UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI — UFPI
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTIVAS -
PPGCF

WCLEUBIANNE MATIAS NASCIMENTO MAIA

AVALIACAO DO EFEITO ANTIDEPRESSIVO DO OXIDQ DE ROSA EM
MODELOS EXPERIMENTAIS DE DEPRESSAO.

TERESINA
2019



WCLEUBIANNE MATIAS NASCIMENTO MAIA

AVALIACAO DO EFEITO ANTIDEPRESSIVO DO OXIDQ DE ROSA EM
MODELOS EXPERIMENTAIS DE DEPRESSAO

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal
do Piaui, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Orientador: Professor Dr. Luciano da

Silva Lopes.

TERESINA

2019



FICHA CATALOGRAFICA
Universidade Federal do Piaui
Biblioteca Setorial do Centro de Ciéncias da Sande
Servico de Processos Técnicos

M217a Maia, Weleubianne Matias Naseimento.
Avaliacdo do efeito antidepressivo do 6xido de rosa em modelos
experimentais de depressio / Weleubianne Matias Nascimento Maia.
-- 2019,
811

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal do Piaui, Centro
de Ciéncias da Satde. Programa de Pos-Graduacio em Ciéncias
Farmacéuticas, Teresina. 2019,

“Orientador: Prof. Dr. Luciano da Silva Lopes.”

1. Plantas medicinais. 2. Depressdo - Tratamento. 3. Oxido de
rosa. I. Lopes. Luciano da Silva. II. Titulo,

CDD 615.32

Elaborada por Thais Vieira de Sousa Trindade - CRB-3/1282




WCLEUBIANNE MATIAS NASCIMENTO MAIA

AVALIACAO DO EFEITO ANTIDEPRESSIVO DO OXIDQ DE ROSA EM
MODELOS EXPERIMENTAIS DE DEPRESSAO

Dissertacdo submetida a Coordenacdo do Programa
de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas do
Departamento de Farmacia da Universidade Federal
do Piaui, como requisito para a obtencdo do Titulo
de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Aprovada em / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Luciano da Silva Lopes (Orientador) Programa de P6s-Graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas | Ministro Petronio Portella- Teresina

Profa. Dr. Kelson James Silva de Almeida (Examinador Interno) Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas| Campus Ministro Petrénio Portella - Teresina

Prof. Dr Mauricio Pires Moura do Amaral (Examinador Externo) Departamento de
Farmécia | Campus Ministro Petrénio Portella - Teresina



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI

REITOR
Prof. Dr. José de Arimatéia Dantas Lopes

VICE-REITOR
Prof.2 Dra. Nadir do Nascimento Nogueira

PRO-REITOR PARA DE ENSINO E POS-GRADUACAO
Prof.2. Dra. Regina Lucia Ferreira Gomes

DIRETOR DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Prof. Dr. Viriato Campelo

COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS

Prof. Dr. Luciano da Silva Lopes

VICE-COORDENADORA DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
CIENCIAS FARMACEUTICAS

Prof. Dra. Marcilia Pinheiro da Costa



Dedico este trabalho a Deus por ser minha
fortaleza, reflugio e afago em todas as
fases da minha vida;

A meu pai, Josimar Pereira do
Nascimento (in memorian), por ser minha

inspiracao de vida.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, prof® Dr Luciano Lopes, pelo acolhimento, disponibilidade,
paciéncia e confianca depositada em mim;

A minha coorientadora, prof® Dr2 Rosemarie Brandim Marques, pelo
profissionalismo, generosidade e dedicagdo imensuréavel para a realizagdo deste trabalho.
Obrigada por compartilhar sua sabedoria e experiéncia.

A meu esposo, Maia Filho, pelo companheirismo, empenho e incentivos
investidos para meu crescimento. Obrigada por fazer dos meus sonhos também os seus;

Ao Laboratério NPBIO - UESPI, pela exceléncia de sua equipe e parceria
concedida para o brilhante desenvolvimento deste trabalho. Em especial aos académicos
Amanda e Nicolas, por sempre estarem disponiveis, pela colaboragéo e suporte essencial
para concluséo deste trabalho;

A todos os colaboradores, amigos e familiares que de alguma forma

contribuiram para a execuc¢do deste trabalho.



“Posso todas as coisas Naquele que me

fortalece™.

(Filipenses 4:13).



RESUMO

As plantas medicinais sdo frequentemente apresentadas como um grande potencial para
a originar novos farmacos e os terpendides, tém demonstrado atividades sobre o Sistema
Nervoso Central, incluindo acéo sedativa, atinociceptiva e antidepressiva. O 6xido de rosa
€ um composto organico da classe de monoterpeno, havendo poucos estudos realizados.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a agdo farmacoldgica antidepressiva do 6xido de
rosa, seu mecanismo de acdo e suas caracteristicas farmacocinéticas, toxicoldgicas e
farmacodindmica. Para realizacdo dos testes in silico utilizou-se as ferramentas
swisstarget prediction e swissdock. As estruturas alvo foram avaliadas através das bases
de dados do repositério da RCSB PDB, sendo posteriormente trabalhada no software
CHIMERA 1.12. As estruturas de docking foram visualizadas no aplicativo PyMol. Para
a predicdo dos parametros farmacocinéticos (ADMET), além de parametros toxicologicos
foi utilizado PreADMET e SwissADME. Em seguida, utilizou-se camundongos albinos
em testes comportamentais para avaliacdo da atividade antidepressiva no Teste do Nado
Forcado e Teste de Suspensdo pela Cauda, e para avaliacdo da atividade locomotora
foram utilizados o Teste de Campo Aberto, e ROTAROD. Para os testes in vivo, 0s
animais foram divididos em grupos de acordo com o tipo de tratamento, contendo 6
animais por grupo: Controle Negativo (CN), a qual foi administrado por via oral o veiculo
de 0,1 ml / 10g de peso, o Grupo Teste (GT) no qual os animais foram divididos (12,5;
25; 50 e 100 mg/ kg de 6xido de rosa) e o grupo controle positivo (CP) em que 0s animais
receberam uma droga antidepressiva de referéncia, fluoxetina (30mg/kg). Todos o0s
compostos investigados foram administrados oralmente (gavagem) em dose Unica, 60
min antes de cada teste comportamental. Em seguida, utilizou-se camundongos albinos
em testes comportamentais para avaliacdo da atividade antidepressiva o Teste do Nado
Forcado e Teste de Suspensdo pela Cauda, e para avaliacdo da atividade locomotora
foram utilizados o Teste de Campo Aberto, e ROTAROD. Por ultimo avaliou-se o
mecanismo de acdo do Oxido de rosa através do teste do nado for¢ado. As propriedades
farmacocinéticas e toxicoldgicas indicam que o 0xido de rosa possui absorc¢do intestinal,
ligacdo a albumina, baixo peso molecular, ligacdo aos receptores de serotonina, GABA e
glutamato, boa metabolizacdo hepatica e baixa toxicidade nos testes in silico. O
tratamento com 6xido de rosa na dose de 50 mg/kg foi capaz de diminuir o tempo de
imobilidade dos animais no teste de nado forcado e teste de suspensdo pela cauda e
incapaz de alterar a atividade motora dos animais teste de campo aberto e ROTAROD. O
estudo demonstra que o pre-tratamento com WAY 100635 (um antagonista dos receptores
5HT1a) administrado previamente ao OR na dose de 50mg/Kg, provocou uma reversao
do efeito antidepressivo do terpeno no TNF, demonstrando assim que o0 OR pode
manifestar seu efeito devido sua interacdo com os receptores especificos da serotonina.
O presente trabalho foi realizado em animais, sendo incapaz de observar efeitos adversos
e colaterais. Dessa forma, pode-se concluir que o 6xido de rosa apesenta caracteristicas
cinéticas favoraveis para ser um bom candidato a uma droga antidepressiva e bom perfil
de seguranca nas analises in silico. Além disso, 0 OR de 50mg/Kg apresentou efeito
antidepressivo in vivo atuando provavelmente através da via serotoninérgica a partir da
interacdo com receptores 5HT1a.

Palavras-chave: Oxido de rosa, Depressdo, Avaliagdes Comportamentais.



ABSTRACT

The medicinal plants are often presented as a great potential to originate new drugs and
terpenoids, have demonstrated activities on the Central Nervous System, including
sedative, antinociceptive and antidepressant action. The rose oxide is an organic compound
of the monoterpene class, with few studies performed. This study aimed to evaluate the
antidepressant pharmacological action of rose oxide, its mechanism of action and its
pharmacokinetic, toxicological and pharmacodynamic characteristics. In order to perform
the in silico tests, the swisstarget prediction and swissdock tools were used. The target
structures were evaluated through the database of the RCSB PDB repository, and later
worked on the CHIMERA 1.12 software. The docking structures were viewed in the PyMol
application. To predict pharmacokinetic parameters (ADMET), in addition to toxicological
parameters, PreADMET and SwissADME were used. Then, albino mice were used in
behavioral tests to evaluate antidepressant activity in the Forced Swimming Test (FST) and
Tail Suspension Test (TST), and for the evaluation of locomotor activity were used the
Open Field Test (OFT), and ROTAROD. For the in vivo tests, the animals were divided
into groups according to the type of treatment, containing 6 animals per group: Negative
Control (CN), which was administered orally the 0.1 ml / 10g weight vehicle. , the Test
Group (GT) into which the animals were divided (12.5; 25; 50 and 100 mg / kg rose oxide)
and the Positive Control Group (PC) in which the animals received a reference
antidepressant drug, fluoxetine (20mg / kg). All investigated compounds were
administered orally (gavage) in a single dose 60 min before each behavioral test. Then,
albino mice were used in behavioral tests for antidepressant activity evaluation, the Forced
Swimming Test and Tail Suspension Test, and for the evaluation of locomotor activity, the
Open Field Test and ROTAROD were used. Lastly, the mechanism of action of the rose
oxide was evaluated through the forced swimming test. The pharmacokinetic and
toxicological properties indicate that rose oxide has intestinal absorption; albumin binding;
low molecular weight; serotonin, GABA and glutamate receptor binding; good hepatic
metabolism and low toxicity in in silico tests. The treatment with rose oxide at a dose of
50 mg / kg was able to decrease the animals' immobility time in the forced swimming and
tail suspension test and unable to change the motor activity of the open field and
ROTAROD tests. The study demonstrates that pretreatment with WAY 100635 (a 5SHT1A
receptor antagonist) previously administered to the 50mg / kg OR caused a reversal of the
antidepressant effect of terpene on FST, thus demonstrating that the OR may manifest its
effect due to its interaction with specific serotonin receptors.The present study was
performed on animals and was unable to observe adverse and side effects.Thus, it can be
concluded that rose oxide presents favorable kinetic characteristics to be a good candidate
for an antidepressant drug and a good safety profile in in silico analyzes. In addition, the
50mg / kg OR had an antidepressant effect in vivo, probably acting through the
serotonergic pathway from the interaction with SHT1A receptors.

Keywords: Rose Oxide, Depression, Behavioral Assessments.
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1 INTRODUCAO

A depressdo € uma condicdo frequente, de curso crénico e recorrente, esta
associada com incapacitacao funcional e comprometimento da saude fisica. Os pacientes
deprimidos apresentam limitacdo da sua atividade e bem-estar, além de uma maior
utilizacio de servicos de satde. E uma das patologias mais comuns em todo o mundo e
estd associada a uma alta taxa de suicidios (FLECK et al., 2009). De acordo com
Washington (2013), o transtorno depressivo maior (TDM) € caracterizado por uma
disseminacéo de baixo humor, marcada pela perda de interesse, fadiga, dificuldades de
sono, irritabilidade, ma concentracdo, ideacdo suicida, sentimento sem valor, culpa
excessiva e perda de apetite durante pelo menos um més causando sofrimento

clinicamente significativo ou comprometimento funcional.

Embora sejam realizadas intensas pesquisas sobre esta doenca, a etiologia e
patogénese da depressao ainda ndo sdo bem esclarecidas. Existem estudos pré-clinicos e
clinicos sugerindo que neurotransmissores monoaminérgicos como a serotonina (5-HT),
noradrenalina (NA) e dopamina (DA) exercam no sistema nervoso central (SNC) uma
importante participacdo na fisiopatologia da depresséo (MOZDZEN et al., 2017).
Atualmente, estdo disponiveis no mercado farmacéutico véarios tipos de drogas
antidepressivas, incluindo antidepressivos triciclicos (ADTS), inibidores seletivos da
recaptacdo da serotonina (ISRS), inibidores da recaptacdo da serotonina-noradrenalina
(SNRIs), inibidores da monoamina oxidase (IMAOs), antidepressivos especificos
noradrenérgicos e serotonérgicos (AENSs) (SULTANA et al., 2014).

Apesar dos avancos no tratamento da depressdo, ha relatos de pacientes que
durante o periodo de tratamento queixam-se de nausea, disfuncdo sexual, dor de cabeca,
insdnia, sonoléncia diurna, agitacdo e perda de peso, fatores estes que podem levar a ndo
continuidade do tratamento farmacolégico (HUANG et al., 2017). Para que haja adesdo
ao tratamento do Transtorno Depressivo Maior (TDM) a farmacoterapia escolhida deve
apresentar o minimo de efeitos adversos, no entanto, para que a mesma promova efeito
farmacoldgico é necessario o transcurso de um periodo de no minimo duas semanas de
tratamento, dito como periodo de laténcia. Desta forma, para que aconteca alguma
resposta clinica e a reducdo expressiva dos sintomas, os antidepressivos devem ser
utilizados por pelo menos quatro semanas, tempo necessario para que ocorra alteragdes

morfoldgicas conhecidas como neuroplasticidade. Além disso, é necessario atingir as
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doses terapéuticas sem ultrapassar as doses toleradas pelo paciente e garantir a adeséo ao
tratamento (BRATS, 2012). Diante das limitagdes apresentadas pelos tratamentos
disponiveis no mercado torna-se necessario o uso de medicamentos complementares e
alternativos para o tratamento da depressdo. Em razéo desses fatores j& mencionados,
atualmente existe um forte interesse no desenvolvimento de novos antidepressivos, que
apresentem menores efeitos colaterais, efetividade terapéutica, reducdo do tempo de
laténcia e com uma promissora alternativa terapéutica com base em produtos naturais.
Por esta razdo, houve o interesse em pesquisar 0 Oxido de rosa para atividade

antidepressiva.

O oOxido de rosa € um composto organico da classe dos monoterpenos, é uma
fragréncia encontrada em rosas e em 06leo de rosa como a rosa bulgara, geranio, rosa
damasco, Laggera spp., Eucalyptus citriodora e Dracocephalum heterophyllum (BABU
et al., 2002; KUIATE; BESSIERE; ZOLLO, 2002). O ¢xido de rosa também contribui
para o sabor de algumas frutas como a lichia e pode ser produzido industrialmente com
base na foto-oxigenacao do citronelol (ALSTERS et al., 2010). Devido a sua aplicagdo
comercial, muitos estudos relatam o uso do 6xido de rosa na producdo de aromas. Nonato
et al. (2012), em seu estudo evidencia que o Oxido de rosa possui atividade anti-

inflamatoria relacionada a sua capacidade de inibir a producédo de I1L-1p.

Visto que o 6xido de rosa pertence a classe dos monoterpenos, e esta classe
quimica apresenta atividade neuroprotetora relatada na literatura, motivou-se o interesse
de pesquisar esta substdncia para evidenciar se a mesma apresenta atividade
antidepressiva, ja que atualmente ndo ha estudos que demonstram esse possivel efeito
farmacoldgico.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Investigar o efeito antidepressivo do 6xido de rosa em modelos experimentais

de depressao.

1.2.2 Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

Verificar através de testes in silico as seguintes caracteristicas
farmacocinéticas do Oxido de rosa: Absorcdo (A), Distribuicdo (D),
Metabolizacdo (M), Excrecdo (E) e toxicidade (T);

Realizar estudo de docagem molecular, a fim de investigar o possivel sitio de
ligacéo do 6xido de rosa;

Verificar o efeito antidepressivo de doses crescentes de Oxido de rosa
administradas por via oral (v.0.) no teste do nado forcado (TNF) e no teste de
suspensdo pela cauda (TSC);

Avaliar a coordenagéo motora e o possivel relaxamento muscular do éxido de
rosa em doses crescentes administradas por via oral através do teste de campo
aberto (TCA) e pelo teste de ROTAROD em camundongos;

Investigar o mecanismo de acao envolvido com o efeito antidepressivo do

Oxido de rosa no TNF.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DEPRESSAO

A depresséo representa a desordem de humor mais comum, diferenciando- se
de uma simples tristeza pela duracdo de sintomas especificos (WILNER et al., 2012). De
acordo com a American Psychiatric Association (2014), os sintomas de depressédo
incluem mudancas no apetite, peso, sono, atividade psicomotora; diminuicao de energia;
sentimentos de desvalia ou culpa; dificuldade para pensar, concentrar-se ou tomar
decisbes; ou pensamentos recorrentes de morte ou ideagdo suicida, planos ou tentativas
de suicidio. Desta forma, classifica-se o individuo com depressdo maior quando apresenta
pelo menos quatro destes sintomas e quando estes sintomas persistirem na maior parte do
dia, quase todos os dias e com duragdo minima de duas semanas consecutivas. Este
episodio deve ser acompanhado por sofrimento ou prejuizo clinicamente significativo no

funcionamento social, profissional ou em outras areas importantes da vida do individuo.

Além disso, pacientes que sofrem de depressdo apresentam um maior risco
de deficiéncia psicossocial, maior comprometimento funcional com elevadas taxas de
mortalidade e morbidade, podendo apresentar também distarbios cardiovasculares, nos
musculos esqueléticos, metabdlicos, pulmonares, isquemia cerebral e sintomas como
dores crénicas (PERITO; FORTUNATO, 2012; MOTTER et al., 2016). Segundo Holt et
al. (2013), adultos deprimidos correm maior risco de desenvolver transtornos de
ansiedade e doencgas cardiovasculares (doenca cardiaca isquémica e doenca
cerebrovascular) (HOLT et al., 2013). Conforme Nestler et al. (2002), a vulnerabilidade
a depressdo varia consideravelmente entre individuos de uma populagdo, devido essa
desordem depender da associacao entre fatores genéticos e ambientais. Pesquisas indicam
que essas desordens das causas da depressdo sdo complexas e envolvem uma grande
quantidade de fatores bioldgicos, psicoldgicos, sociais, apesar de ser fortemente
modulada pelo ambiente (DHIR; KULKARNI, 2011).

Em termos de funcionamento diario, a falta de energia, perda de interesse,
apatia e insonia dificultam completar tarefas diérias. Estima-se que 7% dos adultos
deprimidos cometem suicidio, principalmente em parte devido a falta de tratamento ou
eficacia terapéutica. Estima-se que apenas 37,5% dos adultos recebem tratamento

minimamente adequado (WILES et al., 2013). Além do comprometimento da saude, a
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depressdo é responsavel pela baixa produtividade, dias de trabalho perdidos e uma
estimativa de US$ 83 bilhGes de dolares em perdas econbémicas anualmente no mundo
(MOTTER et al., 2016).

Diante disso, a depressdao ¢ uma doenca que vem apresentando nos ultimos
anos uma alta incidéncia, alta incapacidade produtiva e social, alta recorréncia, e que
interfere ndo so na qualidade de vida dos pacientes, mas também afetando sua satde fisica
e mental (WANG et al., 2017). Além disso, a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS)
prevé que a depressao sera o segundo transtorno mais prevalente (apds a doenca cardiaca
isquémica) até 2020 (DHIR; KULKARNI, 2011). Um Relatério da OMS aponta que o
namero de casos de depressdo aumentou 18% entre 2005 e 2015: sdo 322 milhdes de

pessoas em todo 0 mundo, a maioria mulheres.

No Brasil, a depressao atinge 11,5 milhGes de pessoas (5,8% da populacédo)
(GONCALVES et al., 2018). Uma Pesquisa Nacional de Saude (PNS) realizada com
amostra populacional nacionalmente representativa, mostrou que a prevaléncia de
depressdo maior é mais significativa entre as mulheres que vivem em areas urbanas, com
niveis educacionais mais baixos e com condic@es crénicas, como hipertensao e diabetes.
Na mesma pesquisa, verificou-se que a maioria dos brasileiros com sintomas depressivos
clinicamente relevantes (78,8%) ndo recebia nenhum tipo de tratamento (LOPES et al.,
2016).

2.2 MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS

Embora nos ultimos 50 anos, tenham sido realizados diversos estudos em
relagdo a depressdo, os mecanismos, 0s processos moleculares e neurobiologicos
especificos que causam esta patologia ainda sdo pouco esclarecidos (SCHMIDT; WANG;
MEIJER, 2011). A etiologia especifica do transtorno de depressdo maior (TDM) ainda
ndo estd bem elucidado, no entanto, h4 achados sugerindo que a doenga possui
fisiopatologia multifatorial.

A hipotese monoaminérgica postula que a doenca resulta de uma deficiéncia
de 5-HT ou NA, ou ainda de receptores deficientes para estes neurotransmissores
(SCHILDKRAUT, 1965). Alguns antidepressivos ndo agem no sistema monoaminérgico,

antidepressivos atipicos, como a tianeptina que aumenta a recaptagdo de monoaminas
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(BRINK et al., 2006). Esses dados sugerem o possivel envolvimento de outros sistemas

neurais e mecanismos bioquimicos na etiologia da depressao.

Novas teorias complementam a hipotese monoaminérgica para melhor
entendimento da fisiopatologia da depressdao, como a hipotese neurotrofica que postula
que esta doenca pode ser desencadeada por alteracGes nas vias de sinaliza¢do que regulam
a neuroplasticidade e a sobrevivéncia celular (DUMAN, 2002; SCHMIDT; DUMAN,
2007). Adicionalmente, estudos mostram que a depressdao pode estar associada: a
neurodegeneracdo provocada por um aumento do estresse oxidativo (FORLENZA,;
MILLER, 2006), a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias pela ativacdo do sistema
imune (DUNN et al., 2005) e a desregulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria adrenal com
consequente aumento dos niveis plasmaticos de glicocorticoides (PITTENGER;
DUMAN, 2008). Ha ainda evidéncias do envolvimento de outros sistemas de
neurotransmissores envolvidos na patogénese da depressdo, entre eles destacam-se o
sistema glutamatérgico (SKOLNICK, 2001) e a via da L-arginina-6xido nitrico (NO)
(BROCARDO et al., 2008).

2.2.1 SISTEMAS DE NEUROTRANSMISSORES

Os sistemas monoaminérgicos (Figura 1) se originam em pequenos ndcleos
no tronco cerebral e do mesencéfalo e projetam-se difusamente pelo cortex e sistema
limbico. Esses sistemas sdo compostos por neurdnios que contém NE, 5-HT e DA. Junto
com a acetilcolina (ACh), eles exercem efeitos de modulacéo e integracdo sobre outras
atividades corticais e subcorticais e estdo envolvidos na regulacdo da atividade
psicomotora, apetite, sono e, provavelmente, do humor (LAFER; VALLADA FILHO,
1999). De tal modo sera apresentado complexas hipdteses neuroguimicas propondo a

fisiopatologia da depressao.
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Figura 1: Esquema representativo do sistema monoaminérgico envolvido na regulacao

na atividade psicomotora, apetite, sono e humor.
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- Dopamina (DA)

~—

| Proietam-se

Cortex e Sistema Limbico

!

Regulacéo da - Sono e
Atividade Locomotora Apetite

Fonte: Elaborado pela propria autora.

Segundo Coutinho et al. (2015), os neurotransmissores responsaveis pelo
encaminhamento de comandos neuronais sdo produzidos a partir de um precursor
(tirosina, triptofano, colina e outros alfa aminoéacidos). O mecanismo de transmisséo
desses sinais é feito de forma quimica e elétrica, através da despolarizacdo das células
nervosas. E gerado, entdo, um potencial de acdo e o neurotransmissor &, entéo, liberado
por acdo de enzimas (as monoamino-oxidases) armazenadas nas mitocondrias. Essa
liberacdo ocorre por exocitose e a seguir a vesicula sindptica funde-se a parede e o
neurotransmissor € liberado na fenda sinaptica. Através desse mecanismo de transmissao,
neurdnios que contém adrenalina (ou norepinefrina [NE]) (Figura 2), 5-HT (figura 3) e
DA (Figura 4), sdo responsaveis pelo controle de atividades cerebrais basicas que
comandam sensa¢fes como 0 sono, atividade psicomotora, humor e apetite. A alteragédo
no funcionamento desses neurdnios € vista como uma hipdtese de causa da depresséo.
Existe uma refutagdo dessa hipdtese, pois alguns medicamentos antidepressivos a base de

DA possuem mecanismo lento de resposta.
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Figura 2: Esquema de processos associados a neurotransmissdo Noradrenérgica.
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Legenda: NA é sintetizada a partir da tirosina, que pela acdo da enzima tirosina
hidroxilase (1) € convertida em L-DOPA (L-diidroxifenillalanina). A LDOPA ¢
convertida, pela enzima diidroxifenillalanina descarboxilase (2), em dopamina (DA)
que é transportada para as vesiculas sindpticas. Nas vesiculas, apenas 0s neurdnios
noradrenégicos possuem a enzima dopamina [3-hidroxilase (3), responsavel pela sintese
de NA. Apds sua liberagdo, a NA pode ativar os receptores pés e pré-sinapticos ou ainda

ser recaptada pela acdo do transportador de NA (NET).
Fonte: Adaptado de LOBATO, 2009.

Figura 3: Esquema de processos associados a neurotransmissdo serotoninérgica.

Celi body Trypiophan (TRYP) Terminal

Legenda: a- Triptofano hidroxilase (TH) catalisa a converséo do triptofano (TRYP) em
5-hidroxitriptofano (5-HTP). b- Aminoéacido descarboxilase aroméatica (AADC) catalisa
a conversdo de 5-HTP em 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina). ¢ - A 5-HT é absorvida
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pelas vesiculas de armazenamento. d - 5-HT é liberado das vesiculas de armazenamento
para 0 espaco sinaptico. e - A 5-HT pode ativar subtipos de familias de receptores 5-HT
(1,2,3,4,5,6e7),que acoplam com seu respectivo sistema de transducéo de sinal dentro
do neurdnio pos-sinaptico. f - 5-HT é retomado nos terminais 5-HT pré-sinapticos pelo
transportador 5-HT. G e h - Dentro dos terminais pré-sinapticos 5-HT, o 5-HT seria
tomadas pelas vesiculas de armazenamento ou degradadas pela monoamina oxidase
(MAO). i - 5-HT ativa o pré-sindptico somatodendratico Autoreceptor 5-HT1A, que pode
ser bloqueado por antagonistas selectivos de 5-HT1A. j - Inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina (ISRSs) incluindo fluoxetina inibir o transportador 5-HT. 5-
HIAA, &cido 5-hidroxi-indolacético; AC, adenilato ciclase; DAG, diacilglicerol; 1P3,
inositol-1,4,5-trifosfato; PIP2, fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato

Fonte: Adaptado de WONG et al., 2005.

Figura 4: Esquema de processos associados a neurotransmissdo dopaminérgica.
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Legenda: DA é sintetizada a partir da tirosina, que pela acdo da enzima tirosina
hidroxilase (1) é convertida em L-DOPA (L-diidroxifenillalanina). A L-DOPA ¢é
convertida, pela enzima diidroxifenillalanina descarboxilase (2), em dopamina (DA) que
é transportada para as vesiculas sinapticas. Apos sua liberacdo, a DA pode ativar 0s
receptores pds e pré-sinapticos ou ainda ser recaptada pela acao do transportador de DA
(DAT)

Fonte: Adaptado de TORRES et al., 2003.

Acredita-se que essa patologia pode ser decorrente da inativacdo de
receptores pré e poés-sindpticos e ndo sO da deficiéncia na quantidade de
neurotransmissores. Dessa forma, a depressdo pode ser originada de falha dos receptores
e/ou supersensitividade de receptores alfa adrenérgicos (COUTINHO et al., 2015). As

regibes neuroanatdbmicas como o coértex pré-frontal, hipocampo, amigdala, giro do
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cingulo ou supracaloso, tdlamo e o ganglios, respectivamente regulam as funcdes tais
como: diregdo do comportamento e conduta, memoria de curto e longo prazo, memdrias
de eventos emocionais, integracdo das emogdes, integracdo de estimulos sensoriais e
motores e controle global do movimento do corpo (ALVES, 2010). Em um estudo
realizado por Machado (2008) em pacientes depressivos notou-se uma mudanca na
anatomia do sistema nervoso, observada pela diminui¢cdo do hipocampo e do giro do

cingulo; ja em pacientes recuperados houve uma normalizagdo anatdmica dessas areas.

2.2.2 NEUROINFLAMACAO E DEPRESSAO

Pesquisas recentes indicam que a perda da capacidade de regular adequadamente
processos inflamatorios, desencadeados por diferentes formas de estresse fisico ou
mental, pode ser um dos fatores associados a ocorréncia e a manutencéo de um quadro de
depressdo em certas pessoas (REIS, 2017). Os dados que apoiam o papel da inflamacgéo
na depressdo sdo extensos e incluem descobertas que abrangem paradigmas
experimentais. Pacientes com TDM exibem todas as caracteristicas cardinais de uma
resposta inflamatdria, incluindo aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatorias e
seus receptores e aumento dos niveis de reagentes de fase aguda, quimiocinas e moléculas
de adesdo soltveis no sangue periférico e liquido cefalorraquidiano (LCR) (MILLER;
RAISON, 2016).

Evidéncias apontam que a hipersecrec¢do de citocinas pré-inflamatorias levaria a
um prejuizo na neurotransmissdo noradrenérgica e serotonérgica cerebral, alteracfes estas
que se refletiriam em alguns dos sintomas da depressdo (VISMARI et al., 2008). Varios
mecanismos tém sido propostos para explicar a influéncia das citocinas pro-inflamatorias
na neurotransmissao. Entre eles, estdo aqueles ligados a capacidade das citocinas pro-
inflamatdrias de reduzir a disponibilidade de triptofano para a sintese de serotonina. Uma
teoria sugere que as citocinas pro-inflamatdrias estariam implicadas na estimulacdo de
aminoacidos que competem com o triptofano pela recaptacdo dentro do SNC
(KULMATYCKI; JAMALL, 2006).

Outro mecanismo proposto é o de que essas citocinas reduziriam a quantidade
do triptofano disponivel via ativagdo da enzima indolamina-2,3-dioxigenase (IDO). Tal
enzima converte o triptofano em quinurenina e &cido quinolinico, este ultimo uma

substancia neurotdxica implicada em transtornos neurodegenerativos e cuja via resulta na
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producdo de metabdlitos neurotoxicos presentes em individuos deprimidos O acido
quinolinico é também um agonista de receptores NMDA que prejudica o feedback
negativo de glicocorticoides e causa atrofia hipocampal e perda de receptores
glicocorticoides (KULMATYCKI; JAMALLI, 2006).

Em individuos deprimidos, haveria aumento nas concentracdes de citocinas pro-
inflamatorias, o que levaria a ativacdo da enzima IDO, com consequente redugdo na
disponibilidade de 5-HT e aumento na liberagdo de glutamato no estriado e no cortex.
Essa hipotese, portanto, une as teorias monoaminérgica e citocinérgica da depressao
(VISMARI et al., 2008).

2.2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

Alteracdes na biologia oxidativa estdo sendo reconhecidas como rota do dano que
envolve a fisiopatologia das doencas psiquiatricas (MELO, 2012). Estresse oxidativo
refere-se ao dano biologicamente decorrido da producéo de radicais livres. A producao
de radicais livres, ou espécies reativas do oxigénio (EROS), é um processo normal no
metabolismo aerdbico e EROS desempenha varios papéis fisioldgicos na sinalizacdo
celular e na defesa do organismo, contra patdgenos. No entanto, quando presente em
excesso, as EROS causam danos a lipidios, proteinas e DNA, podendo finalmente resultar
em morte celular (BLACK et al., 2015).

Os radicais livres sdo extremamente reativos devido a elétrons desemparelhados
(MICHEL; PULSCHEN; THOME, 2012). Por sua elevada reatividade, os radicais livres,
formados a partir da transferéncia de elétrons, podem reagir e formar uma série de
especies reativas, como EROS e, quando ndo neutralizadas, pode levar ao estresse
oxidativo, exacerbar a inflamagéo e promover o dano tecidual. Dentre esses radicais estdao
as EROS, como superoxido; radical hidroxila; radical perdxido; e o peroxido de
hidrogénio; bem como as espécies reativas do nitrogénio, como oxido nitrico e o
peroxidonitrico e espécies reativas do cloro como &cido hipocloroso (MELO, 2012;
PALTA et al., 2015).

As EROS provocam a destruicdo da integridade neuronal, induzida por dano
direto ao DNA ou por peroxidacéo lipidica da membrana celular. Este Gltimo é iniciado
por radicais livres que decompdem os duplos &cidos quimicos dos &cidos graxos
poliinsaturados (PUFAS). Este processo geralmente leva a uma reacdo em cadeia. Como

0 processo pode ser iniciado por apenas um EROS, os lipidios de membrana sdo
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extremamente vulneraveis. Os “double-binds” sdo responsaveis pelas propriedades
especificas da membrana celular, como integridade e fluidez. Essas caracteristicas podem
ser interrompidas por EROS levando a destruicéo da célula. Os radicais peroxido induzem
ainda a destruicdo de proteinas de membrana, tais como receptores e enzimas (MICHEL;
PULSCHEN; THOME, 2012).

O SNC é especialmente susceptivel ao estresse oxidativo, devido ao grande
conteddo lipidico altamente peroxidavel e a alta taxa de metabolismo oxidativo cerebral.
Neste contexto, 0 estresse oxidativo tem sido implicado em muitos mecanismos de
neurotoxicidade, desempenhando papel importante na fisiopatologia de diversas doencas

neuropsiquidtricas, incluindo a depressdo (BLACK et al., 2015)

2.3 MANIFESTACOES CLINICAS E TRATAMENTO FARMACOLOGICO

A depressdo possui como sintomas principais, 0 humor deprimido; melancolia
profunda na maior parte do tempo; sensacdo de vazio, aperto no peito; muitas vezes perda
de interesse ou de prazer em atividades que antes gostava; alteracdo de sono (insénia ou
excesso de sono); alteragdes do paladar e apetite (aumento ou perda de peso, mesmo sem
dieta); sensacdo de inutilidade e de culpa; dificuldade de concentracdo e indeciséo;
sensacdo de desesperanca, de desamparo, de falta de energia, pensamentos de morte
(COUTINHO et al., 2015).

Atualmente ha duas classificacbes que fornecem uma descri¢do da depresséo: o
Manual de Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais, Quarta Edigdo (DSM-1V) e
a Classificacdo Internacional de Doencas, 10? Edicdo (CID-10). De acordo com o0 DSM-
IV, uma das principais formas de depressdo € o TDM (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2014; SHADRINA et al., 2018). O TDM é uma condi¢cdo médica
comum, cronica e recorrente que frequentemente ocasiona incapacidade funcional e
comprometimento da salde fisica e mental (CHIRITA et al., 2015).

Para um diagnostico apropriado de TDM , cinco ou mais dos seguintes sintomas
devem ser exibidos segundo DSM-IV: Humor depressivo presente continuamente por
no minimo 2 semanas em um periodo prevalente por todos os dias ou em uma maior parte
do dia; Pronunciada atividade psicomotora emocional elevada em criangas e
adolescentes; Diminuigdo da capacidade de sentir prazer e se alegrar; Perda ou ganho de
peso contra uma alteracdo acentuada do apetite; Disturbios do sono: insdnia a noite e

sonoléncia diurna; Agitacdo psicomotora ou motor retardo; Sensacgéo de fraqueza, perda
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de energia, fadiga acentuada mesmo ap6s esforco minimo; Menor autoestima e
sentimento de inutilidade, perda de autoconfianga, autoacusacdo ndo fundamentada na
medida do delirio; diminuigdo da capacidade de pensar ou se concentrar, lentiddo mental,
falta de resolucdo; pensamentos ou acdes que levem a suicidio ou ideagdo de suicidio
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014; ZOU etal., 2018).

Em termos da manifestacdo de sintomas depressivos, a classificacdo
contemporanea da CID-10 identifica um namero de variantes l6gicas de depressdo, que
sdo classificadas de acordo com a sua gravidade, presenca de sintomas psiquiatricos e
recorréncia de doencas depressivas (DDs). Episddios de depressdo moderada (quatro ou
mais sintomas exibidos) e depressdo grave sem sintomas psicéticos (geralmente com
varios sintomas, com baixa autoestima e pensamentos suicidas e tentativas; e DD
recorrente (repetido) de moderado ou grau severo (SHADRINA et al., 2018).

Vale ressaltar que as principais classificacdes de DDs tem algumas diferencas e
que isso deve ser considerado quando analisados os dados experimentais em estudos de
depressdo em humanos. Os tratamentos mais amplamente reconhecidos para DDs séo a
terapia farmacoldgica (antidepressiva) e a psicoterapia (LEICHSENRING et al., 2016).
Além dos custos diretos e indiretos dos tratamentos de DDs, os beneficios clinicos desses
dois tratamentos foram criticados (JAKOBSEN et al., 2017). Enquanto a psicoterapia
requer informacBes demoradas dos profissionais de satde e dos pacientes, 0 uso da terapia
farmacoldgica pode produzir efeitos colaterais (ZOU et al., 2018).

Na depressdo ocorre uma diminuicdo de neurotransmissores como 5-HT, DA e
NA que sdo substancias relacionadas pela regulagdo do humor e de respostas emocionais.
Os antidepressivos atuam nesses neurotransmissores objetivando uma melhora na
sintomatologia (FEITOSA; BOHRY; MACHADO, 2011). Conforme Aguiar et al (2011),
0s antidepressivos mais utilizados estéo: os inibidores de Monoamino-oxidade (IMAO),
inibidores da recaptacdo de 5-HT e NA da fenda sinaptica (IRSN), inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (ISRSs), inibidores seletivos da recaptacdo da norepinefrina
(ISRN), antagonista do receptor de monoamina (ARM), antidepressivos triciclicos

classicos (ADTs) conforme observado na Tabela 1.



Tabela 1: Tipos de antidepressivos e suas caracteristicas.
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Classe

Mecanismo de acao

Exemplos

IMAOs  1- Inibidores irreversiveis ndo competitivos e

nao seletivos

2- Inibidores reversiveis para MAO-A

Inibidores da recaptacdo de 5-HT e NA da
fenda

1-Fenelzina e
tranilcipromina

2- moclobemida

Duloxetina, milnaciprana,
desipramina e venlafaxina

IRSN
Sinaptica
Inibidores seletivos da recaptacdo de 5-HT Fluoxetina, sertralina e
escitalopram
ISRSs
Inibidores seletiva da recaptacdo da Reboxetina e atomoxetina
norepinefrina
ISRN
1- Bupropiona
1- Inibicao da recaptacdo de dopamina;
ARM  2- Antagonismo de receptores a2- 2- Mirtazapina
adrenérgicos;
3- Ativacdo da recaptacdo de monoaminas 3- Tianeptina
Inibidor da captacdo de 5-TH e norepinefrina  Nortriptilina, desipramina
e amitriptilina
ADTs

Fonte: Adaptado de RANG et al., 2016.

2.4 ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

2.4.1 Psicoterapias

Além dos problemas de salde fisica, a depressdo frequentemente manifesta-se

com comprometimento cognitivo. Especificamente, individuos deprimidos tém déficits
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na memoria de trabalho, fluéncia verbal, processamento, velocidade, atencdo e funcao
executiva. Comprometimento nas func¢des cognitivas em adultos deprimidos prediz baixo
resultado funcional bem como uma auséncia de resposta ao tratamento (BORTOLATO
et al., 2016). Além disso, esses déficits estdo relacionados com a reducdo da qualidade de
vida. Enquanto tratamentos como psicoterapia e antidepressivos tém eficacia comprovada
melhorando o humor, os déficits cognitivos geralmente permanecem apos a remissao
(BAUNE et al., 2010). As intervencGes psicoterapicas podem ser de diferentes formatos,
tais como psicoterapia de apoio, psicodindmica breve, terapia interpessoal,
comportamental, cognitiva comportamental, de grupo, de casais e de familia. Fatores que
influenciam no sucesso psicoterapico incluem: motivacao, depressdo leve ou moderada e
ambiente estavel (LISTUNOVA et al., 2018).

2.4.2 Exercicio fisico

Outra intervencdo que pode ser adotada, € a pratica de exercicio fisico. As
atividades fisicas, bem como o exercicio a longo prazo, podem preservar a cognicao e
prevenir ou até retardar a deméncia (SOFI et al., 2011). A atividade fisica regular deve
ser considerada como uma alternativa ndo farmacolégica de tratamento do transtorno
depressivo, por representar baixo custo econémico, ser acessivel e prevenir o declinio
funcional (CARDOSO, 2011). De acordo com Yael et al. (2018) o exercicio fisico
apresenta contribuicGes importantes, sobretudo quando associado ao tratamento
psicofarmacoldgico da depressdo, auxiliando na recuperacdo da autoestima e da

autoconfianca.

Segundo Vital et al. (2010), a préatica de exercicios como complemento para a
terapia da depressdo tem como base a hipdtese neurofisiolégica. Essa hipdtese, por sua
vez, aborda mecanismos como a hormese, producdo de especies reativas ao oxigénio,
diminuindo a¢des antioxidantes e que podem aumentar a imunidade bioldgica, aumento
da producéo do fator neurotrofico derivado do cérebro e do fator de crescimento ligado a
insulina, que promovem neurogénese e angiogénese, mediando melhoras
comportamentais, além de aumentar a producdo e a alteracdo nos receptores de
neurotransmissores como serotonina, dopamina, acetilcolina e norepinefrina, resultando
em aumento da perfusao cerebral. Possibilitando o surgimento de quatro proposta que

possuem o intuito de explicar a acdo antidepressiva, séo elas, aumento da temperatura
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corporal, pico de atividade da adrenal, ampliacdo da neurotransmissdo de catecolaminas

e o efeito pds atividade.
2.4.3 Fitoterapia

Em decorréncia do aparecimento de efeitos colaterais inesperados que envolve
ansiedade, diaforese, taquicardia, tremor, sedacdo, insdnia, sindrome serotoninérgica,
parkinsonismo, hipotensao postural e viséo turva, os pacientes tém procurado alternativas
terapéuticas para melhorar os sintomas da depressdo. Infusdes ou extratos padronizados
de plantas tém sido usados para o tratamento alternativo da depressdo (LEE; BAE, 2017;
SARRIS; KAVANAGH, 2009). Segundo a OMS, 65-80% da populacao dos paises em
desenvolvimento dependem das plantas medicinais como Unica forma de acesso aos
cuidados béasicos de saude (ALVES et al., 2014). As plantas medicinais sao
frequentemente apresentadas como um grande potencial para a origem de novos farmacos
(ALMEIDA et al., 2013).

A terapéutica da depressdo tem indicacbes proeminentes para uso de plantas
medicinais e a maioria das pessoas com depressdo tende a usar medicamentos
complementares (TAIT et al., 2012). Os efeitos psicofarmacoldgicos das ervas com
atividade antidepressivas envolvem a regulacdo de Recaptacao de 5- HT, e/ou dopamina
e/ou noradrenalina, e/ou inibicdo da MAO, e/ou modulacéo neuroenddcrina (LEE; BAE,
2017).

Os fitoquimicos derivados de ervas sdo conhecidos por diminuir o risco de alguns
distdrbios graves, incluindo doencas autoimunes e doencas cardiovasculares, bem como
doencas neurodegenerativas. De fato, os polifendis populares, como a curcumina, o acido
ferulico, proantocianidina, quercetina e resveratrol mostraram potentes propriedades anti-
inflamatdrias e antioxidantes. Estes fitoquimicos repetidamente demonstraram efeito
neuroprotetor, sugerindo fortemente que eles podem melhorar os sintomas da depressao
(FRIEDMAN, 2014).

2.4.3.1 TERPENOS

Dentre os metabolicos secundarios vegetais, os terpenoides, substancias
cuja a origem biossintética derivam de unidades do isopreno que se unem através de

ligacGes cabeca-cauda por duas vias biossintéticas. A estrutura basica dos terpenos
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consiste em um esqueleto carbdnico representado por (C5H8) e séo classificados como
hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
sesterterpenos (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenes (C40) (DEWICK, 2009). Os
terpenos, também sdo chamados de terpenoides ou isoprenoides, constituem a maior
classe de produtos naturais com mais de 55.000 compostos conhecidos (CHANG et al.,
2010)

Na medicina popular, assim como na terapéutica, plantas contendo derivados
terpénicos tém sido usados como sedativos, tranquilizantes e anticonvulsivantes. Muitos
6leos volateis possuem uma grande variedade de atividades farmacoldgicas, tais como
ansiolitica, anticonvulsivante e antinociceptiva (PASSOS et al., 2009). InUmeros
derivados monoterpénicos tém demonstrado atividades sobre 0 SNC incluindo sedativa,
antinociceptiva e antidepressiva (LEE; BAE, 2017).

Segundo Paduch et al. (2007) muitos compostos desta classe de metabdlito
secundario sdo amplamente empregados no setor industrial como aromatizantes,
fragrancias, especiarias e também s&o utilizadas em produtos de perfumaria e cosméticos,
bem como aditivos alimentares. Na industria farmacéutica, além de serem utilizados
como excipientes para melhorar penetracdo na pele, eles também sdo apontados como
principios ativos de medicamentos. O crescente interesse na aplicacdo clinica destes
compostos é atribuida a gama de propriedades biolégicas de terpenos, tais como efeito
antitumoral, antimicrobiano, antifungico, antiviral, antihiperglicémico analgésico, anti-

inflamatdrio e atividades antiparasitarias.

Um estudo realizado por Klein Janior et al. (2016) evidencia que os 6leos
essenciais derivados de varias plantas tém efeitos neuroprotetores contra doencas
neurodegenerativas realizada em condigdes in vivo e in vitro. No entanto, El-Seedi et al.
(2012) e Mihlbauer et al. (2003) apresentam os terpenos como principal componente dos
oOleos essenciais de plantas, podendo ser benéfico para a satde neuronal humana. Porem,
h& poucos estudos relacionados aos efeitos benéficos do terpeno na sadde neuronal.
Embora, existem varios terpenos produzidos por uma variedade de plantas que estejam
associadas a saude neuronal (HONG et al., 2011; HUR et al., 2013; LIU et al., 2015).

2.4.4 OXIDO DE ROSA
O oOxido de rosa, (4-metil-2- (2-metilprop-1-enil) oxano) conforme representa

na figura 4, € um monoterpeno e é uma fragrancia encontrada em rosas e em 6leo de rosa
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como a rosa bulgara, geranio, damasco rosa, Laggera spp., Eucalyptus citriodora e
Dracocephalum heterophyllum (BABU et al., 2002; KUIATE; BESSIERE; ZOLLO,
2002). O 6xido de rosa também contribui para o sabor de algumas frutas como a lichia e
pode ser produzido industrialmente com base na foto-oxigenacdo do citronelol
(ALSTERS et al., 2010). Devido a sua aplicacdo comercial, muitos estudos relatam o uso
do 6xido de rosa na produgdo de aromas. No entanto, Nonato et al. (2012) em seu estudo
evidencia que o oxido de rosa possui atividade anti-inflamatdria relacionada a sua

capacidade de inibir a producéo de IL-1p.

Figura S: Estrutura molecular do 6xido de rosa em 2D (A) e 3D (B).

Legenda: (A-2B) Estrutura molecular bidimensional do 6xido de rosa; (B-3D) estrutura

molecular tridimensional do 6xido de rosa.

Na literatura ha poucos estudos realizados com o 6xido de rosa. Em virtude
disso, observou-se a necessidade de desenvolver este trabalho para elucidar sua agéo

farmacolodgica antidepressiva e possiveis mecanismos envolvidos em sua agao.

2.5 MODELAGEM IN SILICO DE PROPRIEDADES ADMET

Uso de técnicas computacionais no desenvolvimento e descoberta de farmacos
vem ganhando popularidade, implementacéo e apreciacdo. Diferentes termos estdo sendo
aplicados a essa area, incluindo a concepcdo de farmaco assistida por computador
(CADD), desenho de farmacos computacionais, design molecular assistido por

computador (CAMD), modelagem molecular assistida por computador (CAMM). O
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papel das técnicas computacionais inclui: (i) uso do poder de computacéo para agilizar o
processo de descoberta e desenvolvimento de medicamentos; (ii) alavancagem de
informacdes quimicas e bioldgicas das substancias e (iii) desenho de filtros in silico para
eliminar compostos com propriedades indesejaveis (SANTOS; VALE; COSTA 2017).

A descoberta e desenvolvimento de drogas s@o processos demorados e caros, € 0S
custos de desenvolvimento para um potencial composto aumenta significativamente a
medida que progride através do desenvolvimento clinico. A quimica combinatoria e
triagem de alto rendimento vem se tornando cada vez mais popular. A quimica
combinatdria permite que a mesma reacdo quimica seja usada para sintetizar grandes
bibliotecas de compostos, que sdo entdo submetidos a alta taxa de transferéncia e triagem
de alto desempenho. Esta abordagem aumentou a possibilidade de identificar novos
compostos (ALQAHTANI, 2017). As fracas propriedades farmacocinéticas, bem como
as questdes de toxicidade, sdo consideradas as principais razdes para terminar 0 processo
de desenvolvimento para candidatos a drogas. Assim, existe uma necessidade crescente
de métodos de rastreio robustos para fornecer informacédo precoce sobre as propriedades
de absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADME-Tox) dos
compostos (JONES et al., 2015).

Por mais de uma década, a previsdo in silico das propriedades dos compostos
ADME-Tox representou a pedra angular do desenvolvimento e descoberta de drogas. As
avaliacdes do ADME-Tox foram deslocadas para os estagios iniciais de desenvolvimento
do medicamento, porque varias dessas propriedades podem ser consideradas na
construcdo de bibliotecas combinatdrias (ALQAHTANI, 2017).

Os modelos ADME-Tox in silico, quando comparados com 0S ensaios
experimentais tradicionais, possuem uma aplicabilidade maior para atender a enorme
demanda gerada pela triagem em larga escala de novas moléculas. Além disto 0s ensaios
in vitro e in vivo apresentam desvantagens que limitam o seu uso em larga escala: sdo
complexos e dispendiosos em termos de materiais e infraestrutura e necessita de pessoa
qualificada (OPREA, 2002; HOU, XU, 2002).

O objetivo final da modelagem in silico das propriedades ADME-Tox é predizer
0 comportamento da disposi¢do in vivo de moléculas de drogas potenciais no corpo
humano, reunindo todos os processos cinéticos em um modelo inclusivo. A modelagem
farmacocinética com base na fisiologia (PBPK) integra todos os processos cinéticos, além

dos dados relacionados ao medicamento, para prever e simular o perfil farmacocinético
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de um medicamento no plasma e nos tecidos. Os modelos PBPK podem fornecer uma
estrutura mecanicista quantitativa para a previséo de exposicdes sistémicas e teciduais e,
quando combinados com modelos farmacodinamicos, podem ser usados para estimar o
tempo de resposta do farmaco para diversos regimes de dosagem em diferentes espécies,

populacdes ou estados de doenca (JONES et al., 2015).

2.6 MODELOS EXPERIMENTAIS DE DEPRESSAO

Os modelos animais sdo recursos indispensaveis na identificacdo de novos
farmacos antidepressivos mais efetivos, bem como no melhor entendimento da
fisiopatologia deste transtorno. Para isto, modelos animais de depressdao tém sido
desenvolvidos para que os resultados obtidos sejam extrapolaveis para os humanos.
Infelizmente esses modelos apresentam certas restricbes uma vez que sdo incapazes de
mimetizar caracteristicas mais psicolégicas, como sentimento de culpa, ideacdo suicida e
humor depressivo (SIBA, 2013).

Em razdo disto, ha alguns critérios, desenvolvidos por McKinney e Bunney
(1969), que devem ser lembrados quando se trata de modelos animais de depresséo,
possibilitando entdo a criacdo de um paralelo entre o comportamento animal (embora
carente de todos os sintomas da doenca) e a patologia em si. Por isso foram estabelecidos
critérios para validar os modelos animais de desordens psiquiatricas, que se dividem em:
validade de face ou semelhanga, que trata da similaridade entre o comportamento exibido
pelo animal e sintomas especificos da desordem em humanos; validade do constructo,
referente & semelhanca entre a interpretagéo tedrica do modelo e os conhecimentos sobre
a neurobiologia do disturbio; a validade preditiva baseia-se no isoformismo
farmacologico, quando um farmaco é efetivo na clinica e também no modelo animal
(MARKOU et al., 2009).

Modelos com validade preditiva como o teste do nado for¢ado (TNF) e o teste
de suspensdo da cauda (TSC) sdo amplamente utilizados para desenvolvimento de novos
farmacos, bem como para o melhor entendimento dos mecanismos neurais envolvidos na
depressdo (NESTLER et al., 2002; MCARTHUR; BORSINI, 2006)
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2.6.1 TESTE DO NADO FORCADO (TNF)

O Teste do Nado Forcado foi desenvolvido por Porsolt e colaboradores
(1978), na American National Standard, com ratos e, posteriormente, com camundongos.
O TNF tem sido, juntamente com o Teste de Suspensao da Cauda e o Teste do Desamparo
Aprendido, a ferramenta mais utilizada para avaliar atividade antidepressiva de farmacos
(DUMAN; MONTEGGIA, 2006).

Este modelo é de uso difundido nos laboratdrios por ser de facil utilizacéo e
apresentar confiabilidade no resultado e se baseia na observacdo de que roedores
colocados num cilindro com &gua, apds tentativas iniciais de fuga, rapidamente mostram
imobilidade, interpretada como prejuizo do comportamento esperado de tentar fugir ou
como desenvolvimento de comportamento passivo capaz de afastar o animal de formas
ativas de enfrentamento da situacdo estressora. Se um farmaco antidepressivo for
administrado entre as duas exposi¢des, o animal apresentard comportamento mais ativo,
persistindo na tentativa de escapar por tempo mais prolongado, quando comparado a
animal gque recebeu solucdo in6cua (PORSOLT et al., 1978; CRYAN et al., 2002).

Dentre os testes comportamentais que avaliam o efeito antidepressivo, o teste
do nado forgado é um dos mais amplamente utilizados, devido a sua elevada validade
preditiva, além de baixo custo e facil execucdo (SLATTERY; CRYAN, 2012).

2.6.2 TESTE DE SUSPENSAO PELA CAUDA (TSC)

O TSC em camundongos foi descrito por Steru e colaboradores (1985). Este
modelo foi desenvolvido para avaliar se a reducéo da imobilidade deveria ser interpretada
como um comportamento relacionado com efeito antidepressivo da substancia testada, ou
a um efeito estimulante da atividade locomotora tal como ocorre com uso de
psicoestimulantes (HUNT et al., 2006).

Nesse teste, 0s animais séo suspensos pela cauda impedidos de tocar o chéo
ou fugir, e defrontam-se com o conflito entre o estresse fisico gerado pela tentativa de
fuga sem sucesso e a motivagao para continuar tentando. Provavelmente, no momento em
que esse estresse fisico ultrapassa a motivagdo para a fuga, eles adquirem uma postura

imovel caracteristica (corpo e cabeca alongados, patas dianteiras unidas e traseiras
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separadas) cuja duragdo e frequéncia aumentam ao longo do tempo. Esse modelo tem
validade preditiva, uma vez que drogas com atividade antidepressiva utilizadas na terapia
da depressdo em humanos diminuem o tempo de imobilidade (efeito anti-imobilidade) de
camundongos nesse teste (CRYAN, MOMBEREAU; VASSOUT, 2005).

2.7 MODELO EXPERIMENTAL DE ATIVIDADE MOTORA
2.7.1 TESTE DO CAMPO ABERTO

Este modelo foi proposto por Hall (1936) para a avaliacdo da atividade
locomotora dos animais. O aparato consiste em uma caixa de madeira medindo 40x60x50
cm, com o chdo dividido em 12 quadrantes iguais. O nimero de quadrantes cruzados em
um periodo de 6 minutos é o parametro utilizado para avaliar a atividade locomotora
(RODRIGUES et al., 2013). Como farmacos que apresentam um efeito psicoestimulante
podem produzir um resultado “falso positivo” no TNF, o teste do campo aberto ¢

imprescindivel para se determinar a especificidade do efeito antidepressivo.

2.7.2 TESTE DE ROTAROD

O ROTAROD é um teste comportamental descrito pela primeira vez por
Dunham; Miya em 1957, muito utilizado para avaliar o desempenho psicomotor, o efeito
miorelaxante, a incoordenacdo motora e a capacidade de equilibrio provocado por

farmacos administrados em modelos animais (KUDAGI et al., 2012).

A coordenagdo motora dos animais sera avaliada utilizando o teste de
ROTAROD. O aparelho consiste de uma barra rotacional, que roda em uma velocidade
constante de 12 rpm. A barra é dividida em cinco compartimentos. O animal sera
posicionado na barra e assim que comecar a andar serd marcado o tempo. O tempo em

que o animal permanecer caminhando na barra sera registrado (RODRIGUES, 2013).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 PROCEDIMENTOS/ASPECTOS ETICOS

A pesquisa foi elaborada seguindo os principios éticos da experimentagdo
animal, estando de acordo com critérios propostos pela Lei n° 11.794 - 2008:
experimentacdo animal. Os protocolos experimentais foram submetidos ao Comité de
Etica em Experimentacdo com Animais da Universidade Federal do Piaui sendo aprovado
sob protocolo N°449/18.

3.2 TESTE IN SILICO

3.2.1 As Anédlises de ADMET (Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecéo e
Toxicidade)

Para a realizacdo do estudo de docking do éxido de rosa foram utilizadas as
ferramentas swisstarget prediction e swissdock. As estruturas alvo foram avaliadas
através das bases de dados do repositorio da RCSB PDB, sendo posteriormente trabalhada
no software Chimera 1.12. As estruturas de docking foram visualizadas no aplicativo
PyMol.

Para avaliacdo dos resultados de metabolismo foram utilizados os seguintes
critérios: se as substancias sofrem metabolismo de fase 1, se inibem alguma CYP e quais
CYP foram inibidas. Substancias que inibem 2 ou mais CYP, em especial CYP3A4 e
CYP2C9, podem interferir no metabolismo de um grande nimero de farmacos e outras
substancias, podendo contribuir para elevacdo da sua toxicidade. Para substancias que
inibem apenas uma CYP, pode ocorrer reducdo do numero de farmacos que possuem
interacdo farmacocinética com esta. Substancias néo inibidoras e ndo indutoras de CYP
sdo consideradas substancias ideais, pois ndo interferem no metabolismo de outros

farmacos.

Para a predicdo da mutagenicidade utilizou-se o Teste Ames, sendo usadas varias
estirpes da bactéria Salmonella typhimurium (TA98, TA100 e TA1535). A variavel
testada é a capacidade de o agente mutagénico provocar a reversao para o crescimento
em meio isento de histidina (AMES; MCCANN; YAMASAKI, 1995). Para interpretagéo

dos resultados do teste de Ames considerou-se positivo quando houve reversao da
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mutacdo em uma ou mais bactérias, negativo quando ndo foi observada reversdao da
mutacao nas mesmas. Quando houve falso positivo, isto €, ndo houve reversao da mutagdo
em nenhum clone da bactéria e mesmo assim o programa classificou como mutagénico,
0 resultado n&o foi considerado.

A predicdo do potencial carcinogénico dos compostos em roedores (Rodent
Carcingogenicity) foi realizada a partir dos dados de National Toxicology Program (NTP)
e FDA (Food and Drug Administration). Os resultados foram expressos em: +
carcinogénico e — ndo carcinogeénico.

Quanto a avaliacdo dos critérios de toxicidade em organismos marinhos, foram
considerados 0s seguintes parametros: toxicidade em algas - toxicos < 1 mg/L e ndo
toxicos > 1 mg/L (COSTA et., 2008); toxicidade em Daphnia sp - tdxico < 0,22 pg/mL e
ndo toxico > 0,22 pug/mL (GUILHERMINO et al., 2000); toxicidade em peixes Medaka
- muito toxico < 1 mg/L, tdxico entre 1-10 mg/L, prejudiciais entre 10-100 mg/L e nédo
toxico > 100 mg/L (ZUCKER, 1985).

3.2.2 Analises de Docking

O estudo da albumina, 6xido de rosa, receptores de serotina, glutamato e GABA
foi realizado por docking molecular, o composto foi acoplado usando SwissDock
(http://swissdock.ch), uma ferramenta web para rastreamento virtual baseado em ligantes
rapidos de pequeno a bibliotecas ultra-grandes sem precedentes de pequenas moléculas.
Apos a conclusdao do acoplamento, foram escolhidas as conformacgdes do ligante que
apresentam maior afinidade de ligacdo e menores energias ancoradas. As ligacbes de
hidrogénio, comprimentos de ligacdo e interacdes hidrofobicas entre enzimas e todos 0s
ligantes foram determinadas usando o programa PyMol. Os programas Chimera e PyMol
também sdo usados para inspecdo visual e representacdes graficas dos resultados do
docking. Para a geracao de graficos bidimensionais da proteina-ligante no sitio ativo das

enzimas utilizou-se o software Discovery Studio® Visualizer.

3.3 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus), variedade Swiss adultos

machos, pesando entre 25 e 30 g, foram acondicionados em gaiolas de acrilico e mantidos
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a 22 + 2°C com a agua e comida ad libitum, mantidos em um ciclo claro/escuro 12:12
horas (7:00-19:00 h). Os animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Piaui (UFPI) e mantidos no biotério setorial do LAPNEX da Universidade
Federal do Piaui nas mesmas condi¢cdes. ApOs 0s procedimentos experimentais, 0S
animais sofreram eutanasia com sobredose de Pentobarbital sodico, 150 mg/kg, via

intraperitoneal (i.p.) associado a 10 mg/Kg de lidocaina.

3.4 ADMINISTRACAO

Para cada teste comportamental os animais foram divididos obedecendo o tipo de
tratamento: Controle Negativo (CN) o qual foi administrado o veiculo (dgua destilada) de
0,1 mL/10g de peso, o0 Grupo Teste (GT) o qual os animais foram divididos em quatro
grupos de acordo com a dose recebida de 6xido de roa (OR) (12,5; 25; 50 e 100 mg/ Kg)
e 0 grupo Controle Positivo (CP) onde os animais receberam uma droga antidepressiva
de referéncia, fluoxetina (20 mg/Kg). Todos os compostos investigados foram
administrados por via oral (gavagem) em dose Unica, 60 min antes de cada teste

comportamental.

3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.5.1. Teste do Nado Forgado (TNF)

No TNF foram utilizados 36 camundongos distribuidos nos seguintes grupos:
Foram utilizados para este experimento trés grupos: grupo controle negativo CN), grupo
teste (GT) sendo este grupo dividido em quatro subgrupos de acordo com a dose de 6xido
de rosa, Grupo 1 - 12,5 mg/Kg, Grupo 2 - 25 mg/Kg, Grupo 3 - 50 mg/Kg, Grupo 4- 100
mg/Kg; e grupo controle positivo (CP), sendo 6 animais por grupo. O grupo CN composto
por 6 animais recebeu aplicacdo do veiculo na dose de 0,1 mL/10g de peso. O grupo CP
composto por 6 animais recebeu 20mg/Kg de fluoxetina.

O TNF foi realizado segundo o protocolo estabelecido por Porsolt et al. (1977).
Cada camundongo foi colocado em um cilindro plastico de 10 cm de diametro e 24 cm
de altura contendo 19 cm de altura de agua, a temperatura de 25°C + 1°C. O tempo de

imobilidade do animal foi definido com a auséncia de movimentos ativos, ou seja,
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movimentos necessarios apenas para manter sua cabeca acima da dgua e quando o animal

estiver flutuando, o tempo foi cronometrado durante 5 minutos.

3.5.2 Teste de Suspensdo da Cauda (TSC)

Para o experimento de TSC foram utilizados 30 camundongos organizados da
seguinte forma: grupo CN, GT sendo este grupo dividido em trés subgrupos de acordo
com a dose de 6xido de rosa, Grupo 1 — 25 mg/Kg, Grupo 2 — 50 mg/Kg, Grupo 3 — 100
mg/Kg; e grupo CP, sendo 6 animais por grupo. O grupo CN composto por 6 animais
recebeu aplicacdo do veiculo na dose de 0,1 mL/10g de peso. O grupo CP composto por
6 animais recebeu 20 mg/Kg de fluoxetina. O Teste de Suspensao pela Cauda foi realizado
obedecendo o método descrito por Steru et al. (1985). Os camundongos foram suspensos
50 cm acima do ch&o por uma fita adesiva e o tempo de imobilidade registrado durante 5
minutos. Considera-se uma invasdo quando o animal coloca as quatro patas dentro do
quadrante. Os animais foram isolados acusticamente e visualmente. Os camundongos
foram considerados imdveis apenas quando pendurados passivamente e completamente

imoveis.

3.5.3. Teste do Campo Aberto (TCA)

No TCA foram utilizados 42camundongos organizados da seguinte forma: grupo
CN, GT sendo este grupo dividido em 5 subgrupos de acordo com a dose de 6xido de
rosa, Grupo 1 - 6,25 mg/Kg, Grupo 2 - 12,5 mg/Kg, Grupo 3 — 25 mg/Kg, Grupo 4 — 50
mg/Kg, Grupo 5 — 100 mg/Kg e grupo CP, sendo 6 animais por grupo. O CN composto
por 6 animais recebeu aplicacdo do veiculo na dose de 0,1 mL/10g de peso. O grupo CP
composto por 6 animais recebeu 20 mg/Kg de fluoxetina. Este modelo realizado obedeceu
ao meétodo proposto por Hall (1936) para a avaliacdo da atividade locomotora dos
animais. Cada camundongo foi colocado no centro da gaiola onde procedeu o registrado
do nimero de quadrantes cruzados em um periodo de 5 minutos. O aparato consistiu em
uma caixa de madeira medindo 40x60x50 cm, com o ch&o dividido em 12 quadrantes

iguais.

3.5.4 Teste de ROTA ROD.
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Para a realizacdo do teste de ROTAROD foram utilizados 24 camundongos.
Sendo utilizados dois grupos testes: grupo 1 e grupo 2, sendo 6 animais por grupo o qual
serdo utilizadas as doses de 25 mg/Kg e 50 mg/kg de éxido de rosa. O grupo CN sera
composto por 6 animais que receberdo veiculo na dose de 0,1 mL/10 g de peso. O grupo

CP sera composto por 6 animais que receberdo 20 mg/Kg de fluoxetina.

Na barra giratdria foram avaliados a coordenacéo motora e o possivel relaxamento
muscular (MARQUES; MELO; FREITAS, 2012). Os animais serdo colocados um de
cada vez, com as quatro patas apoiadas sobre uma barra giratoria durante trés minutos.
Todos os animais passardo por um pré-teste na barra giratoria para se habituarem as
condicBes do equipamento antes de realizarem os experimentos. Os critérios para
avaliacdo desse teste serdo o tempo de permanéncia na barra giratéria, em segundos, € 0

numero de quedas.

3.5.5 . Avaliacdo do mecanismo de acdo antidepressiva do oxido de rosa no TNF.

Envolvimento do sistema serotoninérgico

Para investigar a participacdo dos receptores 5-HT1A no efeito antidepressivo do
Oxido de rosa, os animais foram pré-tratados com WAY100635 (0,1mg/kg, s.C.,
antagonista seletivo de receptores 5-HT1A) e ap6s 30 min da administracdo, os animais
receberam Oxido de rosa na dose de 50mg/Kg. Decorridos 60 minutos os animais foram
submetidos ao TNF. (Kaster et al. 2005).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando One-Way ANOVA seguido do pds teste de
Tukey. Para todos os testes foi considerado um nivel de significancia de 5%. Os
resultados foram expressos como médias e desvio padrdo. Os resultados foram

considerados significativos quando houve uma diferenca estatisticamente (p <0,05).
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4.1 Andlises de ADMET (Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecéo e

Toxicidade)

Na Tabela 2 pode-se observar os valores previstos de absorcéo de LogP, Logs,
AlH, Caco?2 previstos para 0 OR. Entre as propriedades moleculares que influenciam a

absorcdo se destacam a solubilidade e lipofilia.

Tabela 2: Predicdo de absorgio do Oxido de Rosa pela analise ADMET in silico.

Predicédo de Absorc¢ao

Oxido de Rosa

SKlogP_valor 2.84935
SKlogS_puro -2.34974
Absorgéo Intestinal em Humano — AIH 100%
(%)
CACO2 (nm/seg) 38.1376

Na Tabela 3 pode-se observar grau de permeabilidade de uma substancia em
células renais, barreira Hematocefalica, pele e seu potencial de ligacdo com proteinas

plasmaticas.

Tabela 3: Predicdo de distribui¢io do Oxido de Rosa pela analise ADMET in silico.

Predicao de Distribuicgéo Oxido de Rosa
SKlogD_valor 2.84935
Penetracdo da Barreira Hematoencefalica (BHE) in vivo 2.40358
Ligacdo as Proteinas Plasmaticas 100.000
Inibicdo _Pgp Nao
MDCK (mandin darby canine kidney) — Permeabilidadde 100%
celular in vitro

Na Tabela 4 pode-se observar os valores previstos para metabolizacédo e

excrecdo do Oxido de rosa.
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Tabela 4: Predi¢iio de metabolizagdo e excregdo do Oxido de Rosa pela analise ADMET

in silico.

Predicédo de Metabolizacédo e Excrecdo

Oxido de Rosa

CYP_2C19 inibicao Inibidor
CYP_2C9 inibigéo Inibidor
CYP_2D6 inibicéo Né&o
CYP_2D6 substrato Fracamente
CYP_3A4 inibicdo Néo
CYP_3A4 substrato Fracamente

A tabela 5 mostra os pardmetros de toxicidade previsto para o Oxido de rosa.

Tabela 5: Predicio de toxicidade do Oxido de Rosa pela anélise ADMET in silico.

Predicdo de Toxicidade

Oxido de Rosa

Algas (mg/mL) 0.03486
Teste de AMES Mutagénico
Carcinogénicidade em camundongos Positivo
Carcinogénicidade em ratos Negativo
Inibicdo da hERG Médio risco
Medaka (mg/mL) 0.33846
Daphnia (mg/mL) 0.58637
Minnow (mg/mL) 0.13390
TA100-10RLI Negativo
TA100-NA Positivo
TA535-10RLI Negativo
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A tabela 6 mostra os parametros farmacocinéticos e fisico-quimicos considerando
a regra de Lipinsk.

Tabela 6: Propriedades fisico-quimicas do 6xido de rosa in silico.

Propriedades Fisico-quimicas Oxido de Rosa
Foérmula C10H2002
Log P 2.84935
Massa Molecular (MM) 172,6 g.mol*
N° de aceptores de ligacdo de Hidrogénio 2

N° de Doadores de Ligacao de Hidrogénio 1

Area Superficial Polar (ASP) 18.45 A?

Legenda: log P < 5, Massa Molecular < 500, aceptores de ligagdo de Hidrogénio < 10 e doadores de
ligagdo de hidrogénio <5, ASP < 140A2? (LIPINSKI, 2004).

4.2 Estudo de Dockagem

Conforme os dados obtidos no estudo de alvos de ligacdo para o compostos
foram realizados teste de docking em receptores de membrana celular: receptore GABA,
de glutamato e 5-HT, e na protéina de transporte albumina. Em todos os teste foram
encontrados diversos pontos de dockagem com energia de ligacdo favoravel para cada
estrutura analisada. No quadro 1 podemos observar, que aA docagem do 6xido de rosa
em receptores GABA dar-se atraves das interacdes de Van der Waals do composto com
os aminoacidos valienamina, homosserina, isoleucina, leucina, tirosina, treonina,
asparagina e triptofano com um AG de ligagdo estimado em — 22,80 KJ/mol paras as
ligacGes do composto com os receptores GABA. Com glutamato as interacdes ocorrem
nos aminoacidos argenina, tirosina, prolina, valienamina e homosserina, com AG de
ligacdo estimado em — 23,60 KJ/mol para ligagdo com o glutamato. O composto também
apresenta pontos de docking em receptores de serotonina com AG de ligagao estimado
em — 23,50 KJ/mol. O docking também foi realizado em albumina, onde foi encontrada

um AG de ligagdo estimado em — 22,72 KJ/mol.
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Quadro 1: Localizacdo e tipo de ligacdo do oxido de rosa apés teste de docking em

receptores de membrana celular: receptor

protéina de transporte albumina.

GABA, de glutamato e serotonina, e na

Proteina/
Receptor | Sitio de interagdo do ligante em 3D | gitig de interacdo do ligante
Enzimatico em 2D
" i
Albumina 4 B gy
Try-134 Ui
; £
o 8
Albumina -
Try-212 U
ik
r‘is‘?%
#a
Receptores . Hith
Serotoninérgi )T i
cos £
5 53 1
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256
Receptores g 24t
Glutamato
it
£
5 B
Receptores Ay o
GABA B 58
8 gy,
£1%
Interactions Interactions
[ van der Waals 0 v der Wads [ Al
- Hhogen B 1 Carbon Hydrogen Bond g

Quadro 02: Codigos “PDBs” das proteinas e receptores utilizados como alvo para o

oxido de rosa em modelos in silico de docking.

Protemg/ Rgceptor Cddigo PDB | Cadeia Re5|du9 ativo Organismo
enzimatico do sitio
Try-134 bos taurus
Albumina 4F5S A
Try-212 bos taurus
Recepto_re§ _ 6BQG A Asp-134 human being
Serotoninérgicos
Receptores Glutamato _
5KZN A Mg?* human being
Receptores GABA B 4F11 A Gly-424 _
human being




Quadro 03: Sitios ativos
docking.

de ancoragem do Oxido de Rosa em modelos in silico de
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Proteina/ Receptor Marcador do | Full Fitness AG
enzimatico sitlo ativo (kcal/mol) (kcal/mol)
Try-134 -4003,54 -6,81
Albumina
Try-212 -4002,10 -6,49
Recepto_re§ _ Asp-134 -2318,14 -6,43
Serotoninérgicos
Receptores Glutamato -2501,66 -6,46
Mg?*
Receptores GABA B Gly-424 -2300,40 -6,29

4.3 Efeito da administragdo do 6xido de rosa no tempo de imobilidade dos animais

no teste de nado forcado.

No TNF o tratamento com 6xido de rosa nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg foram

capazes de alterar o tempo de imobilidade dos animais quando comparado ao grupo

controle negativo. Entretanto, a dose de 12,5 mg/Kg de éxido de rosa (OR) nédo reduziu

o tempo de imobilidade dos animais (Figura 11). O controle positivo utilizado no teste,

Fluoxetina 20 mg/kg, reduziu o tempo de imobilidade dos animais.
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Figura 6: Efeitos do tratamento do 6xido de rosa em diferentes doses, no tempo de
imobilidade em teste nado forcado em camundongos.
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Legenda: **=p<0,01 quando comparado ao grupo controle negativo (CN); CN (Controle
Negativo); FLX 20 (Fluoxetina 20 mg/Kg v.0.); OR 12,5 (Oxido de Rosa 12,5 mg/Kg,
v.0.); OR 25 (Oxido de Rosa 25 mg/Kg, v.0.); OR 50 (Oxido de Rosa 50 mg/Kg, v.0.);
OR 100 (Oxido de Rosa 100 mg/Kg, v.0.).

4.4 Efeito da administragédo do 0xido de rosa no tempo de imobilidade dos animais
pelo teste de suspensdo da cauda.

O tratamento com OR nas doses de 25 e 100 mg/kg ndo foram capazes de alterar
o0 tempo de imobilidade dos animais quando comparado ao grupo controle negativo, no
teste de suspenséo pela cauda. Entretanto, a dose de 50 mg/Kg de OR reduziu o tempo de
imobilidade dos animais (Figura 12). O controle positivo utilizado no teste, Fluoxetina

20 mg/kg, reduziu o tempo de imobilidade dos animais.
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Figura 7: Efeitos do tratamento do Oxido de rosa em diferentes doses, no tempo de
imobilizagéo no teste de suspenséo da cauda em camundongo.
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LEGENDA: **= p<0,01 quando comparado ao grupo controle negativo (CN); CN
(Controle Negativo); FLX 20 (Fluoxetina 20 mg/Kg v.0.); OR 12,5 (Oxido de Rosa 12,5
mg/Kg, v.0.); OR 25 (Oxido de Rosa 25 mg/Kg, v.0.); OR 50 (Oxido de Rosa 50 mg/Kg,
v.0.); OR 100 (Oxido de Rosa 100 mg/Kg, v.0.).

4.5 Efeito da administracdo do 6xido de rosa no numero de invasfes no teste do
campo aberto.

No teste de campo aberto nenhum dos tratamentos produziu alteracdo na atividade
exploratdria dos animais que os permitissem diferencia-los do grupo controle (Figura 13).
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Figura 8: Efeitos do tratamento do éxido de rosa em doses crescentes, em relacdo ao
ndmero de cruzamentos no teste de campo aberto.

N® de invasoes

Legenda: CN (Controle Negativo); FLX 20 (Fluoxetina 20 mg/Kg v.0.); OR 6,25 (Oxido
de Rosa 6,5 mg/Kg, v.0.); OR 12,5 (Oxido de Rosa 12,5 mg/Kg, v.0.); OR 25 (Oxido de
Rosa 25 mg/Kg, v.0.); OR 50 (Oxido de Rosa 50 mg/Kg, v.0.); OR 100 (Oxido de Rosa
100 mg/Kg, v.0.).

4.6 Efeito da administracdo do 6xido de rosa no tempo de permanéncia na barra
giratdria no teste Rota rod.

O tratamento com OR no teste de Rota rod na dose de 50 mg/kg néo foi capaz
de alterar o tempo de permanéncia dos animais na barra giratoria quando comparado ao
grupo controle. Entretanto, a dose de 25 mg/Kg de 6xido de rosa reduziu o tempo de
permanéncia dos animais na barra giratoria (figura 14). O controle positivo utilizado no
teste, Fluoxetina 20 mg/kg, néo foi capaz de alterar o tempo de permanéncia dos animais

na barra giratéria quando comparado ao grupo controle.
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Figura 9: Efeitos do tratamento do 6xido de rosa em diferentes doses, no tempo de
permanéncia na barra giratoria no teste Rota Rod.
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LEGENDA: **= p<0,01 quando comparado ao grupo controle negativo (CN); CN
(Controle Negativo); FLX 20 (Fluoxetina 20 mg/Kg v.0.); OR 12,5 (Oxido de Rosa 12,5
mg/Kg, v.0.); OR 25 (Oxido de Rosa 25 mg/Kg, v.0.); OR 50 (Oxido de Rosa 50 mg/Kg,
V.0.).

4.7 Efeito da administracdo do oxido de rosa e Way no tempo de imobilidade dos
animais no teste de nado forgado.

No TNF o tratamento com OR (Figura 15) na dose, 50 mg/kg e Fluoxetina 20
mg/kg foram capaz de alterar o tempo de imobilidade dos animais quando comparado ao
grupo controle negativo. Entretanto, quando administrado o OR na dose de 50 mg/Kg
associado ao Way na dose de 0,1 mg/Kg, ndo observou alteracdo no tempo de imobilidade

dos animais quando comparado ao controle negativo.
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Figura 10: Efeitos do tratamento do 6xido de rosa e way, no tempo de imobilidade em
teste nado forcado.
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LEGENDA: **= p<0,01 quando comparado ao grupo controle negativo (CN); CN
(Controle Negativo); FLX 20 (Fluoxetina 20 mg/Kg v.0.); WAY 0,1 (WAY100635,
0,1mg/kg s.c); WAY 0,1 + OR 50 (WAY100635, 0,1mg/kg s.c, associado com oxido de
rosa 50 mg/Kg v.0.); OR 50 (Oxido de Rosa 50 mg/Kg, v.0.).

4.8 Efeito da administracdo de dose subclinica do 6xido de rosa no tempo de
imobilidade dos animais no teste de nado forgado.

No TNF o tratamento com OR na dose de 12,5 mg/Kg ndo reduziu o tempo de
imobilidade dos animais, mas quando administrado com a dose subclinica de Fluoxetina
10 mg/Kg, observou-se um sinergismo com diminuicdo do tempo de imobilidade dos
animais quando comparado ao grupo controle negativo (Figura 16).

Figura 11: Efeitos do tratamento do 6xido de rosa em dose subclinica, no tempo de
imobilidade em teste nado forgado.
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Legenda: **=p<0,01 quando comparado ao grupo controle negativo (CN); CN (Controle
Negativo); FLX 20 (Fluoxetina 20 mg/Kg v.0.); FLX 10 (Fluoxetina 10 mg/Kg v.0.); OR
12,5 (Oxido de Rosa 12,5 mg/Kg, v.0.); FLX 10 +OR 12,5 (Fluoxetina 10 mg/Kg v.o+
Oxido de Rosa 12,5 mg/Kg, v.0.).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo foi investigado a predicdo e descritores significativos do
composto Oxido de rosa em relacdo a mutagenicidade e nivel de dosagem toxicologica
para diferentes tecidos (Tabela 5). As propriedades farmacologicamente relevantes foram
previstas usando o servidor computacional PreADMET e SwissADME. Investigamos
ainda o efeito antidepressivo do éxido de rosa em modelos experimentais de depressao.
As analises de ADMET (Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade)
(Tabelas 2, 3, 4 e 5) sdo importantes na avaliacdo da farmacocinética de uma molécula
candidata a medicamento (SAURAV et al., 2014). Atualmente, ferramentas
computacionais on-line e off-line sdo capazes de auxiliar na previsdo e analise de perfis
ADMET.

Uma baixa solubilidade do farmaco estd relacionada a uma alta lipofilia,
entretanto, moléculas muito hidrofilicas (baixa lipofilia) também apresentam problemas
de permeabilidade, resultando em uma absor¢ao inadequada. A lipofilia esta associada ao
coeficiente de particdo (Log P) que representa a passagem do meio extracelular para o
meio intracelular através da bicamada lipidica. Normalmente, a lipofilifcidade ¢ um bom
preditor da penetracdo da BHE (GOLANI, 2015). Os valores de LogP recomendados para
os farmacos atuarem no SNC estao entre 1 ¢ 4 (EIGENMANN et al., 2019), baseado nisto
0 OR indica uma boa lipofilicidade com possivel acdo no SNC (Tabela 2). A solubilidade
aquosa pode afetar significativamente a capacidade de absorcdo e distribuigdo no meio
biologico, tendo como parametro para avaliagdo da solubilidade o LogS, cujo valor
desejavel seja maior que -4 mol/L (NUNES, 2016). Para o parametro de LogS o OR ndo
demonstrou valores como o estimado, mas de acordo com Ritchie e Macdonald nem todos
os medicamentos disponiveis se enquadram na regra estabelecida.

O processo de absorcdo é imprescindivel para a poténcia farmacologica das
substancias (KOVACEVIC et al., 2014; TRIFUNOVIC et al., 2016). Prever a absorcao
intestinal humana (AIH) de drogas é um dos principais mecanismos da passagem entre as
membranas, sendo um parametro muito importante para identificar potencial candidato a
drogas, bem como prever sua via de admistracdo e eficacia (MITEVA et al., 2006;
VISTOLI; PEDRETTI; TESTA, 2008). Para avaliacdo de AIH foram considerados: 0 a
20% baixa absorcéo, 20 a 70% absorcdo moderada, 70 a 100% alta absorcdo (NUNES,

2016) Os testes in silico prevéem a porcentagem de absorc¢do intestinal humana (AlH %)
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de 100% para o candidato a farmaco em estudo, 0 que demonstra que o Oxido de rosa €
capaz de ser completamente absovido pelo intestino (YEE, 1997). Foram considerados
0s respectivos critérios para permeabilidade em células Caco2 - Alta permeabilidade >70
nm/sec, média permeabilidade 4-70 nm/sec e baixa permeabilidade <4 nm/sec
(YAZDANIAN, M. et al., 1998). Em relacdo a permeabilidade em células Caco2 esta
relacionada a absorgéo intestinal e utilizadas como modelo para sele¢cdo de candidatos a
farmacos para via de administracdo oral, o sistema classifica 0 OR como de média
permeabilidade através do epitélio intestinal (VISTOLI; PEDRETTI; TESTA, 2008).

Quanto aos valores de MDCK (Tabela 3), sdo uteis para o rastreio rapido da
permeabilidade da membrana celular, isso significa que o OR apresenta uma média
permeabilidade em células renais (>500 — alta permeabilidade, entre 25-500 — média
permeabilidade, <25 — baixa permeabilidade) (VISTOLI et al., 2008; YAMASHITA et
al., 2000). A avaliacdo in silico de MDCK prediz o grau de permeabilidade de uma
substancia em células renais demonstrando assim seu perfil de excre¢do pela urina, esse
parametro é importante, pois aponta se a substancia testada permanece ou ndo por muito
tempo no sistema bioldgico, em outras palavras se a substancia permanece tempo
suficiente para gerar efeito farmacoldgico, mas é devidamente excretada evitando
toxicidade (HAWERROUTH, 2015).

O OR apresenta boa absor¢cdo em relacdo a penetracdo de barreira
hematoencefalica (BHE) (Tabela 3), esse parametro € importante em estudos de ADMET,
uma vez que fornece informacdes sobre drogas terapéuticas no SNC, o modelo de ligagédo
as proteinas plasmaticas, sua disposicao e eficacia (HARIKA et al., 2017; SEKHAR et
al., 2014).Foi utilizado o respectivo paradmetro para avaliagdo da penetracdo da BHE:
atravessa livremente a BHE >2,0, atravessa de forma moderada a BHE 2,0-0,1 e atravessa
de forma reduzida ou nédo atravessa <0,1 (AJAY; MERMIS; MURKCO, 1999). Por se
tratar de uma molécula de acdo no SNC (Sistema Nervoso Central) é de fundamental
importancia alta permeabilidade na barreira hematoencefalica assim, testes de BHE in
silico séo ferramentas cruciais para ajudar a prever a absorcao cerebral de candidatos a
farmacos antes de estudos dispendiosos e laboriosos in vivo (CHO et al, 2017). Sabe-se
que moléculas com peso molecular menor que 500 Da alcangam facilmente o0 SNC, o OR
atende esse requisito podendo tornar-se um novo farmaco disponivel no mercado devido
seus bons valores de BHE associado a baixo peso molecular (Tabela 5).

Clark (2003) leva em consideracdo os valores de LogD, algoritimo do
coeficiente de distribuicdo de um composto é recomendado quando este apresenta valor
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no intervalo de 0-3, a distribui¢do dos farmacos nos tecidos esta relacionada com a ligacéo
as proteinas plasmaticas (albumina, glicoproteina P e lipoproteinas) (Tabela 3). A ligacao
as proteinas plasmaticas é outra propriedade farmacocinética muito importante no
planejamento de farmacos. Possui papel central no transporte de farmacos no organismo
humano, afetando de forma significativa a distribuicdo e excrecdo, e consequentemente
os efeitos farmacoldgicos e toxicoldgicos (MODA, 2007).

O OR apresentou forte ligagdo a albumina, tendo como bases 0s respectivos
valores: ligado fortemente a albumina >90% e ligacdo moderada a fraca a albumina
<90%(14). Os farmacos com baixa ligacdo a albumina estdo mais disponiveis para a
distribuicéo aos 6rgdos e tecidos, incluindo SNC. Apenas o farmaco livre esta disponivel
para difusdo passiva através da BHE, e consequentemente, para efeito farmacoldgico, no
entanto, a por¢éo ligada pode atuar como um reservatorio ou depdsito para qual o farmaco
é liberado lentamente na forma ndo ligada. A medida que o farmaco é metabolizado e/ou
excretado do corpo a fracdo ligada ira ser liberada a fim de manter o equilibrio (GOLANI;
GOLANI, 2015). A glicoproteina-P tem baixa capacidade de ligacéo e alta afinidade,
portanto, farmacos para 0 SNC ndo devem ser um substrato de glicoproteina-P eficiente
e um ligante de albumina sérica de elevada afinidadecapacidade (HAWERROUTH,
2015).

A permeabilidade da pele (Tabela 3) também é outro parametro importante
em ensaios de ADMET, pois permite prever a taxa de permeabilidade da pele, um
parametro crucial para a absor¢do transdérmica de medicamentos e para a avaliacdo de
risco de quaisquer tipos de produtos quimicos que entram em contato com a pele
acidentalmente ou por design (GLEESON, 2008). Os valores dos testes in silico
comparados aos valores de referéncias na literatura (EDDERSHAW; BERESFORD;
BAYLISS, 2000; LAGORCE et al., 2008) demonstram que 0 composto apresenta uma
boa absor¢éo via cutanea.

O composto em estudo apresenta segundo os testes in silico no preADMET
atividade inibidora para as enzimas CYP2C19 e CYP2C9 (Tabela 4). Esse tipo de inibigéo
resulta no aumento das concentrag¢fes plasmaticas dos medicamentos e, em alguns casos,
podem ocorrer resultados adversos (GHOSE; VISWANADHAN; WENDOLOSKI,
1998; SEKHAR et al., 2014; TEAGUE et al., 1999). Como observado na Tabela 4, a
substancia ndo apresenta atividade inibidora quanto ao gene CYP2D6, responsavel pelo
metabolismo oxidativo de muitas drogas e produtos quimicos no ambiente celular, e

envolvido no metabolismo de drogas como antiarritmicos, antagonistas de adrenoceptores
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e antidepressivos. Apresentando apenas baixa atividade quanto a atividade como
substrato enzimético dessa proteina. O citocromo CYP3A4, enzima responsavel pela
oxidacdo de xenobidticos, essa isoforma é responséavel pela metabolizacdo de 50% dos
farmacos além de ser a forma mais predominante no figado, também néo sofre inibicéo
pelo composto, que atua discretamente como substrato dessa enzima. O composto
também ndo apresenta capacidade inibidora contra a glicoproteina de permeabilidade (P-
gp), que atua como bomba de efluxo de drogas de células localizadas no intestino delgado,
barreira hematoencefalica, hepatdcitos e tabulo proximal do rim, servindo uma funcao
protetora para o corpo contra substancias estranhas (OPREA, 2000).

Estudos toxicoldgicos in silico sdo essenciais para compreender mecanismos
de interacdo entre agentes toxicos e alvos importantes, de forma a permitir um
planejamento racional de farmacos com baixa afinidade para esses alvos. Quanto a
avaliacdo da toxicidade do OR (Tabela 5), a substancia analisada foi positivo para o teste
de Ames (Tabela 5), um método simples para testar a mutagenicidade de um composto,
que usa Vvarias cepas da bactéria Salmonella typhimurium que carregam mutagdes em
genes envolvidos na sintese de histidina (ARAKI et al., 2004; PRIVAL,; ZEIGER, 1998).
O teste no preADMET (Tabela 5) previu também toxicidade para TA100, uma cepa de
Salmonella typhimurium que é frequentemente usado no teste de Ames (AMES et al.,
1972). Atualmente, peixes pequenos sdéo comumente usados como modelos de pesquisa
de toxicologia em todo o mundo, sdo em grande parte espécies de agua doce, como o
minnow de cabeca gorda (Pimephales promelas), medaka (Oryzias latipes), com
concentragdo de toxina méaxima aceitavel de 0.1 e 0,3 mg.L™?, desta forma o OR n&o
apresenta efeito de toxicidade a essas espécies de peixes analisadas (ANKLEY;
VILLENEUVE, 2006; MAKI, 1979; PADILLA et al., 2009). No entanto, a substancia
mostrou carcinogenicidade, capacidade de causar cancer em camundongos quando
expostos ao OR. Os testes de toxicidade aguda para roedores, peixes, Daphnia, e o teste
de inibicdo de crescimento em algas foram realizados com base em propriedades fisico-
guimicas e ecotoxicoldgicas segundo dados obtidos e baseados na diretiva 92/32/CEE da
legislacdo europeia em matéria de substancias quimicas (WEYERSet al., 2000), desta
forma o composto tem a capacidade de poder causar efeitos adversos apenas a longo prazo
no meio ambiente aquatico (solubilidade < 1mg/L). O OR apresenta medio risco para a
inibicdo do gene hERG, que codifica o canal de potassio de tensdo retificada para dentro

no coragdo (IKr) envolvido na repolarizacéo cardiaca.
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A tabela 6 mostra os parametros farmacocinéticos e fisico-quimicos
considerando a regra de Lipinski, nos quais estabelece que uma molécula deve apresentar
valores para 4 parametros multiplos de 5, a molécula para ser bem absorvida deve possuir
Log P <5 (ser capaz de solubilizar em agua e atravessar membranas), peso molecular <
500 Da, no maximo 10 grupos aceptores de hidrogénio e no maximo 5 doadores de
hidrogénio e alguns extensores como numero de ligagdes rotacionais (nRot<10) e area de
superficie polar (ASP < 140A2) (LIPINSKI, 2004). A regra de Lipinski avalia se um
determinado composto possui propriedades fisico-quimicas adequadas para serem
biodisponiveis por v.o. (LIPINSKI, 2004; MIGNANI et al., 2016). O OR é uma molécula
promissora pois a analise demonstra que o OR teoricamente tera bom comportamento
farmacocinético, biodisponibilidade e bioatividade, visto que, o OR n&o viola nenhum
parametro da “regra dos cinco”, caracteristicas essenciais para uma estrutura quimica
candidata a farmaco.

Deacordo com Matsoon et al. (2016) a permeabilidade celular, absorgéo e
biodisponibilidade sdo caracteristicas fundamentais para compostos protétipos, e,
normalmente, sdo conseguidas por farmacos de baixa MM. Hipoteticamente, o aumeto
da MM tem sido correlacionado com a diminuicéo da solubilidade e da permeabilidade
e com 0 aumento do efluxo mediado por transportador e toxicidade. O aumento da
lipofilicidade (representado po LogP) promove o aumento da permeabilidade celular com
consequentemente acimulo em membranas e tecido adiposo, e risco de toxicidade
(MATSSON et al., 2016). Entdo, LogP indica boa permeabilidade a substancia em estudo.

Para Alex et al. (2011), a ASP esta associada com a capacidade de formar
ligagdes de hidrogénio e facilitar o transporte entre as membranas, um
composto/molécula que apresente valor de ASP dentro do desejado aumenta a
probabilidade de uma boa absorcao oral, caracterista esta que se encaixa o OR. Conforme
He e Lee (2015), as moléculas séo capazes de modificar sua corfomacdo para interagir
com seus receptores, ligantes mais flexiveis ligam-se facilmente a uma quantidade maior
de receptores diversos, desta forma esta relacionado a eficacia clinica. O OR apresenta
boa flexibilidade e conformacgdo sendo capaz de permear mebranas biologicas para

interagir com seus receptores alvo.

Quanto a regra dos cinco e regra leadlike (protétipo-similar) o composto ndo
apresenta violagdes, obedecendo assim, a todos os seus parametros, podendo de acordo

com esses indices qualificar o OR como do tipo druglike. Moléculas do tipo Leadlike séo
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geralmente menores e permitem incorporaces estruturais para aumentar a eficacia
durante a otimizacéo de leads, podendo, também, serem incorporadas em processos de
otimizacdo de leads (VISTOLI et al., 2008).

Os testes mais conhecidos para determinacdo da atividade antidepressiva sdo 0s
testes de nado forcado e suspensdo da cauda (MOON et al., 2018; POVARNINA et al.,
2018). Em ambos os testes a imobilidade corresponde a um estado depressivo em resposta
a situacdo inescapével em que o animal é colocado. De modo geral as drogas de acao
antidepressiva sdo capazes de prolongar o tempo em que o0 animal apresenta
comportamento de fuga que é inversamente proporcional ao tempo de imobilidade
(PIMENTA et al., 2016). Quando os tratamentos antidepressivos sdo administrados antes
0s testes, 0s animais persistirdo ativamente em envolver-se em comportamento de fuga,
por periodos mais longos do que apds o tratamento do veiculo (FREITAS et al., 2010).

Neste estudo, o tratamento com éxido de rosa nas doses de 25,50 e 100 mg/Kg
foram capazes de alterar o tempo de imobilidade dos animais atraves do teste do nado
forcado (Figura 6). No teste de suspenséo da cauda observamos resposta semelhante na
dose de 50 mg/Kg de peso (Figura 7). Embora tanto o TSC quanto o TNF sejam
semelhantes em suas construcdes e objetivos, eles sdo diferentes em termos de substratos
biol6gicos que subjacente ao comportamento observado (FREITAS et al., 2010). TSC foi
proposto ter maior sensibilidade farmacol6gica quando comparada com o TNF (CAN et
al., 2012). Estabelecendo assim a dose de 50mg/Kg de peso como sendo a melhor dose
de efeito antidepressivo.

Os resultados do oxido de rosa foram semelhantes ao observado no grupo
controle positivo (fluoxetina), ndo observando diferencas significativas. A Fluoxetina
estd entre as drogas farmacéuticas mais utilizadas na terapia antidepressiva
(FERNANDES et al., 2012). Atua como inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina
(ISRSs), além de induzir a neurogénese hipocampal em roedores (MICHELIA et al.,
2018).

Para avaliar a acdo do o0xido de rosa sobre a atividade motora, utilizamos o
teste de campo aberto. Os resultados demonstraram que 0s grupos tratados com 6xido de
rosa e fluoxetina ndo apresentaram alteracdo, no nimero de quadrados invadidos pelos
animais no teste, quando comparados ao grupo veiculo (Figura 8). Estes resultados
demonstram que o 6Oxido de rosa ndo altera a atividade motora dos animais. Tais
comportamentos como explorar 0 ambiente circundante, concorda com sintomas clinicos

de animais sem alteracdo motora (XIE et al.,, 2012). Em roedores, o reduzido
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comportamento exploratério em um ambiente desconhecido reflete uma "perda refrataria
de interesse™ esta relacionado a anedonia, que ¢ a perda da capacidade de sentir prazer,
proprio dos estados gravemente depressivos, porque coisas estranhas sdo normalmente
vistas como recompensador em roedores (UTTL et al., 2018).

Saeidienik et al. (2018) utilizando os testes de nado for¢ado e campo aberto,
em seu estudo, demonstraram que o uso de nanoparticulas de éxido de ferro podem ser
usadas como uma alternativa para terapia antidepressiva. Nesse estudo de Saeidienik et
al. (2018) o efeito das nanoparticulas de oOxido de ferro foi estudado sobre
comportamentos de depressdo induzida por lipopolissacarideo. Os resultados deste estudo
sugeriram que as nanoparticulas de 6xido de ferro melhoram a condicéo de pacientes
deprimidos. Azarfarin et al. (2018) também utilizando os testes de nado forgcado e campo
aberto, demonstraram que a troxerrutina tem propriedades ansioliticas e antidepressivas.
No seu estudo, observou que o tratamento com troxerrutina diminuiu significativamente
imobilidade e aumento do tempo de natagcdo no TNF, sugerindo uma atividade semelhante
ao antidepressivo. Tamadon-Nejad et al. (2018) avaliou em seu estudo, o papel da
vitamina K no sistema nervoso relatando que no cérebro, a vitamina K esta presente na
forma de menaquinona-4 (MK-4). Na utilizacdo do teste de campo aberto, demonstrou
que a deplecdo de MK-4 no cérebro esta associada com comprometimento cognitivo,
menor atividade locomotora e comportamento exploratério. Com base na interpretacdo
dada aos resultados de campo aberto e do teste de nado forcado e corroborando com o0s
resultados encontrados neste estudo, pode-se afirmar que o 6xido de rosa administrado
apresenta atividade antidepressiva e que a dose de 50mg/Kg demonstra maior efetividade.

Determinado o efeito antidepressivo e a dose mais efetiva (50 mg/Kg) do
oxido de rosa, foi avaliado se a mesma altera o desempenho psicomotor, o efeito
miorrelaxante, a incoordenacdo motora e a capacidade de equilibrio, através do teste
Rota-Rod. O tratamento com 6xido de rosa na dose de 50 mg/kg, néo foi capaz de alterar
0 tempo de permanéncia dos animais na barra giratéria quando comparado ao grupo
controle negativo, apresentando resultado semelhante ao da fluoxetina (Figura 9).

No campo da neurociéncia, tem sido comum por varias décadas medir o
desempenho motor de roedores usando Rota-Rod, que consiste em uma barra girando a
uma velocidade constante. O animal ¢é for¢cado a caminhada para acompanhar a barra, até
que ele perde o seu equilibrio e cai, determinando assim o tempo de permanéncia na barra
(SHIOTSUKI et al., 2010). O teste de desempenho do Rota-Rod fornece como objetivo
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a mensuracdo de habilidades motoras com um alto nivel de confiabilidade entre
avaliadores (VAN DEN BERG et al., 2016).

Shiotsuki et al. (2010), conseguiram obter uma curva de aprendizado baseado
no desempenho do teste Rota-Rod modificado, o qual sugere que roedores com
degeneracdo do sistema nigrostriatal, ou modesta mudanca na neurotransmissdo
dopaminérgica resulta em um déficit na habilidade motora de aprendizagem, ao invés de
disturbios da marcha. Os resultados farmacoldgicos sugerem que tal comprometimento é
mediado pela transmissdo de dopamina. E que o teste Rota-Rod modificado é
potencialmente Util para a analise dos mecanismos de sintomas ndo motores na doenca de
Parkinson. Mugikura et al. (2016) em seus estudos, demonstram que camundongos
Dgcr2-KO exibiram reduzida a atividade locomotora geral nos testes de campo aberto e
coordenacao motora no teste Rota-Rod. Os resultados indicam que a expressdo de Dgcr2
no cérebro, particularmente a expressdo no cerebelo e Células de Purkinje, desempenha
um papel na regulagéo da atividade locomotora e coordenagdo. Com base na interpretagéo
dos resultados dos estudos descritos, podemos afirmar que o éxido de rosa na dose de 50
mg/kg ndo altera o desempenho psicomotor e ndo tem efeito miorrelaxante, pois 0s
animais nao apresentaram incoordenacdo motora pois 0s animais mantiveram a
capacidade de equilibrio, através do teste Rota-Rod.

Visando esclarecer os mecanismos antidepressivos do OR foram realizados
dois protocolos. Inicialmente realizamos a andlise por dockin e em seguida confrontamos
com um modelo in vivo de avaliacdo de mecanismo. Através da analise de dockin, nossos
resultados evidenciaram possiveis pontos de ligacio do OR com receptores
serotoninérgicos, gabaérgicos e glutamatérgicos. Os codigos “PDBs” das proteinas e
receptores utilizados como alvo, assim como sitios ativos da ancoragem do Oxido de
Rosa, sao mostrados nos quadros 2 e 3.

Entre os receptores mais importantes estdo os receptores SHT1a. Trabalhos
mostram que ha uma diminuicdo destes receptores no hipocampo de individuos com
transtornos depressivos, assim como em animais submetidos a estresse cronico e niveis
elevados de glicocorticoides. Por outro lado, o tratamento com drogas antidepressivas
promove aumento da sensibilidade desses receptores no sistema limbico em estruturas
pos-sindpticas e este aumento de receptores estaria diretamente relacionado com a
manifestacdo do efeito antidepressivo dessas substancias (DEURWAERDERE;
GIOVANNI, 2017; PETRUNICH-RUTHERFORD et al., 2018). Dessa forma, torna-se
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importante avaliar a interacdo do OR com o0 sistema serotoninérgico e especificamente
como os receptores 5HT 1. Esta avaliacdo foi feita em duas etapas.

Inicialmente administramos uma dose subefetiva de OR (12.5 mg/kg)
associado com uma dose subefetiva de fluoxetina (10 mg/kg) ambos por via oral. Apds
uma hora da administragdo podemos constatar um sinergismo entre as doses através de
uma diminuig&o significativa no tempo de imobilidade dos animais no TNF (Figura 11).
A Fluoxetina é uma droga antidepressiva que quando aplicada na dose clinica promove
um aumento dos niveis de serotonina por conta da inibicdo da recaptacdo desse
neurotransmissor na fenda sinéptica. Este bloqueio, provoca um aumento da serotonina,
porém, em dose subefetiva isso ndo seria suficiente para gerar efeito no TNF
(CHIOVATTO et al 2011). Em associacdo com 0 OR e considerando que esta substancia
poderia também interferir com a neurotransmissdo serotoninérgica, podemos assim
justificar o efeito observado na associacdo das duas substancias. Este protocolo, no
entanto, ndo é suficiente para indicar o possivel receptor no qual o OR pode esta
interagindo. Frente a esta necessidade e considerando a importancia do receptor 5SHT1a
na fisiopatologia da depressédo, investigamos a participacdo desse receptor nos efeitos do
OR.

Para isso, os resultados do presente estudo demonstraram que o0 pre-
tratamento com WAY100635 (um antagonista dos receptores 5SHT1a) administrado
previamente ao OR na dose de 50mg/Kg, provocou uma reversdo do efeito antidepressivo
do terpeno no TNF, demonstrando assim que 0 OR pode manifestar seu efeito devido sua
interacdo com estes receptores especificos da serotonina (Figura 10). Dessa forma,
podemos concluir que o OR apesenta caracteristicas cinéticas favoraveis para ser um bom
candidato a uma droga antidepressiva e bom perfil de seguranca nas anélises in silico.
Além disso, o0 OR apresentou efeito antidepressivo in vivo atuando provavelmente através

da via serotoninergica a partir da interacdo com receptores SHT 1.
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6 CONCLUSOES

Os conjuntos de dados gerados e obtidos sobre as propriedades farmacocinéticas
e toxicologicas indicam que o Oxido de rosa possui absorcdo intestinal, ligacdo a
albumina, baixo peso molecular, ligacdo aos receptores de serotonina, GABA e
glutamato, boa metabolizagdo hepética e baixa toxicidade nos testes in silico.

Os resultados obtidos do 6xido de rosa na dose de 50mg/Kg indicam atividade
antidepressiva nos testes de nado forcado e suspensdo pela cauda, caracterizada pela
diminuicdo no tempo de imobilidade do animal. Além disso, administracéo oral de éxido
de rosa na dosagem de 50 mg /Kg produziu pequena interferéncia na atividade locomotora
nos animais pelo teste de campo aberto e ROTAROD.

O tratamento com o 6xido de rosa de 50mg/Kg e WAY 100635 (um antagonista
dos receptores 5SHT1a) nédo foi capaz de reverter o tempo de imobilidade do animal no
TNF, podendo especular o envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito
antidepressivo do OR. Envolvimento serotoninérgico também observado pelo teste de
docagem, indicando o acoplamento do OR com os receptores serotoninérgicos.

Dessa forma, pode-se concluir que o OR apesenta caracteristicas cinéticas
favoraveis para ser um bom candidato a uma droga antidepressiva e bom perfil de
seguranca nas analises in silico. Além disso, o OR apresentou efeito antidepressivo in
vivo atuando provavelmente através da via serotoninérgica a partir da interacdo com
receptores S5HT1a.

Assim, o presente trabalho é de extrema relevancia para estudos posteriores
sobre atividade antidepressiva do OR em diferentes modelos animais de depressdo, ou
ainda, para estudos clinicos com abordagem de um possivel efeito benéfico do OR no

tratamento da depressdo
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI

PRO-REITORIA DE PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Campus Universitario Minstro Petronio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Paul, Brasil, CEP: 64049-550

Telefone (86) 3215-5734 _e-mad ceeaps@ufpi.edu br
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Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacdo do efeito antidepressivo do Oxido de rosa
em modelos experimentais de depressdo’, registrada n° 449/18, sob a responsabilidade do
Prof. Dr. LUCIANO DA SILVA LOPES do Nicleo de Tecnologia Farmacéutica/CCS/UFPI
que envolve a produgdo, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de Pesquisa Cientifica- encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da

Universidade Federal do Piaui, em Reunido na presente data 06/04/2018.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
| Vigéncia da Autorizacéo Abril/ 2018 a Dezembro/ 2018
Espécie/Linhagem/raga 1. Camundongos/ swiss

2. Rato heterogénico/ wistar

—

'N° de Animais
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