houve diferenca
significativa no consumo de &gua e racdo em relacdo ao controle.

Segundo Pires Janior et al. (2012), a variacdo de peso é um dos pardmetros mais utili-
zados em avaliacOes toxicoldgicas para indicar o aparecimento, muitas vezes precoce, de efei-
tos toxicos de uma determinada substancia no organismo animal. No estudo aqui apresentado,
0 ganho de peso dos camundongos tratados com o-eugenol 300 mg/kg apo6s 7 e 14 dias do
inicio do ensaio de toxicidade aguda ndo foram significativamente diferentes em relacdo ao
controle, sugerindo baixa toxicidade do o-eugenol nesta dose e neste parametro.

Nosso estudo estd de acordo com o ensaio toxicoldgico ndo clinico agudo feito com
ferulato de etila, um composto fendlico da classe dos fenilpropandides, utilizando metodolo-
gia semelhante, os animais tratados na dose 300 mg/kg apresentaram alteracbes comporta-
mentais como sedacdo, catatonia, analgesia e diminuicdo da ambulacdo. Porém, o consumo de
racdo foi maior no grupo de 2.000 mg/kg, mas sem diferenca significativa na variacao de pe-
so. Os parametros bioquimicos ndo apresentaram diferencas entre os animais tratados e con-
trole, e 0s 6rgdos permaneceram intactos, sem alteracdes (Bomfim et al., 2022).

Quanto a analise macroscopica e microscopica dos 6rgaos, nao foram observadas alte-
racdes no figado, rins, pulmao, estdmago e intestino delgado, 6rgdos importantes no metabo-
lismo e excrecdo de xenobidticos, além de coracdo e encéfalo dos animais tratados com o o-
eugenol. Vale ressaltar, que mesmo 0s 6rgaos nao tendo alteracbes macroscdpicas apos a au-
topsia dos animais, todos passaram pelo exame histopatoldgico e ndo apresentaram alteracdes
em sua microscopia, ndo sendo evidenciada nenhuma lesdo de carater degenerativo, inflama-
¢ao ou necrose, indicando a preservacdo da integridade histoldgica em resposta aos tratamen-

tos administrados.
Como a maior dose de o-eugenol foi sugestiva de efeito antidepressivo no modelo de

depressdo animal por administracdo de doses repetidas de dexametasona, foi realizado o en-
saio toxicoldgico de doses repetidas de 28 dias. Um estudo de doses repetidas fornece a carac-
terizacdo do perfil toxicoldgico da substancia pela administracdo repetida (ANVISA, 2013).
No presente estudo, o-eugenol na dose de 100 mg/kg foi administrado diariamente por 28 dias
e ndo foram observados sinais clinicos anormais, efeitos toxicos ou morte. Também néo fo-

ram encontradas alteragdes significativas no consumo de agua e racdo, nem referente ao peso
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dos animais em relacdo ao grupo controle. Além disso, nenhum 6rgdo apresentou alteracbes
macroscopicas apds a autopsia dos animais €, no exame histopatologico de 50% do grupo,
nenhum deles apresentou alteracdes significativas comparadas ao controle em sua microsco-
pia. O que sugere uma seguranca em relacdo do tratamento em relacdo a esses parametros
avaliados.

Na sequéncia, foram realizados os testes do rota-rod e campo aberto. O teste do rota-
rod avalia o efeito do relaxamento muscular ou incoordenacdo motora produzidos por drogas
nos animais (Carlini, 1979). Porém, se trata de um método ndo especifico, uma vez que mede
indistintamente, efeitos neuroldgicos, estimulantes e depressores sobre a coordenagdo motora,
0 qual é atribuido o termo neurotoxicidade (Dunham & Miya, 1957; Almeida & Oliveira,
2006). Este teste vem sendo empregado em fases precoces nos estudos experimentais ndo-
clinicos de farmacos com o objetivo de identificar efeitos adversos motores e sistémicos que
apenas tardiamente poderiam ser vistos (Pinto & Ko, 2012). Neste teste, 0 0-eugenol néo
promoveu alteracbes na coordenagdo motora dos animais, 0 que sugere que a sustancia nao
apresentou sinais de neurotoxicidade ou relaxamento muscular.

O teste de campo aberto fornece indicios do estado emocional dos roedores, baseando
na tendéncia natural que o animal possui, em um ambiente novo, de ter um comportamento
exploratorio, apesar do estresse e do conflito provocado pelo mesmo. E um procedimento
utilizado para medir ndo apenas comportamentos semelhantes a ansiedade, mas também alte-
racdo na atividade locomotora ou mesmo sedacdo (Prut & Belzung, 2003). Nos parametros
analisados do campo aberto, o o-eugenol ndo alterou a atividade locomotora e exploratoria
dos animais, o que ¢ indicativo de ndo possuir efeito sedativo ou estimulante.

Além disso, foi realizado o hemograma dos animais tratados com o-eugenol 100
mg/kg durante os 28 dias. O hemograma é um exame em que € agrupado uma série de para-
metros que avaliam a integridade quantitativa e qualitativa dos elementos celulares presentes
no sangue: os eritrocitos, leucocitos e plaquetas (Maya, 2013).

Faz parte da avaliacdo eritrocitaria (eritrograma) o numero absoluto de eritrocitos, do-
sagem de hemoglobina (Hb), hematdcrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM), hemoglo-
bina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
(De Oliveira et al., 2022). A contagem de eritrocitos corresponde ao nimero de eritrocitos
presentes no sangue periférico por unidade de volume sanguineo. O hematocrito é a propor-
cao do volume de sangue que é ocupado por eritrocitos, sendo importante na avaliacdo da
série vermelha, devido a boa reprodutibilidade e a precisdo (Maya, 2013). A reducdo da taxa

de hemoglobina, proteina especializada no transporte de oxigénio presente nos eritrdcitos,
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correlacionada aos indices hematimétricos no hemograma é um fator determinante para o au-
xilio no diagndstico de diferentes tipos de anemias (De Oliveira et al., 2022; Maya, 2013). O
VCM analisa a média do tamanho das hemacias. Os indices hematimétricos HCM e CHCM
avaliam as concentracfes de Hb intracelulares (Maya, 2013). Com relacdo a esses parametros,
no nosso estudo ndo foram observadas alteracGes de importancia clinica nesses parametros
hematologicos avaliados. A diminuicdo da HCM do grupo tratado com o-eugenol em relacéo
ao controle ndo sugere sinais de toxicidade devido aos valores estarem dentro dos parametros
de normalidade para camundongos, 13,7 a 18,1 (Jain, 1993), podendo ser atribuida a uma va-
riacdo normal, e também n&o houveram alteragdes nos demais itens da avaliacao eritrocitéria.

O leucograma é composto pela contagem total de leucdcitos e a contagem diferencial
de leucadcitos, quantificacdo das subpopulagdes leucdcitos, no sangue periférico. Os leucocitos
sdo células de defesa do organismo e a alteracdo do leucograma pode ser presente em uma
variedade de situac@es clinicas. Enquanto a contagem de plaquetas corresponde ao nimero de
plaquetas no sangue periférico e esta envolvida no processo de coagulacdo do sangue (Maya,
2013). No nosso estudo, ndo foi observado alterac6es significativas do grupo do o-eugenol em
relacdo ao controle nos itens do leucograma e contagem de plaquetas, sugerindo a auséncia de
toxicidade dessa substancia nesses parametros analisados.

Quanto aos parametros bioquimicos avaliados, na maioria ndo foi observado altera-
c¢Oes significativas no grupo tratado com o-eugenol durante 28 dias consecutivos em relacédo
ao grupo controle. Um dos 6rgaos mais importante do corpo é o figado, o qual € responséavel
pelo metabolismo e desintoxicacdo da maioria dos xenobioticos que entram no corpo. Eleva-
das quantidades de transaminases (ALT e AST) sdo liberadas na circulacdo sanguinea em
caso de lesdes aos hepatdcitos, sendo consideradas importantes marcadores para avaliacdo de
danos hepaticos (Kobayashi et al., 2020). A fosfatase alcalina (ALP) tem procedéncia de va-
rios tecidos, mas principalmente esta relacionada ao sistema 0sseo e hepatico, sendo no hepa-
tico mais utilizada para investigacao de toxicidade relacionada ao sistema hepatobiliar, como
obstrucéo biliar (Kasarala & Tillmann, 2016). A concentracdo de as proteinas e albumina no
soro pode ser usada para determinar diferentes tipos de danos hepaticos. A albumina é a prin-
cipal proteina circulante, sendo o figado, local exclusivo de sua sintese (Yakubu et al., 2003).
Entre os parametros que se relaciona com a fungédo hepatica, foi visto apenas uma diminuicéo
significativa de ALT do grupo tratado com o-eugenol 100 mg/kg, sugerindo que a substancia
ndo tem efeitos toxicos no figado nesta dose.

O rim é um orgéo excretor fundamental para o funcionamento normal do organismo.

A ureia, creatinina e acido Urico sdo metabdlitos nitrogenados de origem nao proteica depura-
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dos apos a filtragdo glomerular, através do sistema renal, enquanto nos tabulos, eletrolitos
(como Na' e K¥) sdo reabsorvidos na manutencdo da homeostase do corpo. A avaliacdo destes
metabolitos e eletrdlitos contribui para mensurar a capacidade funcional do rim (Yakubu et
al., 2003; Nwankpa et al., 2018). Os niveis séricos dos metabdlitos nitrogenados de origem
ndo proteica (uréia, creatinina e acido Urico) e eletrolitos (Na" e K*) do grupo tratado com o o-
eugenol 100 mg/kg ndo diferiram de forma significativa do grupo controle. Os resultados,
neste estudo, referente a estes parametros, sugerem que o o-eugenol nesta dose ndo interfere
na funcdo renal. Niveis anormais de acido drico e dos eletrélitos no organismo também po-
dem ser associados a diferentes doencas.

O aumento dos niveis séricos de colesterol total e dos triglicerideos ¢ um fator de risco
para doencas cardiovasculares (Hedayatnia et al., 2020). Em relacdo aos niveis séricos de tri-
glicerideos, foi observado um aumento significativo do grupo tratado com o-eugenol 100
mg/kg, enquanto que nos niveis de colesterol ndo houve diferenca significativa, ambos com-
parados ao controle. O aumento sérico dos triglicerideos precisa ser melhor investigado, pois
o valor ndo esta muito elevado em relacdo ao controle e um intervalo de referéncia dos valo-
res normais para triglicerideos em camundongos nédo foi encontrado na literatura, existindo a
possibilidade do valor encontrado no estudo estd dentro desse intervalo e ser uma variacdo
normal dentro da espécie.

Com o objetivo de avaliar a integridade dos 6rgdos em resposta ao tratamento, foi rea-
lizada o exame anatomopatoldgico, realizando a analise macroscépica e feita a microscopica
mesmo que os 6rgdos nao tenham alteracdes macroscopicas apds a autopsia dos animais. No
nosso trabalho, na analise macroscopica e microscépica dos 6rgaos, ndo foram observadas
alteragBes morfoldgicas, inflamatdrias ou degenerativas nos tecidos examinados do figado,
rins, pulmao, estdmago e intestino delgado, que sdo 6rgaos importantes no metabolismo e
excrecdo das drogas. Além disso, também ndo foram observadas alteraces no coracdo e encé-
falo, 6rgdos essenciais do organismo. Isso indica que o tratamento ndo afetou a integridade
desses 6rgaos.

Logo, podemos afirmar que, além do consumo de agua e ragdo, peso corporal e coorde-
nacdo motora, a utilizagéo da dose 100 mg/kg por 28 dias ndo apresentou alteragdes significati-
vas de toxicidade em camundongos nos parametros hematoldgicos, bioquimicos e no estudo

macroscopico e microscopico quando comparado com animais controle normais.

Concluida a analise toxicologica, demos sequéncia com a indu¢do do comportamento
do tipo depressivo, administrando dexametasona em camundongos fémeas. A dexametasona é
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um agonista sintético dos receptores de glicocorticoides e, como outros corticosteroides, pos-
sui propriedades imunossupressoras e anti-inflamatorias (Andreakos et al., 2021). Embora
seja utilizada principalmente no tratamento de alergias, asma e processos inflamatérios, ela é
estudada em modelos animais de depresséo, a qual causa alteragbes comportamentais simila-

res a depressdo nos animais.
Os glicocorticoides, como o cortisol encontrado em humanos e a corticosterona em ro-

edores, sdo secretados pela glandula adrenal em resposta a ativacdo do eixo hipotadlamo-
pituitaria-adrenal (HPA). Esses hormonios glicocorticoides geralmente regulam o eixo HPA
através da inibicdo por feedback negativo, mediada por dois subtipos distintos de receptores
intracelulares referidos como receptor de mineralocorticéide (RM) e receptor de glicocorti-
coide (RG). Porém, acredita-se que 0 RG seja mais importante na regulacdo da resposta ao
estresse quando os niveis enddgenos de glicocorticdides sdo elevados (Alheira & Brasil,
2005; Mesripour et al., 2019; Pariante et al., 2001).

AlteracOes no eixo HPA levando a hipercortisolemia parecem estar associadas a dis-
turbios do humor, sobretudo depressdo (Alheira & Brasil, 2005). Pacientes com depressdo
maior exibem feedback negativo do eixo HPA prejudicado, com niveis circulantes elevados
de cortisol, possivelmente causado por funcdo alterada do RG que promove a hiperatividade
do eixo HPA na depressao (Anacker et al., 2011; Dabbah-Assadi et al., 2022; Pariante et al.,
2001). E visto que RGs tém papel importante na hiperatividade do eixo HPA, plasticidade
cerebral e no humor (Mesripour et al., 2019; Pariante et al., 2001).

Vaérias evidéncias sublinham a relacdo entre niveis elevados de glicocorticéides no
sangue e transtorno depressivo, seja em doentes sob terapéutica com corticosterdides ou em
estudos com animais (Lim et al., 2018; Mesripour et al., 2019; Nikkheslat et al., 2020; Wu et
al., 2021). E de conhecimento que o cortisol regula a neurogénese, a sobrevivéncia neuronal e
a aquisicdo da memaria, mas que em altos niveis desse hormdnio podem se relacionar a mani-
festacdo de sintomas depressivos por levar a alteragdes estruturais e funcionais cerebrais
(Dabbah-Assadi et al., 2022; Mesripour et al., 2019), especialmente no hipocampo, onde re-
sulta em neurogénese reduzida e neuroplasticidade prejudicada (Anacker et al., 2011).

A resposta alterada do eixo HPA também foi caracterizada com o uso da dexametaso-
na. O mecanismo de agdo da dexametasona em modelos animais de depressdo ndo é totalmen-
te compreendido, mas acredita-se no seu envolvimento na modulacdo do eixo HPA, podendo
levar a alteragdes nesse eixo intrincadas na resposta do organismo ao estresse (Anacker et al.,
2011; Dabbah-Assadi et al., 2022; Pariante et al., 2001). Sabe-se que 0s corticosteroides sinte-

ticos, como a dexametaxona, se ligam com alta afinidade aos GRs, mas ndo aos MRs
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(Dabbah-Assadi et al., 2022) e que causam alteracfes comportamentais similares a depressao,
aumentando os niveis de cortisol devido a hiperestimulacdo do eixo HPA, o que provoca efei-
tos neurais excitotoxicos observados em pacientes com transtorno depressivo (Anacker et al.,
2011; Dabbah-Assadi et al., 2022; Martino, 2014; Pariante et al., 2001).

Em estudos realizados, utilizando a administracdo de glicocorticéide como a dexame-
tasona, roedores apresentaram alteracfes comportamentais associadas a depressao, como a
diminuicdo da preferéncia por sacarose, aumento do tempo de imobilidade no teste de nado
forcado (TNF) (Laaziz et al., 2022; Mesripour & Rakhshankhah, 2021; Skupio et al., 2015) e
no teste de suspensdo da cauda (TSC) (Aradjo, 2018; De Souza et al., 2019; Lim et al, 2018),
alteracOes bioquimicas na concentracdo de receptores e neurotransmissores (Lim et al, 2018;
Skupio et al., 2015; Xu et al., 2019) e morfologicas (Conti et al., 2017; Gtombik et al., 2023,
Ruksee et al., 2014). E relatado que o tratamento crénico com dexametaxona aumenta a neu-
rodegeneracdo no cortex e no hipocampo em camundongos (Hu et al., 2016). Vérios estudos
também indicaram que a administracdo de corticosterona provoca comportamentos semelhan-
tes aos citados associados a depressao (Badr et al, 2020; Parente et al., 2018; Zhao et al.,
2020).

Quanto ao modo de administracdo, é relatado que a dexametasona pode produzir com-
portamento do tipo depressivo em animais tanto na administracdo aguda (De Souza et al.,
2019; Mesripour & Rakhshankhah, 2021; Wrébel et al, 2014) como de uso prolongado (Mes-
ripour & Rakhshankhah, 2021; Wrobel et al, 2014; Skupio et al., 2015; Wu et al., 2021). No
presente trabalho, mimetizamos o comportamento tipo depressivo por meio de doses repetidas
de dexametasona durante 15 dias e no estudo do sinergismo do o-eugenol com a imipramina
foi utilizado a administracéo aguda.

No 8° dia de administracdo da dexametasona, dia anterior ao inicio de administracdo
de diferentes tratamentos, os animais correspondentes ao grupo controle e ao grupo progra-
mado a receber apenas a dexametasona durante os 15 dias foram submetidos aos testes de
suspensdo da cauda (TSC) e do nado forgado (TNF), para assegurar que 0 comportamento
depressivo fosse identificado previamente, antes do inicio dos tratamentos. Isso também per-
mitiu comparar 0 comportamento depressivo induzido pela dexametasona no grupo tratado
apenas com o glicocorticoide, tanto no meio quanto no final do experimento.

Os testes comportamentais sdo importantes para a pesquisa de descoberta de novos
medicamentos (Belovicova et al., 2017). O TSC e o TNF estdo entre os experimentos com-
portamentais mais utilizados para a avaliacdo de novas drogas antidepressivas, além de serem

faceis de execucéo e possuem confiabilidade. Eles fornecem um ambiente estressante, onde 0s
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animais sdo colocados em uma situacdo inescapavel, sendo a atividade antidepressiva de um
composto expressa pela diminui¢cdo do tempo de imobilidade, principal preditor da atividade
antidepressiva, onde a mudanga comportamental se mostra sensivel aos tratamentos antide-
pressivos (Bourin et al., 2005; Cryan et al., 2002).

Outro parametro utilizado para caracterizar a atividade tipo antidepressivo, embora
com menos frequéncia, € a laténcia até a imobilidade. Os antidepressivos aumentam a laténcia
para a imobilidade, e a adicdo dessa medida pode aumentar a sensibilidade do teste de deses-
pero comportamental para certas classes de antidepressivos. Também é sugerido que 0s psi-
coestimulantes ndo afetam a laténcia para a imobilidade e o ganho de sensibilidade ndo esteja
relacionado a estimulagdo motora geral (Castagné et al., 2009).

O TNF possui amplo espectro para testar a eficiéncia de antidepressivos com forte va-
lidade preditiva (Hao et al., 2019), tendo maior sensibilidade farmacoldgica que o teste da
suspensdo da cauda (Cryan et al., 2002). Em seu estudo, Calil et al. (2002) confirmaram que o
comportamento de imobilidade no teste da natacdo forgcada reflete uma tendéncia em adotar
estratégias passivas em situacles inescapaveis e aversivas ou um estado depressivo, efeitos
estes que sdo revertidos pelos antidepressivos, e sugeriram que a imobilidade ndo estaria rela-
cionada a ansiedade, confirmando os resultados de outros autores (Porsolt et al., 1977; Kawa-
shima et al., 1986).

O TSC induz um estado de imobilidade nos animais diante de uma situacéo inescapa-
vel semelhante a observada no TNF (Bourin et al., 2005; Cryan et al., 2002). Comparado ao
TNF, que apresenta apenas um risco leve para os animais, 0 TSC é um teste método de esti-
mulacdo suave que ndo oferece risco de vida (Hao et al., 2019), porém, ndo é tdo bem caracte-
rizado quanto o TNF em termos da amplitude dos tratamentos testados ou do nimero de ma-
nipulacdes indutoras de depressdo testadas, sendo seu uso melhor explorado como comple-
mento de outros modelos de depressdo, como TNF, desamparo aprendido e modelos de ane-
donia (Cryan et al., 2002). Provavelmente, eles se diferenciem em termos dos substratos bio-
logicos que fundamentam o comportamento observado. Também existe uma diferenga na res-
posta aos antidepressivos entre as cepas de camundongos utilizadas nestes testes, sendo o0s
camundongos Swiss a cepa mais sensivel para detectar diferentes antidepressivos (Bourin et
al., 2005).

Em ambos os testes, os camundongos que tiveram administracdo de dexametasona di-
minuiram a laténcia para imobilidade e aumentaram o tempo de imobilidade no 8° e 15° dia,
obtendo comportamento depressivo. Isso sugere que a dexametasona administrada em doses

repetidas induz comportamento semelhante a depressivo nos animais. Outros estudos utili-
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zando a dexametasona repetidamente em concentragdes semelhantes ou diferentes em roedo-
res (Abderrahim et al., 2022; Falade et al. 2021; Laaziz et al., 2022; Li et al., 2014; Mesripour
& Rakhshankhah, 2021; Skupio et al., 2015; Wrdébel et al, 2014), corroboram com 0S N0ss0s
resultados e sugerem comportamento do tipo depressivo, com o0 aumento de forma significati-
va do tempo de imobilidade ou diminuicdo da laténcia para imobilidade nestes testes, 0 que
valida o modelo utilizado para a investigacdo da atividade antidepressiva do o-eugenol.

Diante dos estudos de toxicidade feitos e de estudos anteriores com o0 o-eugenol
(Araujo, 2018; Fonséca, 2016; Godoy et al., 2023), foi possivel definir as doses do o-eugenol
25, 50 e 100 mg/kg para uso em doses repetidas com uma margem de seguranga, as quais fo-
ram utilizadas nos testes farmacolégicos de avaliacdo da atividade antidepressiva.

De acordo com 0s nossos resultados, o-eugenol, analogo do eugenol, um fenilpropa-
noide, nas doses repetidas de 25, 50 e 100 mg/kg, promoveu diminui¢do no tempo de imobili-
dade, revertendo o tempo de imobilidade induzido pela dexametasona no TSC e TNF, o que
sugere um efeito antidepressivo. Dessa forma, os resultados observados no TSC corroboraram
com os resultados obtidos no TNF em todas as doses testadas. A imipramina, antidepressivo
usado como droga padrao, também diminuiu o tempo de imobilidade nestes testes.

De forma similar aos nossos achados, o-eugenol na dose de 50 mg/kg apresentou ati-
vidade antidepressiva-simile no modelo de depressdo induzido por administracdo aguda de
dexametasona (64 pg/kg s.c.), por meio da diminuigdo do tempo de imobilidade no TSC
(Araudjo, 2018). No estudo de Wrdébel e colaboradores (2015), tanto a administracdo aguda
guanto repetida das doses ativas de imipramina, zinco e cetamina, e as combinacfes de suas
doses inativas reverteram a atividade inibitoria da dexametasona (16 pg/kg/dia) administrada
por 14 dias consecutivos no TNF. O tratamento com nortriptilina e venlafaxina bloqueou o
aumento induzido pela dexametasona (0,07 mg/kg) em camundongos no TSC (De Souza et
al., 2019).

O eugenol foi estudado nas doses 10, 30 e 100 mg/kg e apresentou atividade antide-
pressiva comparavel a da imipramina de maneira dependente da dose, usando o0 TNF e TSC
em camundongos apds 14 dias de tratamento (lrie et al., 2004). O bis-eugenol, outro analogo
do eugenol, administrado de forma aguda, diminuiu o tempo de imobilidade no TSC e TNF
em camundongos nas trés doses utilizadas, e a imipramina teve seu efeito esperado (Do Ama-
ral et al., 2013). O acido caféico, outro fenilpropanoide, em todas as doses do estudo agudo,
reduziu o tempo de imobilidade dos camundongos avaliado pelo TSC (Dalmagro et al., 2022).

O écido elagico, composto polifendlico, quando administrado de forma aguda ou crénica em
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camundongos, nas doses estudadas, reduziu o tempo de imobilidade em ensaios de TNF e
TSC em camundongos (Girish et al., 2012).

Em outros tipos de estudos, a oleuropeina, um composto fendlico, em diferentes doses
e a fluoxetina neutralizaram as alteracGes induzidas pela corticosterona em camundongos,
diminuindo o tempo de mobilidade no TSC e TNF (Badr et al., 2020). As sapogeninas dam-
marane, uma fragédo ativa do ginseng oriental, diminuiu o tempo de imobilidade no TSC e
TNF em camundongos submetidos apenas ao modelo de estresse cronico moderado e impre-
visivel (CUMS), o qual também induz um comportamento depressivo-simile nos animais
(Jiang et al., 2018).

Quanto ao parametro de laténcia para imobilidade no TSC e TNF, o o-eugenol nas do-
ses utilizadas aumentou a laténcia, contribuindo para reafirmar a atividade antidepressiva da
substancia. Apesar da analise deste parametro ser pouco utilizada nos estudos, € um parametro
importante para avaliacdo dos efeitos das drogas. Adicionar a medida de laténcia para imobi-
lidade pode aumentar a sensibilidade do teste de desespero comportamental no camundongo
para certas classes de antidepressivos (Castagné et al., 2009; Castagné et al., 2010). No estudo
de Araujo (2018), o-eugenol aumentou a laténcia para a imobilidade no TSC em grupos pre-
viamente tratados com dexametasona. A administracdo de vitamina B6 também causou um
aumento na laténcia para imobilidade no TNF, além de prevenir o aumento no tempo de imo-
bilidade induzido pela dexametasona em camundongos (Mesripour et al., 2019).

A fim de dar continuidade na avaliacdo da atividade antidepressiva, realizamos o teste
de preferéncia por sacarose comumente indicado para avaliar a anedonia em animais e, quan-
do comparado a outros testes, resulta em menos danos aos animais (Hao et al., 2019). Em
relacdo a avaliacdo do consumo de agua e solucdo de sacarose, uma ingestdo reduzida de sa-
carose, interesse reduzido na recompensa, € um indicativo no animal de comportamento de-
pressivo (Belovicova et al., 2017; Hao et al., 2019). Em contrapartida, a administracdo de
antidepressivos classicos como fluoxetina, imiprimina e clomipramina, aumentam o consumo
da solucdo de sacarose em relacdo ao consumo de &gua no teste de preferéncia por sacarose
em animais (Badr et al., 2020; Laaziz et al., 2022; Wang et al., 2020).

Em nosso estudo, na avaliacdo do pardmetro de preferéncia pela sacarose, o grupo tra-
tado com dexametasona apresentou menor consumo de sacarose quando comparado aos de-
mais grupos, enquanto que, o-eugenol, nas doses utilizadas, reverteu o comportamento, au-
mentando a preferéncia pela solucdo de sacarose. Em outro estudo, camundongos tratados
com corticosterona apresentou menor consumo de sacarose quando comparado aos demais

grupos e a administracdo de riparina IV, uma droga sintética de alcamidas, ou fluvoxamina foi
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capaz de recuperar a preferéncia pela sacarose apds a administragdo exdgena de corticostero-
na (Chaves et al., 2019). Assim, nossos achados quando comparados a literatura sugerem que
0 o-eugenol apresentou efeito antidepressivo.

A coordenacdo motora € um indicador crucial para identificar possiveis efeitos colate-
rais de uma substancia, como miorrelaxamento ou neurotoxicidade. Assim, avaliamos a capa-
cidade motora dos animais tratados com o o-eugenol por meio do teste do rota-rod e, mostrou
que o tratamento ndo causou alteracfes na coordenacdo motora, descartando a possibilidade
de que a diminuicdo da imobilidade ocasionada pelo o-eugenol poderia decorrer de um efeito
miorrelaxante ou neurotdxico. Similarmente, estudos anteriores também nao observaram
anormalidades significativas no teste de rota-rod durante a avaliacdo aguda de atividades anti-
nociceptivas e anti-inflamatérias do o-eugenol (Fonséca et al., 2016).

Zhao e colaboradores (2014) mostraram que a curcumina, um polifenol, quando admi-
nistrada de forma crénica e oral em camundongos, pode normalizar os comportamentos de-
pressivos, usando 0 TNF e TSC, induzidos pela dor neuropética e que ndo devem ser explica-
dos por possiveis efeitos colaterais sobre desempenho motor por ndo ter alteracdo no teste do
rota-rod. No estudo de Campos et al., 2019, o citral, um monoterpeno, presente no 6leo es-
sencial de Cymbopogon citratus, também ndo alterou a coordenagdo motora quando compara-
do ao grupo controle.

Observando que o o-eugenol apresentou efeito antidepressivo similar a imipramina,
um antidepressivo triciclico que exerce uma acao bifasica (anti/pro-convulsivante) no SNC,
manifestada por propriedades anticonvulsivas em doses baixas e efeitos pré-convulsivos em
doses mais altas (Lange et al., 1976; Loscher, 2009), avaliamos se 0 0-eugenol também apre-
sentaria esse efeito colateral pro-convulsivante. Utilizamos o modelo de convulsées induzidas
por pentilenotetrazol (PTZ). O PTZ, estimulante do SNC, é uma droga pré-convulsiva em
doses subconvulsivas diminuindo a laténcia das convuls@es, e convulsivante em doses altas
(Loscher, 2009). No presente estudo, a administracdo oral aguda de o-eugenol (25, 50 e 100
mg/kg), antes da administracdo de PTZ em dose subconvulsivante, aumentou a laténcia da
convulsdo clénica, demonstrando o efeito protetor do o-eugenol. Em contrapartida, doses al-
tas, consideradas terapéuticas, de imipramina associada ao PTZ em doses subconvulsivante
diminui a laténcia da convulséo clénica, indicando um papel pré-convulsivante deste antide-
pressivo. De forma semelhante, Monteiro e colaboradores (2020) encontraram que a associa-
cdo de PTZ em dose subconvulsivante com bupropiona, ou fluoxetina, ou extrato hidroetano-
lico das folhas de Annona coridcea ou com &cido caféico aumentaram significativamente a

laténcia para a primeira crise convulsiva, enquanto que, a associacdo de PTZ em dose sub-
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convulsivante com a imipramina 30 mg/kg também reduziu significativamente a laténcia para
a primeira crise. Assim, demonstramos que o0 o-eugenol é desprovido do efeito colateral pro-
convulsivante nas trés doses testadas.

Examinando o possivel efeito sinérgico da co-administracdo da imipramina e o-
eugenol, os resultados obtidos mostraram que o0s camundongos que tiveram a co-
administracdo da imipramina e o-eugenol em doses subeficazes aumentaram da laténcia e
diminuicdo do tempo de imobilidade no teste do nado forcado em relacdo aos que tiveram
apenas a administracdo dessas substancias de forma isolada. Também o efeito da co-
administracdo das substancias foi comparavel ao efeito da imipramina em dose eficaz (15
mg/kg). Nossos resultados sdo sugestivos de uma interacdo sinérgica entre a imipramina e o
o-eugenol, podendo representar no futuro uma terapia alternativa para a depressdo. Outros
estudos encontraram efeito sinérgico de diferentes substancias com a imipramina. No trabalho
de Hassanzadeh e colaboradores (2022), o co-tratamento de uma dose subeficaz de trans-
anetol, um fenilpropanéide, com imipramina ou fluoxetina induziu efeitos sinérgicos do tipo
antidepressivo no teste do nado for¢ado. No estudo de Khakpai e colaboradores (2021), a co-
administracdo de diferentes doses de imipramina juntamente com uma dose ineficaz de citico-
lina, precursor da fosfatidilcolina, diminuiu o tempo de imobilidade no teste do nado forgado,
sugerindo efeito sinérgico entre a imipramina e a citicolina na inducdo de efeitos antidepressi-
vos. Dessa forma, a aplicacdo de novos farmacos pode aumentar a eficicia das propriedades
antidepressivas e/ou reduzir efeitos colaterais com a reducdo nas doses administradas de me-
dicamentos ja utilizados.

Para explorar os possiveis mecanismos de acdo o-eugenol, foram avaliados os efeitos
do tratamento com o-eugenol sobre o estresse oxidativo por meio da determinacdo da concen-
tracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARs), um indice de peroxidacdo
lipidica, e da concentracdo de glutationa reduzida (GSH).

Existe uma correlacdo entre 0 aumento do estresse oxidativo e o transtorno depressivo,
apoiada pela atividade antidepressiva de varios antioxidantes em diferentes modelos de de-
pressdo em animais (Di Lorenzo et al., 2016; Badr et al., 2020; Nabavi et al., 2018). Também
existem associacOes entre 0 comportamento depressivo de animais e 0 aumento do estresse
oxidativo em areas especificas do cérebro, como o hipocampo e o cortex cerebral (Budni et
al., 2013; Laaziz et al., 2022; Shuster et al., 2022).

A peroxidacdo lipidica, especialmente de acidos graxos das membranas, desempenha
um papel importante na lesdo tecidual (Dal-Pizzol et al., 2000). No presente estudo, 0s pero-

xidos lipidicos foram determinados como substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico
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(TBARSs) no hipocampo dos camundongos, e refletem a formacdo de malondialdeido, um
produto final da peroxidacdo de acidos graxos da membrana (Draper & Hadley, 1990). A de-
xametasona induziu um desequilibrio oxidativo, o que é evidenciado pelo aumento dos niveis
de TBARS em relacdo ao controle. Outros trabalhos também encontraram resultados seme-
Ihantes em relagdo ao aumento dos niveis de TBARS pela dexametasona em roedores (Falade
etal., 2021; Laaziz et al., 2022; Patel et al., 2014).

A administracdo de doses repetidas do o-eugenol, nas trés doses utilizadas, reduziu o
TBARS, revertendo o aumento do TBARS induzido pela dexametasona no hipocampo. Além
disso, as doses de 50 e 100 mg/kg também diminuiram TBARS em relagdo ao grupo controle.
A diminuicdo da peroxidagdo lipidica do o-eugenol, determinado por TBARS, também foi
encontrado em administracdo aguda em camundongos por Godoy e colaboradores (2023). Um
efeito semelhante do eugenol também foi relatado em ratos (Nagababu et al., 2010). O acido
gélico, outro fenilpropandide, possuiu atividade antidepressiva no TNF e preferéncia a sacaro-
se, e diminuiu os niveis de TBARS em camundongos submetidos a estresse leve cronico im-
previsivel (Chhillar & Dhingra, 2013).

Outro importante sistema antioxidante é a glutationa reduzida (GSH), um antioxidante
enddgeno ndo enzimatico que desempenha papel importante na desintoxicagao de xenobioti-
cos eletrofilicos, produzindo compostos menos toxicos (Jakoby, 1978). O tratamento com a
dexametasona ndo diminuiu de forma significativa os niveis de glutationa no cértex pré-
frontal, entretanto, o 0-eugenol na dose de 50 mg/kg apresentou um aumento significativo de
GSH em relacdo ao controle e ao grupo da dexametasona. A auséncia de alteracGes nos niveis
de GSH como resultado da administracdo do glicocorticoide sugere que este antioxidante nao
desempenha um papel significativo neste modelo nas condigdes empregadas neste estudo. No
entanto, poucos sdo os estudos utilizando a avaliacdo dos niveis de glutationa na inducdo do
comportamento depressivo pela dexametasona. No estudo de Alsadee e Agbashee (2021),
utilizaram uma dose maior de dexametasona (1 mg/kg por 14 dias) e ela, além de elevar os
niveis de TBARS, também diminuiu de forma significativa os niveis de GSH no figado e rim
de ratos, enquanto que, o extrato de semente de Lepidium sativum diminuiu a peroxidagéo
lipidica e melhorou os niveis do GSH. No nosso estudo, 0 0-eugenol também apresentou um
efeito benéfico na elevacdo do antioxidante ndo enzimatico. Assim, é cada vez mais notavel
que antioxidantes naturais com estrutura fendlica possuem um papel importante na protecao
contra o dano oxidativo por radicais livres e peroxidagdo lipidica (Nagababu et al., 2010; Ni-
sar et al., 2021; Shuster et al., 2022).
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A neuroinflamacéo e desequilibrios de citocinas podem causar e/ou manter a depres-
sdo, afetando padrbes de transmissdo de sinais cerebrais, interferindo no eixo HPA, neuro-
transmissores, sistema nervoso autbnomo e plasticidade neural. O estresse, por sua vez, funci-
ona como um indutor da secrecdo excessiva de citocinas pro-inflamatdrias, o que resulta em
sintomas depressivos (Jeon & Kim, 2016; Nettis & Pariante, 2020). Entre as citocinas pro-
inflamatorias, a interleucina-1 (IL-1), produzida apds exposi¢do a desafios imunoldgicos e
psicolégicos, desempenha um papel importante nas respostas neuroenddcrinas e comporta-
mentais ao estresse, contribuindo para a ativacdo do eixo HPA e secrecdo de glicocorticoides.
Niveis baixos dessa interleucina sdo benéficos, enquanto niveis elevados estdo associados a
depresséo, incluindo sintomas comportamentais, ativagdo adrenocortical e reducdo da neuro-
génese no hipocampo (Goshen & Yirmiya, 2009).

Os antidepressivos podem inibir a producdo e funcdo de citocinas periféricas e cere-
brais, diminuindo os niveis de citocinas pré-inflamatdrias (Jeon & Kim, 2016; Nettis & Pari-
ante, 2020). Em nosso estudo foi medido os niveis séricos de IL-1p dos animais e o grupo
tratado com o-eugenol 50 mg/kg diminuiu significativamente o nivel sérico de IL-1p em rela-
¢do aos grupos controle e dexametasona, sugerindo que seu efeito antidepressivo possa estar
diminuiu significativamente a expressdo das citocinas pro-inflamatorias IL-1p ¢ TNF-o no
hipocampo e cértex de camundongos tratados com estresse crénico moderado (Zhang et al.,
2016).

Porém, ndo houve diferenca significativa entre o controle e o grupo da dexametasona
em relacdo aos niveis de IL-1pB. Jeon e Kim (2016) sugerem que, na depressdo, 0 aumento de
glicocorticoides induzido pela ativacdo do eixo HPA e o aumento de citocinas resultante da
ativacdo imunoldgica provavelmente ndo ocorrerdo ao mesmo tempo. Em estudo realizado
por Hu et al. (2016), mostrou que o tratamento com dexametasona (5 mg/kg), por 7 dias e
14 dias ndo teve efeitos significativos na expressao de IL-1p, enquanto que esse mesmo tra-
tamento por 21 dias e 28 dias aumentou significativamente a expresséo de IL-1p no cortex
frontal e no hipocampo de camundongos.

A metaboldmica estuda o conjunto de metabdlitos de um determinado sistema biolégi-
co e ajuda a entender as interagdes dentro desse sistema. Metabdlitos sdo produtos do metabo-
lismo com tamanho menor que 1500 Da que descrevem o status de um sistema bioldgico de
uma maneira diferente. Atualmente, é necessario analisar o metaboloma e as vias envolvidas
em condic¢Bes saudaveis, como também em situacdes de doencas, para possiveis aplicacGes

terapéuticas (Muthubharathi et al., 2021). No caso do SNC, a analise da atividade da rede me-
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tabolica pode aumentar nosso conhecimento sobre a estrutura complexa do cérebro e 0s me-
canismos de disturbios neuroldgicos, levando ao design de tratamentos terapéuticos mais efi-
cazes (Vasilopoulou et al., 2016). O PCA, empregado para processar os dados de RMN, é
uma técnica estatistica amplamente usada que reduz a dimensionalidade de grandes conjuntos
de dados e facilita a interpretabilidade, minimizando a perda de informagdes (Castura et al.,
2022). No estudo, os graficos de PCA dos diferentes grupos se apresentaram semelhantes.
Uma limitacdo € a sensibilidade do aparelho de 400 MHz. Outros testes poderiam ser feitos
com sensibilidade maiores, como a utilizacdo de um espectrémetro com um campo de alta
intensidade (> 400 MHz) (Dalitz et al., 2012).

O aparecimento de substancias mais eficazes e com menos efeitos colaterais é necessa-
rio para o tratamento da depressdo e melhoria da qualidade de vida dos pacientes. Diante dos
resultados, o-eugenol mostrou-se ter uma boa atividade antidepressiva que pode estar relacio-
nada a diminuigdo do estresse oxidativo, efeito anti-inflamatorio, além de, possuir efeito si-

nérgico com a imipramina e baixa toxicidade.
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8 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente estudo em camundongos, fémeas, foi possi-

vel concluir que o-eugenol (Figura 31):

Figura 31 — Efeitos do o-eugenol no estudo.
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a) Demonstrou uma boa seguranca e tolerabilidade no estudo in silico;

b) Possui relativamente baixa toxicidade aguda e de doses repetidas por via oral in vi-
vo, ndo apresentando alteragcdes na maioria dos parametros avaliados;

c) Apresentou, nas trés doses estudadas, atividade antidepressiva nos testes compor-
tamentais (nado forgado, suspensdo pela cauda e preferéncia por sacarose) no mo-
delo de depressdo animal por administracao de doses repetidas de dexametasona;

d) Né&o alterou a coordenagdo motora dos animais;

e) Mostrou efeito sinérgico com a imipramina;
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f) N&o diminuiu o limiar de convulsdes;

g) Reduziu os niveis de substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico (um indicador de
peroxidacdo lipidica) e aumentou os niveis do antioxidante natural ndo-enzimatico
glutationa;

h) Diminuiu os niveis séricos de IL-1p, sugerindo atividade anti-inflamatorio;

i) Nao promoveu diferencas importantes no perfil quimico do hipocampo entre os
grupos pela analise do PCA.

Além disso, tambem foi mimetizado o comportamento depressivo-simile associado ao

modelo da administracdo repetida de dexametasona em camundongos.
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equipe; Antonia Fernandes Furtado de Abrantes - que envolve a produ¢do, manutencdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da
Lei 11,794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 13/05/2022.

We certify that the proposal "RESEARCH OF ORTHO-EUGENOL ANTIDEPRESSIVE-LIKE ACTIVITY IN MICE", utilizing 390 Heterogenics
mice (males and females), protocol number CEUA 5029280422 (o oo1619), under the responsibility of Mirian G. S. Stiebbe
Salvadori and team; Antonia Fernandes Furtado de Abrantes - which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 05/13/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 07/2022 a 06/2025 Area: Psicologia

Origem: Centro de Bioterismo da Universidade Estadual da Paraiba

Espécie:  Camundongos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 6 a 8 semanas N: 150
Linhagem: Mus musculus - Swiss Peso: 20a30g

Origem: Labetox

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas idade: 6 a 8 semanas N: 240
Linhagem: Mus musculus - Swiss Peso: 20a30¢g

Local do experimento: Os experimentos serdo realizados no Laboratério de Psicofarmacologia da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), mas também contara com a contribuigdo do Laboratério de Ensaios Toxicolégicas néo clinicos e clinicos (LABETOX) nos
testes bioquimicos e hematoldgicos, no NUCAL - Niicleo de Caracterizacéo e Anélise da Universidade Federal da Paraiba onde serdo
feitos a quantificacdo de neutransmissores, seus metabélitos e horménios.
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ANEXO B - PROTOCOLO EXPERIMENTAL DA TRIAGEM FARMACOLOGICA
COMPORTAMENTAL

ATIVIDADE FARMACOLO-
GICA

Quantificacdo dos efeitos

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

(++) efeito intenso

Até 30 min.

1h

2h

3h

4h

1-SNC

a-Estimulante

Hiperatividade

Irritabilidade

Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloerecdo

Movimento intenso das vibrissas

Outra

b— Depressora

Hipnose

Ptose

Sedacéo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento

Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido

Perda do reflexo corneal

Perda do reflexo auricular

c-Outros comportamentos

Ambulagéo diminuida

Bocejo excessivo

Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabega

Contorg¢des abdominais

Abducéo das patas do trem posterior

Pedalar

Estereotipia

2- SNAUTONOMO

Diarréia

Constipacao

Defecacdo aumentada

Respiracdo forcada

Lacrimejamento

Micc¢do

Salivagéo

Cianose

Tono muscular

Forca para agarrar

3- MORTE

Fonte: Almeida (2006).




