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Efeitos farmacoldgicos do monoterpeno (-) - Borneol em modelos animais visando o
planejamento de um novo farmaco no tratamento da ansiedade e adic¢cdo. MAURICIO
PIRES DE MOURA DO AMARAL. Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia da Rede
Nordeste de Biotecnologia — RENORBIO. Ponto Focal UFPI. Tese de Doutorado. Orientadora:
Profa. Dra. Rita de Cassia Meneses Oliveira.

RESUMO

O Borneol é um monoterpeno biciclico que pode ser obtido como mistura racémica [(+)-Borneol
+ (-) - Borneol] a partir de 6leos essenciais de plantas medicinais como a Valeriana officinalis L.
(Erva de gato), Matricaria chamomilla L. (Camomila), Lavandula officinalis Chaix & Kitt
(Alfazema) ou como molécula sintética de grande aplica¢do na industria alimenticia, cosmética e
farmacéutica. Estudos farmacoldgicos do Borneol indicam atividade cardiovascular, aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefalica, antinocicepgdo e neuroprotegéo. Este trabalho teve
0 objetivo de investigar o efeito ansiolitico e antiadictivo do (-) - Borneol [(-) — BOR] sintético
com o intuito de contribuir com maiores informag6es farmacoldgicas e toxicoldgicas sobre este
monoterpeno, visando um embasamento maior da molécula como uma alternativa terapéutica no
tratamento da ansiedade e da adiccdo. Os resultados obtidos através desse estudo foram
apresentados em 3 (trés) capitulos. No primeiro capitulo investigou-se o possivel efeito sedativo
e ansiolitico do (-) - BOR em camundongos. O (-) - BOR apresentou efeito ansiolitico ao reduzir
o tempo de inicio e prolongar o tempo total de sono induzido por tiopental sédico. Além disso, o
(-) - BOR também apresentou efeito ansiolitico ao reduzir a atividade locomotora dos animais no
teste do campo aberto e ao aumentar o tempo de permanéncia dos animais na area clara e nos
bragos abertos nos testes da caixa claro-escuro e labirinto em cruz elevado, respectivamente.
Como embasamento teorico, realizou-se um estudo de docagem molecular entre o (-) - BOR e 0
receptor GABAA (GABAAR). Assim, no estudo de docagem, foi possivel perceber que existe
interacdo molecular entre 0 monoterpeno e 0 GABAAR sendo este, portanto, um possivel
mecanismo de acdo ansiolitica. No segundo capitulo investigou-se a atividade do (-) - BOR em
camundongos dependentes e abstinentes a morfina. No estudo, foi possivel observar que o
(-) - BOR interfere no desenvolvimento de preferéncia condicionada por lugar (PCL) por morfina
ao reduzir o tempo de permanéncia dos animais ho ambiente pareado e na abstinéncia, ao reduzir
0 comportamento de saltar. A avaliagdo do efeito genotoxico do (-) - BOR foi realizada em sangue
periférico dos camundongos através do teste do cometa. Em nenhum dos parametros observados
0 (-)-BOR apresentou efeito genotoxico. No terceiro capitulo, investigou-se o efeito
neuroprotetor do (-) - BOR na fragmentacdo de DNA induzida por morfina em &reas
mesolimbicas como o hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos. O (-) - BOR reduz o dano
ao DNA induzido por morfina nas duas areas mesolimbicas avaliadas, o que provavelmente
protegeria essas areas em pacientes que utilizam morfina de forma cronica. A avaliacdo do
(-) - BOR sobre a atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) demonstra que os efeitos do
monoterpeno ndo podem ser relacionados com atividade antinecrotica, pois tanto o (-) - BOR
quanto a morfina ndo interferem na atividade da enzima. Assim, investigacdo do (-) - BOR revelou
que a molécula possui propriedades ansioliticas, antiadictivas e neuroprotetora observadas em
modelos animais com camundongos Swiss webster.

Palavras-chave: Abstinéncia. Adiccdo. (-) —Borneol. Docagem molecular. GABAARS.
Neuroprotecdo. Teste do Cometa.
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Pharmacological effects of monoterpene (-) - Borneol in animal models for the planning of a new
drug in the treatment of anxiety and addiction. MAURICIO PIRES DE MOURA DEL AMARAL.
Postgraduate Program in Biotechnology of the Northeast Network of Biotechnology- RENORBIO.
Focal Point UFPI. Doctoral thesis. Advisor: Profa. Dra. Rita de Cassia Meneses Oliveira.

ABSTRACT

Borneol is a bicyclic monoterpene which can be obtained as a racemic mixture [(+) - Borneol + (-
) - Borneol] from essential oils of medicinal plants such as Valeriana officinalis L. (Cat's grass),
Matricaria chamomilla L. (Chamomile), Lavandula officinalis Chaix & Kitt (Lavender) or as synthetic
molecule of great application in the food, cosmetic and pharmaceutical industry. Pharmacological
studies of Borneol point to cardiovascular activity, increased permeability of the blood-brain barrier,
antinociception and neuroprotection. This work aimed to investigate the anxiolytic and antiaddictive
effect of synthetic (-) - Borneol [(-) - BOR] in order to contribute with greater pharmacological and
toxicological information about this monoterpene, aiming a greater base of the molecule as therapeutic
alternative in treatment of anxiety and Addiction. The results obtained through this study were presented
in 3 (three) chapters. In the first chapter, we investigated the possible sedative and anxiolytic effect of
(-) - BOR in mice. (-) - BOR presented anxiolytic effect by reducing the onset time and prolonging the
total sleep time induced by thiopental sodium. In addition, (-) - BOR also presented an anxiolytic effect
by reducing the locomotor activity of the animals in the open field test and increasing the spent time of
the animals both in the light area and in the open arms in the tests of the light-dark box and elevated
plus maze, respectively. As a theoretical basis, a molecular docking study was performed between the
(-) - BOR and the GABAA receptor (GABAAR). Thus, in the docking study, it was possible to observed
that there is a molecular interaction between monoterpene and GABAAR, which is, therefore, a possible
mechanism of anxiolytic action. In the second chapter the activity of (-) - BOR was investigated in
morphine-dependent and abstinent mice. In the study, it was possible to observe that (-) - BOR interferes
in the development of place-based preference (PCP) for morphine by reducing the spent time of the
animals in the paired environment and in abstinence by reducing jumping behavior. The evaluation of
the genotoxic effect of (-) - BOR was performed in peripheral blood of the mice through the comet
assay. In none of the parameters observed did (-) - BOR show genotoxic effect. In the third chapter, we
investigated the neuroprotective effect of (-) - BOR on morphine-induced DNA fragmentation in
mesolimbic areas such as the hippocampus and prefrontal cortex of mice. (-) - BOR reduces morphine-
induced DNA damage in the two mesolimbic areas evaluated, which would probably protect these areas
in patients using chronic morphine. The evaluation of (-) - BOR on the activity of the enzyme lactate
dehydrogenase (LDH) demonstrates that the effects of monoterpene can not be related to antinecrotic
activity, since both (-) - BOR and morphine do not interfere in enzyme activity. Thus, investigation of
() - BOR revealed that the molecule has anxiolytic, anti-addictive and neuroprotective properties
observed in animal models with Swiss webster mice.

Keywords: Abstinence. Addiction. (-) - Borneol. Comet assay. GABAARs. Molecular
docking. Neuroprotection.
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1. INTRODUCAO

Psicotropicos sdo drogas que agem sobre o Sistema Nervoso Central (SNC)
produzindo alteracfes de comportamento, humor e cogni¢do. Os psicotropicos possuem
grande propriedade reforcadora sendo, portanto, passiveis de autoadministracdo
(ABORAYA et al., 2006). Esses farmacos sdo utilizados no tratamento de diversas
patologias como: depressédo (IOANNIDIS, 2008), esquizofrenia (LIPEROTI; PEDONE;
CORSONELLO, 2008), transtorno bipolar (MOLLER; NASRALLAH, 2003), epilepsia
(GAITATZIS; SANDER, 2013) e ansiedade (LIU et al., 2010).

Drogas psicotropicas como a clorpromazina, imipramina e o diazepam, foram
desenvolvidas quando a maioria dos neurotransmissores ainda ndo tinham sido
descobertos e quando se conhecia muito pouco sobre a fisiologia desses
neurotransmissores (SCHULZ; STEIMER, 2000). Seus mecanismos de acdo podem ser
especificos, como os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (ISRS) ou com
pouca especificidade como a clorpromazina, droga que age antagonizando a
neurotransmisssdo  serotoninérgica, dopaminérgica, colinérgica, adrenérgica e
histaminérgica (SCHULZ; STEIMER, 2000).

No mundo, a quantia em dinheiro gasta com psicotrépicos vem aumentando,
partindo de um valor estimado em US$ 2,8 bilhdes em 1987 para quase US$ 18 bilhdes
em 2001, um aumento maior do que com outros grupos terapéuticos. Por exemplo, em
2003 os gastos com medicamentos antidepressivos e antipsicoticos aumentaram 11,9 %
e 22,1%, respectivamente, enquanto que no mesmo ano, 0S gastos com outros
medicamentos aumentaram 11,5% (FRANK; CONTI; GOLDMAN, 2005). No ano de
2009, os gastos com prescricbes de psicotropicos tiveram um aumento ainda maior,
chegando a 38% (HODGKIN et al., 2016). No Brasil, sabe-se que as drogas psicotrdpicas
mais prescritas sdo os benzodiazepinicos (BDZs) onde 3,3% da populacdo utilizam
diariamente esse grupo terapéutico (GALDUROZ et al., 2005; AZEVEDO et al., 2016).

Efeitos adversos em comum podem ser observados em drogas que agem sobre 0
SNC como é o caso dos BDZs e opioides. Pacientes que necessitam de tratamento com
BDZs ou opidides desenvolvem tolerancia e acabam por tornar-se adictos (BONHOMME
et al., 2012; HOOD et al., 2014; KLEBER, 2007). Adiccdo a drogas é considerada uma

forma patologica de aprendizado. Parece haver uma “usurpag¢do patologica" dos
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mecanismos neurais de aprendizagem e memdaria que, sob circunstancias normais, servem
para moldar comportamentos de sobrevivéncia relacionados a recompensa na busca por
alimentos, na saciedade da sede e na reproducdo (GOSNELL; LEVINE, 2009; GOULD,
2010).

O mecanismo neurobiolédgico da adiccdo a drogas baseia-se na teoria do reforco
positivo ou negativo. O reforco positivo € o mais comum. A procura por mais doses da
substancia deve-se ao fato do usudrio relatar “gostar” do seu efeito (ex. cocaina e
anfetaminas). O reforgo negativo, por sua vez, refere-se a procura da substancia com o
objetivo de reduzir sintomas negativos durante a abstinéncia (ex. alcool, tabaco, opidides
e BDZs) (LEE et al., 2010). De modo geral, a adiccdo a drogas caracteriza-se por: (i)
compulsdo pela procura e ingestdo da droga (ii) perda de controle no seu uso (iii)
surgimento de estados emocionais negativos (por exemplo, disforia, ansiedade e
irritabilidade) quando o usuario € impedido de ter acesso a substancia a qual é adicto
(KOOB; VOLKOW, 2010). No aspecto neurobiologico, o comportamento adictivo
resulta de descargas dopaminérgicas em areas do sistema mesocorticolimbico (também
conhecido como sistema recompensa) desencadeando sensacdo prazerosa e com isso um
comportamento de procura por novas doses o que reforca o seu consumo (NESTLER,
2008).

O uso prolongado de BDZs e opioides resulta no aparecimento de sintomas
negativos como ansiedade e depressdo caracteristicos da sindrome de abstinéncia a essas
substancias (BONHOMME et al., 2012; HOOD et al.,, 2014; KLEBER, 2007). O
comportamento do consumo de drogas reforcadoras negativas ocorre através do ciclo:
ansiedade, “craving” ou fissura e novo consumo da substancia (Figura 1) (DUKA et al.,
2002). Assim, o tratamento da ansiedade durante a abstinéncia ou craving é ponto chave

para se prevenir recaidas (WEISS, 2005).

Figura 1. Ciclo de autoadministracdo de substancia adicta (ex. alcool, tabaco,
opidides e benzodiazepinicos).

Ansiedade ~‘

Craving

Nova dose '

Fonte: adaptado de DUKA et al., 2002
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Moléculas obtidas a partir de produtos naturais como o Borneol podem ser
alternativas para o tratamento da ansiedade e prevencdo a adiccdo a drogas licitas e
ilicitas. O Borneol é classificado como natural e sintético. O Borneol natural pode ser
obtido a partir da resina de plantas como Cinnamomum camphora (rica em (+) - Borneol)
ou Blumea balsamifera (rica em (-) - Borneol). O Borneol sintético, pode ser produzido
por simples transformacdo quimica da canfora e € muitas vezes utilizado na China como
um substituto para o produto natural (LI et al., 2012; XU et al., 2014). Possiveis efeitos
farmacologicos foram relatados com o Borneol, dentre essas atividades podemos citar as
acOes sobre o acido gama-aminobutiruco (GABA) como a reducdo de convulsdes
induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010) e a modulagio
positiva do receptor humano recombinante de GABAa olp2y2L (GRANGER;
CAMPBELL; JOHNSTON, 2005). Este trabalho teve o objetivo de investigar o efeito
ansiolitico e antiadictivo do (-) - Borneol sintético com o intuito de contribuir com
maiores informacdes farmacoldgicas e toxicoldgicas sobre este monoterpeno, visando um
embasamento maior da molécula como uma alternativa terapéutica no tratamento da

ansiedade e da adic¢cdo a morfina.

Portanto, com intuito de melhor expor os dados obtidos na pesquisa esta tese
apresenta-se dividida em 3 capitulos/artigos: Capitulo I - Efeito ansiolitico/sedativo do
monoterpeno (-) - Borneol em camundongos e sua interacdo molecular com 0 GABAAR,;
Capitulo 11 - Efeito in vivo do (-) - Borneol sobre a adic¢ao/abstinéncia por morfina e
sua avaliacdo genotdxica em sangue periférico de camundongos e Capitulo 111 - Efeito
neuroprotetor do (-) - Borneol sobre a fragmentacdo de DNA induzida por morfina no

cortex pré-frontal e hipocampo de camundongos adultos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar estudos farmacologicos com o monoterpeno (-) - Borneol em modelos
animais Swiss Webster contribuindo para o desenvolvimento novas opgdes
terapéuticas na prevencao e tratamento da ansiedade e adiccao.

2.2. Objetivos Especificos

Investigar o efeito sedativo do (-) - Borneol em modelo de potencializagdo do
tempo de sono induzido por tiopental sodico;

Verificar o efeito ansiolitico das doses de 25, 50 e 100 mg/kg, do (-) - Borneol,
por via intraperitoneal (i.p.), em camundongos Swiss Webster utilizando para isso
0s seguintes modelos: teste da caixa claro-escuro, teste do labirinto em cruz
elevado e teste do campo aberto;

Determinar, através de docagem molecular, a interacdo entre o (-) - Borneol e o
receptor gama-aminobutirico do tipo A (GABAAR);

Verificar o efeito das doses de 25, 50 e 100 mg/kg, (i.p.) do (-) - Borneol sobre o
tempo de Preferéncia Condicionada por Lugar (PCL) desenvolvido por morfina

(5 mg/kg, i.p.);

Observar qual efeito da administracdo das doses de 25, 50 e 100 mg/kg, (i.p.) de
(-) - Borneol produzem sobre os sintomas da sindrome de abstinéncia por morfina
(5 mg/kg, i.p.) em camundongos Swiss Webster;

Verificar por meio do teste do cometa o potencial genotoxico da molécula de (-
) - Borneol em sangue periférico de camundongos Swiss Webster;

Investigar a neuroprotecdo do (-) - Borneol (100 mg/kg, i.p.) sobre a fragmentacao
de DNA por morfina (5 mg/kg, i.p.) no hipocampo e cértex pré-frontal de
camundongos.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Ansiedade: definicéo e caracterizacéo

Em 1621, Robert Burton descreveu os sintomas de ansiedade em seu livro A
anatomia da melancolia da seguinte forma: "O medo causa muitos efeitos lamentaveis
no homem, como ficar vermelho, palido, tremer, suar; repentinamente faz-se frio e calor
sobre todo o corpo, palpitagdo do coragao, sincope, etc” (BANDELOW; MICHAELIS,
2015). Atualmente, a ansiedade € definida como um sentimento vago e desagradavel de
medo, apreensdo, caracterizado por tensdo ou desconforto derivado de antecipacdo de
perigo, de algo desconhecido ou estranho. O transtorno de ansiedade pode se expressar
de forma diferente em cada individuo podendo variar de acordo com fatores relacionados
ao paciente. Assim, o transtorno pode apresentar-se como perturbacdo de pénico,
ansiedade generalizada, agorafobia, fobia social, fobia especifica e ansiedade de
separacdo (BLACKWELDER; BRAGG, 2016; CASTILLO et al., 2000).

Dentre todas as doencas mentais, a ansiedade é a mais prevalente no mundo,
afetando de forma especial os jovens (KASTEENPOHJA et al., 2015). O estresse é um
fator relevante no surgimento da ansiedade (MARGIS et al., 2003). De acordo com uma
pesquisa mundial sobre salude mental, existe uma diferenga significativa na prevaléncia
da doenca por continente. Por exemplo, na China a prevaléncia € em torno de 4.8%
enguanto que nos Estados Unidos da América a prevaléncia atinge o elevado numero de
31% (KASTEENPOHJA et al., 2015).

A ansiedade é um componente normal do repertério comportamental humano e €
importante como mecanismo de defesa, no que se refere a capacidade de resposta em lidar
com situacBes novas. No entanto, quando é excessivamente frequente ou aparece em
contextos inadequados, pode interferir na qualidade de vida do cidaddo e portanto, ser
considerada patoldgica (DOUKKALI et al., 2015). A ansiedade ¢ mais comum em
mulheres do que em homens. Para mulheres, a prevaléncia gira em torno de 7% e para o
homem, esse valor cai para 4% (BLACKWELDER; BRAGG, 2016).

Os sintomas de ansiedade surgem por um distarbio no equilibrio entre os centros
emocionais e 0s centros cognitivos mais elevados. Estudos de neuroimagem demonstram
o envolvimento de areas mesocorticolimbicas. Por exemplo, regides mesolimbicas como

as amigdalas cerebrais, responsavel por sintomas de medo e panico, estdo muito reativas.
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Parece haver um disturbio na funcdo de regulacdo emocional por parte do Cortex pré-
frontal (CPF) e orbito-frontal (COF). O CPF é responsavel por fungdes executivas, tais
como planejamento, tomada de decisdes, consequéncias de potenciais comportamentos e
compreensdo/moderacdo de comportamento. O COF codifica informacdes, controla
impulsos e regula o humor. No cérebro saudavel, essas regiGes corticais regulam
impulsos, emogdes e comportamento através de um controle inibitorio no sentido cortex-
sistema mesolimbico. A Gltima &rea a ser citada, envolvida com o transtorno da ansiedade
seria 0 hipocampo. Em animais, o hipocampo ventral (hipocampo anterior humano)
regula a ansiedade enddgena, enquanto que o hipocampo dorsal (Hipocampo posterior
humano) esta envolvido na memoria, incluindo a memoria relacionada ao medo (ETKIN,
2012; MARTIN et al., 2010).

O transtorno de ansiedade, que até ha pouco tempo era visto como algo menos
grave, tem ganho conotagdes de uma doenca cronica de grande demanda nos servicos de
salde. Estipula-se que cerca de 24% dos pacientes que necessitam de servicos médicos
hospitalares estdo acometidos pela doenca (ANDREATINI; BOERNGEN-LACERDA,;
FILHO, 2001).

Existem abordagens diferentes para o tratamento da ansiedade. Uma delas é a ndo
farmacoterapéutica que se baseia em amenizar e melhorar a qualidade do estilo de vida
do paciente como o exercicio fisico, yoga e meditacdo. A efetividade desses métodos, tem
sido avaliada. O yoga, por exemplo, tem demonstrado ser mais eficaz que o placebo e tdo
bom quanto o tratamento farmacoterapéutico com o detalhe de ndo apresentar efeitos
adversos (BLACKWELDER; BRAGG, 2016).

Contudo, a forma principal de tratamento ainda continua sendo a
farmacoterapéutica. Dentro dos grupos utilizados para tratamento, destacam-se os BDZs,
medicamentos lancados nos anos 60 e que rapidamente se popularizaram ganhando
espaco na clinica médica. Porém, os BDZs possuem efeitos adversos como: declinio
cognitivo, sedacdo indesejada, coordenacdo reduzida, aumento do risco de acidentes,
comprometimento da memodria, alteracfes do humor e fadiga. Além disso, o uso em longo
prazo pode levar a tolerancia, dependéncia fisica e pscicoldgica e sindrome da abstinéncia
(ANDREATINI; BOERNGEN-LACERDA,; FILHO, 2001).
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A despeito da terapia farmacoldgica da ansiedade ter avangado muito nos ultimos
anos com os BDZs e com medicamentos como a buspirona, agonistas parciais de
receptores y-aminobutiricos (GABA) e inibidores seletivos da receptacdo de serotonina
(5-HT), os efeitos adversos sdo obstaculos que limitam o tratamento da doenca
(BLACKWELDER; BRAGG, 2016). Logo, o desenvolvimento e a busca por novas
drogas com efeito ansiolitico ainda se faz necesséria. O conhecimento sobre como se
realizar triagens de moléculas com potencial ansiolitico € extremamente necessario. Para
isso existem modelos animais que simulam o processo ansiogénico e que Sao

importantissimos na busca por farmacos ansioliticos com menos efeitos adversos.
3.2 Modelos animais utilizados na busca por novas drogas ansioliticas

A utilizacdo de modelos animais no estudo da ansiedade é algo que ainda gera
polémica pois ansiedade € algo subjetivo, caracteristica presente em humanos e dificil de
ser medido em animais. Entdo, considera-se que, de certa forma, a ansiedade s pode ser
modelada e ndo reproduzida em animais (ANDREATINI; BOERNGEN-LACERDA,;
FILHO, 2001). Entretanto, a despeito das dificuldades em se aceitar que modelos animais
e as duvidas em ndo reproduzirem, com verossimilhanca, o que se passa no cérebro
humano, esses modelos sdo imprescindiveis como ferramenta na andlise da
multiplicidade de causas genéticas, ambientais ou farmacolégica da doenca (BOURIN,
2015).

Os modelos animais podem ser agrupados em dois tipos de classes. O primeiro tipo
sdo 0s modelos condicionados ao estresse e a dor (ex. choques elétricos). O segundo
grupo refere-se a reagdes espontaneas dos animais (ex. congelamento “freezing’’) que ndo
estdo relacionadas a dor e desconforto (ex. exposi¢cdo do animal @ uma cdmara iluminada
ou a um predador) (Tabela 1) (HANDLEY, 1995). Podemos ressaltar aqui os modelos
animais de ansiedade nao condicionados. Estdo agrupados nesses testes o labirinto em
cruz elevado, caixa claro escuro e o campo aberto. Esses modelos sdo os mais utilizados
na investigacdo de novas moléculas ou alvos bioguimicos no tratamento da ansiedade
(ENNACEURA, 2016).

De certa forma, todos esses modelos referem-se a um desafio apresentado ao
animal. Nos testes, o desafio é representado por um ambiente novo que desencadeia

comportamentos tipicos ndo condicionados quando os roedores sdo colocados em
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ambientes desconhecidos. Abaixo, a descricdo dos principios basicos dos principais

modelos ndo condicionados.

Tabela 1. Grupos e tipos de modelos animais utilizados na pesquisa por drogas ansioliticas

Respostas condicionadas Respostas nédo condicionadas

Teste de Vogel Caixa claro-escuro

Testes das quatro placas x .
Interacdo social

Resposta emocional condicionada Campo aberto

u .. Vocalizacéo ultrassdnica (dor ou separacio
Teste de aversdo condicionado ¢ ( paragdo)

Sobressaltos potencializados pelo medo Testes de ansiedade como defesa

Teste de esconder esferas Teste da escada

Evasdo ativa/passiva Placa furada

Estimulacdo elétrica do cérebro Exposicdo ao predador

Fonte: HANDLEY, 1995

Teste do labirinto em cruz elevado

Inicialmente esses teste foi desenvolvido para ratos, mas atualmente é também
utilizado com porquinhos da india, camundongos e hamsters (BOURIN, 2015). O aparato
chamado de labirinto em cruz elevado é composto por quatro bragos que irradiam de uma
plataforma central em forma do simbolo matematico da adicdo e que se eleva a partir do
ch&o com dois bragos com paredes fechadas em oposicao aos dois bracos abertos (Figura
1). O experimento inicia-se quando o animal é colocado na area central do labirinto com
a cabeca voltada para um dos bracos fechados. O experimento todo é realizado em um
periodo de tempo determinado (ENNACEURA, 2016).

Existe um comportamento padrdo entre os animais submetidos ao teste. Ao serem
colocados na area central os animais direcionam-se, inicialmente, para os bracos
fechados, passando em seguida novamente para a area central e depois para 0s bracos
abertos. Com a utilizacdo de ansioliticos esse comportamento é alterado. Como medida
para o efeito ansiolitico é utilizado o parametro de tempo gasto nessa area do labirinto.

Assim, quanto mais tempo ele permanece la, maior sera o efeito ansiolitico da molécula
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testada isso se o resultado for significativo em relacdo ao grupo controle (COLLA et al.,
2015).

Figura 1. Exemplo de aparato para o teste do labirinto em cruz elevado

Fonte: Arquivo pessoal (2017).
Teste da caixa claro-escuro

Assim como o teste do labirinto em cruz elevado, o teste da caixa claro-escuro foi
desenvolvido para ser utilizado em ratos (KULESSKAYA,; VOIKAR, 2014). O teste
baseia-se na caracteristica inata dos roedores em ter aversdo por areas iluminadas e no
comportamento exploratorio induzido por novidade. Portanto, o conflito consiste no
comportamento caracteristico de conhecer o novo, mas também em evitar o desconhecido
(neofobia) (HASCOET; BOURIN, 2009).

O aparato utilizado pode ter diferencas, como os tamanhos entre as areas clara-
escura (1:2), a cor das duas areas (branca/preta) e a iluminacédo entre as areas (iluminada
e sem iluminacdo) (Figura 2). Logo, quando os animais sdo colocados na area clara eles

tendem a se deslocar para a area escura (BOURIN, 2015).

As substancias testadas que provocarem um aumento da atividade locomotora do
animal no sentido da area clara e uma diminuicdo da atividade locomotora para a area
escura, apresentardo um potencial efeito ansiolitico.
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Figura 2. Exemplo de aparato utilizado no teste da caixa claro-escuro

Fonte: Arquivo pessoal (2017).

O que é avaliado no teste é a quantidade de vezes que o animal entra na area clara
e 0 tempo em que este permanece em cada entrada. Portanto, quanto menos aversdo o

animal possuir pela area clara menos ansioso ele estara (HASCOET; BOURIN, 2009).
Teste do campo aberto

O campo aberto, descrito inicialmente por Siegel (1946) e validado por Archer
(1973), tem sido utilizado como ferramenta na pesquisa sobre o comportamento com
varios tipos de espécies como por exemplo, aranhas, passaros e principalmente
mamiferos. O aparato onde é realizado o teste é dividido em quadrantes iguais, mas o
tamanho e formato podem variar (Figura 3). Inicialmente foi desenvolvido para o estudo
da psicologia comportamental espalhando-se, rapidamente, para outras areas

neurocientificas como a psicofarmacologia (CHOLERIS, 2001).

O teste baseia-se na tendéncia natural que os roedores possuem em evitar a area
central de um ambiente aberto desconhecido, permanecendo, a maior parte do tempo, na
periferia do novo ambiente protegendo-se contra eventuais predadores. Drogas
ansioliticas aumentam as entradas e o tempo gasto nas areas centrais do aparato
(MENARD; TREIT, 1999). Na pesquisa por drogas ansioliticas, também pode ser
utilizado na avaliacdo das respostas ndo especificas ou efeitos adversos. Por exemplo, 0

campo aberto pode ser atil para se avaliar o quanto uma droga pode alterar
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comportamentos ndo relacionados a ansiedade como a sua influéncia sobre o sono
(MENARD; TREIT, 1999).

Figura 3. Exemplo de aparato utilizado no teste do campo aberto

\ | T

Fonte: Arquivo pessoal (2017).

Todos os modelos descritos acima sdo muito utilizados em pesquisas pré-
clinicas no estudo do comportamento da ansiedade e efeitos farmacoldgicos de moléculas

com potencial ansiolitico.

3.3 Adic¢do a drogas: histérico, problematica social e neurobiologia de opioides e

psicoestimulantes.

A busca por drogas Uteis no tratamento da dor levou a humanidade ao isolamento
de substancias presentes em plantas utilizadas milenarmente na cura do sofrimento
humano. A droga mais antiga conhecida pelo homem € o 6pio. Os conhecimentos dos
seus efeitos remontam do antigo Egito, dos Balcas ou do Mar Negro, sendo obtido através
de métodos de colheita e preparacéo relativamente simples. Rotas comerciais desbravadas
por &rabes popularizaram o 6pio por toda a Pérsia, India, China, Africa do Norte e
Espanha deixando para trds registros escritos de propriedades e formas de uso
(MARKEL, 2011; BROWNSTEIN, 1993; DUARTE, 2005; FERREIRA E MARTINI,
2001).
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O livro A Odisseia escrita por Homero faz referéncia a uma mistura de 6pio,
conhecida como nepenthe, “uma droga que tinha o poder de roubar o sofrimento, a raiva
e banir todas as memorias dolorosas”. Este relato pode estar referindo-se a uma mistura
de oOpio e alcool, conhecida mais tarde como laudanum. O Gpio contém alcaloides como,
por exemplo, a codeina e a morfina. A morfina é o principal componente do 6pio e apesar
de ter sido isolada em 1803 por Serturner, sua estrutura foi elucidada somente 120 anos
depois (GACH et al., 2011; ROBINSON; ADINOFF, 2016).

Segundo o relatério das Organizagdes das Nagdes Unidas (ONU), atualmente a
heroina, um farmaco obtido a partir da acetilacdo da morfina, € consumida por 11 milhdes
de pessoas (UNODC, 2016; UNODC, 2015). Contudo, o uso indevido de opioides por
meio de prescri¢cBes controladas também é um grave problema para a sociedade. Uma
analise de cerca de 1000 mortes por overdose em Ontério, Canadd, indicaram que 56%
desses individuos receberam prescricao de opidides nas 4 semanas anteriores a sua morte,
sugerindo que a prescricdo de drogas pode estar relacionada com as mortes, talvez
associada com o mau uso (intencional ou acidental) ou adic¢do ao farmaco (KOTALIK,
2012).

Somando-se aos problemas de saude resultantes de seu uso compulsivo e o combate
ao seu comeércio ilegal, o consumo dessas substancias é responsavel pelo aumento
crescente de gastos com politicas de combate ao trafico, a criminalidade e violéncia que
Ihe s&o caracteristicos (MINAYO; DESLANDES, 1998; GARCIA et al., 2002; COSTA;
DE GRAUWE, 2009; WERB et al.,, 2011; MOREIRA, 2012; LEONE, 2012).
Atualmente, esse fendmeno que anteriormente era atribuido a pessoas com fraca
personalidade é melhor compreendido gracas as pesquisas neurobioldgicas que a cada dia
avancam no sentido de esclarecer onde e como ocorre a biologia do seu mecanismo
(KREEK et al., 2012; NATHAN; CONRAD; SKINSTAD, 2016). Apesar de durante
muito tempo, a adicc¢do a drogas ter sido entendida como um problema com mecanismo
comum ou um problema de salde com caracteristicas universais, hoje esta claro que os
mecanismos sao diferentes para 0s grupos de drogas diferentes. Teorias neurobioldgicas
que fundamentavam sua explicacdo, principalmente, através da acdo de um Unico
neurotransmissor (teoria dopaminérgica) estdo sendo substituidas por conceitos mais
complexos a medida que ocorrem avangos cientificos como, por exemplo, o estudo

epigenético e de fatores de transcri¢cdo na sinalizagdo da memoria a adicgdo a drogas
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(NESTLER, 2008).

Em neurobiologia, sabemos que existem areas especificas em nosso cérebro
formadas por circuitos especializados que quando ativados nos proporcionam, mesmo
que fugazmente, experiéncias extremamente prazerosas e gratificantes (URBAN;
MARTINEZ, 2012; VOLKOW et al., 2012). Alcaloides como a morfina, assim como
todas as substancias quimicas capazes de causar dependéncia (ex. cocaina) agem no SNC
ao potencializar a liberacdo de neurotransmissores [ex. dopamina (DA), noradrenalina
(NA), serotonina (5-HT) e Glutamato (Glu)] através da inibicdo de interneurénios que
atuam impedindo a transmissdo nervosa (ex. Acido gama-aminobutirico - GABA) ou
bloqueando suas recaptacfes. O resultado disso, ap6s um uso crénico e abusivo, é o
surgimento de novas conexfes de neurbnios, fenbmeno conhecido como
neuroplasticidade (DN STEPHENS, SL KING, JJ LAMBERT, D. BELELLI, 2016;
KONRADI; HECKERS, 2001; MARQUEZ et al., 2016)

Essas areas que hoje sdo conhecidas como sistema recompensa foram descobertas
por acidente, no inicio dos anos 1950 na Universidade McGill quando o professor e
cientista americano James Olds e seu aluno de p6s-graduacdo Peter Milner estimularam,
equivocadamente, com um eletrodo fixo, o hipotdlamo de um rato. Como resultado, os
dois observaram que o animal demonstrava “gostar” da sensagdo a ponto de voltar,
espontaneamente, para o experimento (GARDNER, 2011). Logo ap6s, Olds e Milner
resolveram adaptar o protocolo experimental permitindo que o proprio animal se
autoestimulasse, consequentemente o mesmo fazia toda vez em que lhe era dada essa
possibilidade. Olds batizou essa regido do cérebro de area do prazer e justificou sua
existéncia tomando como base a necessidade de estimulos naturais serem reforcados por
comportamentos de busca (ex. fome-procura por alimento e sede-busca por dgua) (WISE,
1978; VETULANI, 2001; KENNY, 2011). Esses comportamentos deveriam ser
necessarios para a sobrevivéncia do individuo e por isso a natureza produziria o prazer
como recompensa aumentando assim a possibilidade destes se repetirem (EVERITT;
ROBBINS, 2005; KOOB, 2013). Muitas outras descobertas surgiram a partir de ento.
Estudos de mapeamento neuroanatdmico com eletrodos méveis foram usados e pesquisas
utilizando métodos histoquimicos também. Assim, a area do prazer acidentalmente
identificada por Olds e Milner tomou forma e foi, enfim, possivel delimita-la mostrando

a intrincada rede de neurdnios que compdem o sistema mesocorticolimbico (WISE, 2008;
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RANJBARAN; SAHRAEI, 2014).

Basicamente, o sistema mesocorticolimbico (Figura 4) é formado pela via
dopaminérgica mesolimbica composta por feixes de neurbnios dopaminérgicos que
partem da Area tegumentar ventral (ATV) atingindo o Nucleus accubens (NAc) e pela
via mesocortical onde os feixes que se iniciam na ATV prolongam-se diretamente até o
CPF (MAMELLI; LUSCHER, 2011). Na composicdo dessas vias 0 NAc destaca-se, pois
quando estimulado por uma corrente de baixa energia ou por uma administracdo de DA
de forma direta, suas células produzem sentimentos de prazer e satisfacdo. A funcéao
natural de sua ativacdo é fazer com que individuos priorizem atividades bioldgicas
béasicas, importantes para a sobrevivéncia de sua espécie. Portanto, quando uma pessoa
sedenta mata sua sede ou alguém tem um orgasmo as células dopaminérgicas inundam o
NAc com moléculas de DA. Consequentemente, a resposta a ativacdo dessas células o
fazem se sentir bem, querer repetir a experiéncia e reviver essa sensagao prazerosa
(SCHULTZ, 1998; MAMELI; LUSCHER, 2011).

Além do NAc outras regides subcorticais relacionadas com a memoria também sao
ativadas por neurénios dopaminérgicos na via mesolimbica (SHOHAMY E ADCOCK,
2010). A amigdala e o hipocampo sdo areas primitivas de nosso cérebro e a propria
evolucdo do SNC explicaria as suas participaces no sistema recompensa, ja que uma

informacdo sobre o local exato onde um determinado animal conseguiu saciar sua sede

Figura 4. Sistema mesocorticolimbico ou sistema recompensa. Formado pela area
tegumentar ventral (ATV); Complexo amigdala-hipocampo (Am-Hip); Nucleus
Accumbens (NAc) e Cortex Pré-frontal (CPF).
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ou sua fome teria tamanha importancia para a sua sobrevivéncia que deveria ser
devidamente preservada, pois poderia ser necessario, em outra oportunidade, acessar,
novamente, tal informacdo (LISMAN; GRACE, 2005; MIZUMORI; JO, 2013).

Uma terceira regido € o CPF. Dentre todas as outras espécies conhecidas no planeta,
0s seres humanos possuem o CPF mais desenvolvido, provavelmente por ser a regido de
nosso cerebro onde os pensamentos mais complexos sdo capazes de serem formados
como, por exemplo, o planejamento de um dia de trabalho, escrever uma ficcdo ou
simplesmente eleger prioridades (KEIFLIN et al., 2013). Essa area também possui a
funcdo de filtrar e barrar o comportamento desencadeado pelas outras areas como a
agressividade oriunda da ativacdo da amigdala embora seja, em muitos casos (ex.
estresse), “suprimido” deixando os comportamentos gerados pelas areas primitivas mais
evidentes (ex. luta/fuga) (GARAVAN E WEIERSTA, 2012; BARI; ROBBINS, 2013).

Drogas com potencial adictivo (ex. psicoestimulantes e 0s opiaceos) agem sobre as
sinapses das areas citadas. Entretanto, a cocaina e os opidides como a morfina, ativam o
sistema recompensa de forma diferente. A cocaina inibe a recaptacdo de monoaminas
como a DA, NA e 5HT, uma etapa de suma importancia para a finalizacdo da acdo dos
neurotransmissores na fenda sinéptica (SILVA et al., 2010). Portanto, a quantidade dessas
aminas estara aumentada nas fendas sinapticas potencializando seus efeitos (NESTLER,
2013; ZIMMERMAN, 2012) (Figura 5).

Ja a morfina ativa o sistema recompensa ao ligar-se em receptores opioides do tipo
i, & e k presentes em interneurénios (ex. GABAérgicos ou Glu) que modulam a
transmissdo dopaminérgica no ATV e NAc (KIM et al.,, 2016). Fisiologicamente,
interneurdnios, como o0s GABAérgicos, inibem a transmissdo dopaminérgica
funcionando como um “freio” sinaptico. Ao se ligar nesses receptores a morfina suprime
o efeito inibitério dos interneurdnios, pois se acopla na proteina G (Gi/o0), inibe a enzima
Adenilato ciclase (AC), os canais de céalcio e ativa o0s canais de potassio
consequentemente hiperpolarizando a membrana do interneurénio. Como consequéncia
ocorre um aumentando da quantidade de DA no NAc (TRAYNOR, 2012; KIM et al.,
2016) (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismos dos alcaloides cocaina e morfina sobre a transmissao
dopaminérgica no sistema recompensa.
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Fonte: Arquivo pessoal (2017).

Legenda: ATP (trifosfato de adenosina), CAMP (monofosfato ciclico de adenosina), AC
(adenilato ciclase), Ca™ (calcio), K* (potassio), GABA (acido gama-amino-butirico) e
Glu (glutamato).

As diferencas desses alcaloides sobre o sistema mesocorticolimbico ndo podem ser
resumidas somente aos mecanismos de acdo dessas substancias, podendo ser observadas,
também, nos aspectos comportamentais. A sindrome de abstinéncia resultante da
interrupg&o do uso crénico de cocaina e morfina reflete bem isso. A abstinéncia a cocaina
¢ caracterizada por depressdo, ansiedade, agitacdo, paranoia e desejo intenso para
consumi-la novamente, que pode durar até varios dias ap0s a interrupcdo do seu uso
(ZIMMERMAN, 2012). A abstinéncia por morfina leva ao desenvolvimento de sintomas
fisicos bastante aversivos o que ndo é visto com a cocaina (BRUIJNZEEL et al., 2004;
O'BRIEN, 2005; SOLHI et al., 2013; MATINFAR et al., 2013).

A adiccdo a drogas € um desafio para pesquisadores e para uma melhor
compreensdo de seu mecanismo existem modelos capazes de simular aspectos
importantes do desenvolvimento da sindrome adictiva. Os modelos sdo empregados na
busca por um melhor entendimento dos efeitos de varios grupos de drogas como 0s

psicoestimulantes, opidides, alucinégenos, canabinoides.
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3.4 Modelos animais na pesquisa para adic¢ao a drogas

A dependéncia é um dos fendmenos humanos que ndo podem ser reproduzidos em
laboratério sem que haja restricbes. No entanto, algumas das caracteristicas
comportamentais desta sindrome podem ser, satisfatoriamente, modeladas em
laboratorio. Desta forma, algumas técnicas foram desenvolvidas para simular aspectos
dos comportamentos na busca pelo consumo dessas substancias. O objetivo principal da
pesquisa sobre a adiccdo as drogas € uma compreensdo melhor dos mecanismos de
dependéncia e sua influéncia no comportamento dos seres humanos. Portanto, nas duas
ultimas décadas, modelos animais tém sido propostos como uma tentativa de avaliar com
maior verossimilhanca os aspectos genuinos dos comportamentos de dependéncia
(PLANETA, 2013). Os modelos de livre escolha com garrafas, preferéncia condicionada
por lugar, de autoadministracdo de drogas e abstinéncia sdo alguns dos modelos mais
utilizados e serdo detalhados a seguir.

Modelo de livre escolha com garrafas

O modelo de livre escolha com garrafas € um método de autoadministracdo ndo
operante restrito a administracdo oral e utilizado na pesquisa de adic¢do a drogas. Um
exemplo da utilizacdo desse método € a investigacdo de exposicBes de curto prazo ou de
longo prazo ao alcool, assim como os mecanismos relacionados ao abuso do alcool e
adiccdo. Richter e Campbell, (1940) foram os primeiros a relatar que ratos de laboratorio
consomem voluntariamente etanol. No modelo, os animais possuem livre acesso a duas
garrafas, onde uma encontra-se preenchida por agua e outra encontra-se o alcool diluido
em agua. A medicdo da ingestdo de etanol é normalmente realizada pesando-se a garrafa
de agua e de etanol uma vez a cada 24 horas. A preferéncia por alcool é definida em
termos de g de etanol/kg de peso corporal/dia e percentagem total de liquido consumido.
Porém, o resultado depende ndo sé da quantidade total de etanol consumido por um
animal no periodo de 24 horas, mas também do tempo e padrdo de consumo, medido
respectivamente pela frequéncia de abordagens a uma solucdo de etanol e pela quantidade
consumida (PLANETA, 2013).

Preferéncia condicionada por lugar (PCL)

No procedimento de PCL, os efeitos dos farmacos (ex. cocaina, morfina etc.) que

se presume atuarem como um estimulo incondicionado (EI), s&o repetidamente pareados
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com um estimulo neutro. Neste processo, de natureza Pavloviana, o estimulo neutro
adquire capacidade de agir como um estimulo condicionador (EC). O método mais
comum baseia-se na utilizagdo de um ambiente como EC. O aparelho de teste consiste
em caixas com trés compartimentos distintos, separados por portas de guilhotina, que
diferem em estimulos visuais e tateis. Por exemplo, os compartimentos podem diferir no
revestimento, cor da parede, cheiro etc. Existe, também, um terceiro compartimento
(neutro) ao qual ndo € pareado com o farmaco e serve como ponto de partida para o teste
(Figura 6). Ao final, avalia-se 0 tempo de permanéncia do animal no compartimento

pareado com a substancia adictiva (LYNCH et al., 2010).

Figura 6. Exemplo do modelo Preferéncia Condicionada por Lugar (PCL).

Fonte: Arquivo pessoal (2017).

Legenda: O aparelho consiste em trés compartimentos completamente diferentes em
relacdo aos aspectos visuais e tacteis.

Modelo de autoadministracdo de drogas

Apesar dos modelos citados acima serem modelos de boa correlacdo dos efeitos
adictivos de drogas de abuso e o comportamento adictivo como o de busca (livre escolha
por garrafas) e da influéncia de ambiente e memoria adictiva (PCL), um viés importante
é a capacidade de autoadministracdo da substancia. O modelo de autoadministracdo
baseia-se no conceito de reforgo positivo e modulagdo de comportamento; ou seja, drogas
reforcadoras positivas aumentam a probabilidade do comportamento que resulta na
autoadministracdo dessas substancias. Assim, a autoadministracdo € vista como uma
resposta operante reforcada pelos efeitos da droga, e € um protocolo para o estudo da

ingestdo voluntaria em animais (LYNCH et al., 2010).
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No modelo, sdo implantados na veia jugular dos animais cateteres com saida pelo
dorso. O cateter fica ligado a um sistema composto por uma bomba de inje¢do. O animal
é condicionado a pressionar a alavanca para receber uma dose da substancia adicta
(Figura 7). Dessa forma, quanto maior € a capacidade adictiva da substancia mais vezes
0 animal pode pressionar a barra para receber uma dose como recompensa. Pressupde-se
que os farmacos tém semelhancas com estimulos reforcadores naturais, como o sabor de
alimentos adocicados estudado inicialmente por Skinner nos anos 30 e definido por ele
como condicionamento operante. O condicionamento operante vem sendo aplicado como
um modelo animal de toxicodependéncia desde a década de 1960. Em 1962, Weeks
descreveu a técnica de autoadministracdo intravenosa de morfina em ratos. Desde entéo,
0 modelo foi aplicado no estudo de heroina, cocaina, anfetamina, nicotina, etanol e delta-
9-THC (LYNCH et al., 2010; PLANETA, 2013; WEEKS, 1962).

Figura 7. Camara operante para autoadministracdo de droga intravenosa.

Fonte: LYNCH et al., 2010

Abstinéncia a drogas

Num modelo tipico de abstinéncia de farmacos, os animais sdo tratados
cronicamente com um farmaco e abruptamente é realizado a interrupgéo do tratamento.
Por exemplo, no caso de opidides, a interrupcdo do tratamento é realizada com
administracdo de uma antogonista opioide (ex. naloxona ou naltrexona) e as frequéncias
dos sinais de abstinéncia sdo observados e codificadas a partir de uma lista de verificagdo
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que inclui comportamentos do tipo tremores de pata, ptose, agitacao de cachorro molhado,
andar em marcha re, saltos, diarreia etc. Os modelos de abstinéncia demonstraram ser
correlacionveis com os sintomas de abstinéncia em humanos e, como tais, tém validade
cientifica (LYNCH et al., 2010; PLANETA, 2013).

3.50 GABA: Biossintese, receptores e alvo farmacoldgico no tratamento da

ansiedade e adiccéo

Desde a idade antiga, 0 uso de bebidas alcodlicas, po¢des contendo laudano, drogas
obtidas a partir do Opio e varias ervas, eram bastante empregados para reduzir a dor, a
ansiedade e para promover o sono. Os primeiros agentes introduzidos especificamente
como sedativo e consequentemente como hipnético, foram os brometos, seguidos dos
hidratos de cloro, p-aldeido, uretano e sulfonas, esses ultimos surgindo antes da
introducdo do barbital, em 1903. Em seguida, o fenobarbital, em 1912. Contudo, com a
descoberta acidental do Clordiazepoxido, primeiro BZD, inicia-se uma revolugdo no
tratamento da ansiedade e psicoses (GONCALVES, 2006).

O Diazepam (DZP) é langado em 1963, com o nome comercial de Valium® e traz
um grande avanco na terapia da ansiedade sendo capaz de dissociar o efeito sedativo de
suas propriedades ansioliticas. Em pouco tempo o DZP passa a ser prescrito ndo somente
para o tratamento da ansiedade, mas também para o tratamento da epilepsia, espasmos
musculares e a abstinéncia ao alcool (CALCATERRA; BARROW, 2014). O DZP assim
como os outros BDZs, atuam sobre os receptores GABAa (GABAAR). Essa classe de
drogas modula alostericamente 0 GABAAR promovendo influxo de cloreto em células
neuronais hiperpolarizando a membrana pés-sinaptica. Como resultado, o GABA é
potencializado no sistema limbico, talamo, hipotalamo e no cortex cerebral produzindo
efeito ansiolitico e antiepilético (CALCATERRA; BARROW, 2014).

O GABA ¢ o principal neurotransmissor inibitério do SNC sendo sintetizado a
partir do Glutamato (Glu). Nos neurdnios, o Glu € convertido no neurotransmissor Glu e
GABA. Porém, ap6s a liberacdo, uma quantidade maior de Glu e uma quantidade
consideravel de GABA sdo recaptados aos astrocitos. Este ciclo é conhecido como
GABA-Glu (Figura 8) (HERTZ, 2013).

Assim, em ambos os tipos de células, o metabolismo do piruvato via acetil

coenzima A (acetil-CoA) leva a formacdo de citrato por condensacdo com oxaloacetato
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pre-existente (OAA) no &cido tricarboxilico (TCA). A oxidacdo do citrato no ciclo de
TCA inclui duas descarboxilacdes, o que leva a uma nova formacdo do oxaloacetato,
pronto para retornar ao ciclo e a producdo de grandes quantidades de energia (ATP). A

carboxilacéo de piruvato cria uma nova molécula de oxaloacetato, que apds condensacgéo

Figura 8. Ciclo GABA-Glu em neurdnios (N) e astrocitos (A).
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Fonte: adaptado de HERTZ, 2013.

com a acetil Coenzima A derivada de uma segunda molécula de piruvato, forma uma
nova molécula de citrato. O a-cetoglutarato (a-KG), um dos intermediarios do ciclo de
TCA, pode deixar o ciclo e formar Glu. Catalisado pela enzima glutamina sintetase
especifica forma a glutamina (GIn). Apds liberacdo dos astrocitos, a GIn € acumulada nos
neuronios glutamatérgicos e GABAérgicos. A partir do ciclo Glu-gln, é convertida em
Glu (e em células GABAérgicas em GABA) sendo liberado, entdo, como
neurotransmissor. O Glu liberado € quase totalmente estocado novamente nos astrocitos,
juntamente com parte do GABA anteriormente liberado e reestocado no citosol dos
astrdcitos. Portanto, cerca de 85% do que é convertido em glutamina reingressa no ciclo
glutamina-glutamato (HERTZ, 2013; MARQUEZ et al., 2016).

O GABA ¢ o alvo farmacoldgico ndo apenas dos BDZs, mas de outros grupos
farmacologicos como os barbitdricos, anestésicos e anticonvulsivantes. O GABA exerce
seu efeito via GABAAR e via receptores metabotropicos GABAs (GABA&R) (OLSEN;
SIEGHART, 2010). Os GABAARs estdo envolvidos com um grande nimero de funcgdes

como a cognitiva, aprendizado e a memoria. Assim como estdo envolvidos com varios
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distdrbios como ansiedade, esquizofrenia, distdrbios do sono, depresséo e adic¢do. Os
GABAARs pertencem a familia dos receptores de alga-cis, juntamente com os receptores
nicotinicos de acetilcolina (NAchRs), o receptor do tipo 3 de serotonina (5-HT3Rs) e 0s
receptores de Glicina (GliRs). Todos os receptores de alga-cis sdo conjuntos
homomeéricos ou heteroméricos de cinco subunidades que formam um poro central de
conducdo idnica (Figura 9) (BERGMANN et al., 2013). Portanto, o receptor € formado
por duas subunidades al, duas subunidades B2 e uma subunidade y2 (MILLER,;
ARICESCU, 2015).

Os GABAAR estdo envolvidos com varios disturbios do SNC como a ansiedade e
depressdo. (Figura 9 A) llustracdo lateral do GABAAR e suas cinco subunidades
formando um poro i6nico central. (Figura 9 B) Modelagem molecular do GABAAR. Em
verde as duas subunidades al, em azul as duas subunidades B2 e em vermelho a
subunidade y2. No detalhe (elipse com linha tracejada laranja) o local onde os

benzodiazepinicos (BZDs) se ligam ao receptor nas subunidades y2/ al.

Figura 9. Figuras ilustrativas dos receptores GABAaA (GABAARS)

Fonte: adaptado de OLSEN; SIEGHART, 2010 e BERGMANN et al., 2013.

Atualmente, ferramentas computacionais como a modelagem molecular séo
utilizadas para uma melhor compreensao do mecanismo de a¢do de farmacos de diversos
grupos terapéuticos assim como os ansioliticos. Por exemplo, através de estudos de
docagem foi possivel determinar a ligagdo dos BDZs, nas subunidades y2/al do
GABAAR. Segundo esses estudos o DZP acopla-se nos aminoécidos Lis105, Tirl60,
Tir210 e Val212 na subunidade al e ao aminoacido Fen77 na subunidade y2 (Cl; REN;
SU, 2008).
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Estudos indicam que os BDZs ndo s6 aumentam a afinidade do GABA com os
GABAARs mas podem, também, influenciar diretamente 0 GABAAR e agir aumentando
de forma parcial a eficacia do GABA ao GABAAR. Assim, a longo prazo a ativacao do
receptor GABAAR provoca alteragdes em estruturas nos tecidos neuronais como as areas
mesolimbicas. Essas alteracGes adaptativas (neuroplasticidade) podem ser responsaveis
pelos principais efeitos adversos dos BZDs como a toleréncia e a dependéncia. Por isso,
a interrupcdo abrupta do tratamento a longo prazo com os BDZs produz uma sindrome
de abstinéncia, considerada um sinal de dependéncia, caracterizada por aumento da
ansiedade, insénia e distdrbios sensoriais ocorrendo 1 ou 2 semanas apds a
descontinuidade do uso da droga. Como os efeitos dos BDZs s&o opostos aos da retirada
é possivel que os efeitos sejam resultantes de mecanismos compensatérios. No entanto, a
dependéncia pode ocorrer na auséncia de tolerancia e a tolerancia pode desenvolver-se

sem qualquer manifestacdo de dependéncia (GRAVIELLE, 2015).

A tolerancia parece ser causada pela diminuicdo gradual da expressdao de GABAA
R na superficie da célula. A forca do GABAAR no processo da neurotransmisséo
inibitdria depende muito do equilibrio do ciclo continuo de internalizagéo e expressao de
novos receptores. Esse ciclo é controlado pela interagdo de diferentes proteinas com
subunidades do receptor (Figura 10) (GRAVIELLE, 2015).

Figura 10. Efeito da administracdo crénica de BDZs em GABAAR.
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Os BDZs ainda sdo as principais drogas utilizadas no tratamento da ansiedade.
Porém, o fato dessas substancias produzirem tolerancia e dependéncia, justifica por si s6
a busca por novas moléculas com menos efeitos adversos. E apesar de poder causar
dependéncia os BDZs podem interferir no desenvolvimento do modelo de PCI por
opidides (SUZUKI et al.,, 1995) e psicoestimulantes (cocaina e ou anfetamina)
(MERIRINNE et al., 1999).

O GABA é um neurotransmissor importante no desenvolvimento da adiccdo as
drogas. A cascata bioquimica que ativa o sistema recompensa inicia-se na ATV e finaliza
com a liberagdo de DA em receptores D2 localizados na membrana celular do hipocampo
e NAc (CHEN; HOPF; BONCI, 2010). Em resumo, a cascata € desencadeada a partir da
atividade excitatdria da 5-HT que provoca a liberacdo do peptideo opioide enddgeno a
meta-encefalina. A meta-encefalina, por sua vez, ao se ligar aos receptores , regula os
neurdnios responsaveis pela liberagcdo de GABA, reduzindo sua atividade. A funcéo do
GABA ¢ inibir a liberacdo de DA (Figura 11). Quando os neurénios contendo DA na
ATV e de certas partes do hipocampo e da amigdala sdo desinibidos, a DA é liberada no

NAC, 0 que resulta em sensacdo de prazer e a conclusdo da cascata (BLUM et al., 2014).

Figura 11. Participacdo do acido gama-amino-butirico (GABA) na cascata
bioquimica do sistema recompensa.
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Fonte: adaptado de BLUM et al., 2014.

Portanto, a exemplo do DZP, novas moléculas com efeito sobre o GABA podem
desempenhar importante papel no tratamento da ansiedade e no desenvolvimento da

adiccdo a drogas.
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3.6 Monoterpenos como alternativa terapéutica e os efeitos centrais do (+) e

(-) - Borneol

A natureza ha muito tempo é utilizada como fonte de drogas para a cura das mazelas
humanas. Por exemplo, 0 uso do épio, extraido da Papaver somniferum, no tratamento
da dor remonta de periodos muito antigos talvez até pré-histéricos. Sementes e capsulas
de papoula foram encontradas em uma vila na Suica, utilizadas em um periodo
provavelmente neolitico da humanidade e em uma tumba Egipcia do século XV a.C.

foram encontrados resquicios do uso de 6pio (DUARTE, 2005).

O 6pio é apenas um dos exemplos que podemos citar sobre a contribuicdo dos
produtos naturais na evolucao dos tratamentos farmacolégicos de diversas patologias. Do
préprio Opio € extraido alcaloides como a morfina, codeina e papaverina, utilizados
respectivamente como analgésico, antitussigeno e espasmolitico. O acido acetil-salicilico
(AAS), medicamento atualmente obtido através de sintese, foi inicialmente produzido a
partir do &cido salicilico extraido da casca do salgueiro. A penicilina a partir do
metabolismo de fungos do género Penicillum. A reserpina obtida a partir da Rauwolfia
serpentina e mais recentemente fitoterapicos como o Ginko biloba utilizado no controle
de problemas vasculares cerebrais, na memoria e com propriedades neuroprotetoras
(VIEGAS; DA SILVA BOLZANI; BARREIRO, 2006). Contudo, é importante ressaltar
que a cada 1000 principios ativos de potencial terapéutico, apenas 1 torna-se um farmaco
(RAYOL; SANDES; BLASI, 1999).

O Brasil possui uma grande diversidade de plantas medicinais, representando uma
importante fonte para estudos farmacoldgicos e consequentemente para a descoberta de
novos medicamentos (BARREIRO; BOLZANI, 2009). As plantas contém indimeros
constituintes e seus extratos, quando testados, podem apresentar efeitos sinérgicos entre
os diferentes principios ativos em virtude da presenca de compostos de classes ou
estruturas diferentes. As principais classes de constituintes quimicos de plantas séo:
acidos graxos, terpendides, esteroides, fenois, alcaldides, cumarinas e flavonoides
(MACIEL et al., 2002).

Os terpenos constituem o grupo mais abundante e estruturalmente mais
diversificado de metabolitos secundarios de plantas (ZWENGER; BASU, 2008). Eles

possuem uma ampla variedade de fungdes bioldgicas e a maioria possui propriedade
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medicinal. S&o normalmente produzidos em tecidos vegetais, flores e raizes (CHENG et
al., 2007). Podem ser classificados de acordo com o nimero de carbonos utilizados na
biossintese de sua estrutura em monoterpenos, sequiterpenos, diterpenos, triterpenos,
carotenoides, entre outros. Os compostos terpénicos mais freqlientes sdo 0s monoterpenos
(90%) e os sesquiterpenos (CHENG et al., 2007).

Os monoterpenos, devido ao seu baixo peso molecular, costumam ser substancias
volateis, sendo, portanto, denominados Gleos essenciais ou esséncias. Monoterpenos
como Carvacrol, Mentol, Limoneno, Timol e Borneol sdo um grupo de compostos
naturais derivados de duas unidades de isopreno. Todos esses monoterpenos modulam,
de alguma forma, o GABAAR (Figura 12). Ao Mentol, Isopulegol, Cavacrol, (+) e
(-) - Borneol é atribuido atividade anticonvulsivante. Ao Isopulegol, Alopregnolona,

Acido valérico e Carvacrol ¢ atribuida atividade ansiolitica (MANAY | et al., 2016).

Figura 12. Terpenos com atividade sobre os GABAARsS e seus respectivos efeitos
anticonvulsivantes e ansioliticas.
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Fonte: adaptado de MANAYI et al., 2016

O Borneol (Figura 13) est4 presente nos 6leos essenciais de vérias plantas medicinais,
incluindo Blumea balsamifera L., Gardenia jasminoides J. Ellis (XU et al., 2014) e
Dryobalanops aromatica Gaertn (KONG et al., 2014). Pesquisas sobre seu potencial
terapéutico tem demonstrado atividade periférica como, por exemplo, efeito
cardiovascular (SILVA-FILHO et al., 2011; WANG et al., 2006), antinociceptivo
(JIANG et al., 2015; SHERKHELI et al., 2015) e anti-inflamatério (ALMEIDA et al.,
2013).
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Figura 13. Estrutura quimica do Borneol
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Fonte: CHEN et al., 2014

Uma das caracteristicas desse monoterpeno sobre o SNC, é o fato do mesmo
aumentar a permeabilidade da Barreira Hematoencefalica (BHC) (DUAN et al., 2016).
Essa propriedade tem sido utilizada com o intuito de melhorar a distribuigdo de fa&rmacos
(YAN-YU; QI-NENG; ZHI-PENG, 2007; ZHANG et al., 2015), uma importante

caracteristica quando se trata do seu potencial farmacoldgico e farmacotécnico.

O Borneol é um élcool de baixo peso molecular (154.253 g/mol) com densidade de
1,011 g/cm?® & 20 °C e ponto de fusdo igual a 208 °C, com grande aplicagdo nas industrias
alimenticia, cosmética e farmacéutica. Em geral, pode ser encontrado na natureza ou ser
sintetizado em laboratdrio (Borneol sintético [BS]). O BS apresenta-se como uma mistura
racémica formada pelo (+) - Borneol e (-) - Borneol (Figura 14). Ja no Borneol natural,

encontramos o isdbmero (+) - Borneol (CHEN et al., 2014).

Figura 14. Estrutura quimica do (+) e (-) - Borneol
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Fonte: CHEN et al., 2014

Na natureza o Borneol provém da biossintese dos terpenos que pode ocorrer a partir
de duas vias, a via do mevalonato ou através da via do fosfato de metileritritol. A partir

da via do mevalonato, que ocorre no citosol e esté presente em todos 0s organismos, séo
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sintetizados sesquiterpenos, triterpenos e esteroides. Na via do metileritritol, que ocorre
nos cloroplastos e outros plastideos, presente em algumas bactérias, algas e plantas, sdo
sintetizados monoterpenos, diterpenos e carotenoides (BOHLMANN; MEYER-GAUEN;
CROTEAU, 1998).

Durante o processo de biossintese, os monoterpenos sdo formados a partir da unido
de duas unidades de isopreno (C5). que, de forma resumida, possuem como ponto de
partida a adicdo de dois precursores, o primeiro é o acido Mevaldnico (precursor da
sintese de colesterol em animais) e o segundo é o 1-Desoxi-Dexilulose 5-fosfato (DXP).
O processo de biossintese ocorre com a combinacdo do dimetelalil difosfato (DMAPP) e
o isopentenil difosfato (IPP) via enzima prenil transferase, gerando Geranil difosfato
(GPP) e com uma unidade a mais de isopreno o Farnesil difosfato (FDP). Com o

acréscimo de IPP e dimerizacéo outras classes de terpenos sdo formadas (Figura 15).

Figura 15. Biossintese dos monoterpenos e diterpenos.
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Fonte: Adaptado de SAITO; SADOSHIMA, 2016.

A variedade dos monoterpenos € consideravelmente ampliada, por reagoes
conhecidas como ciclizagbes. Com as reacdes de ciclizagdo surgem diversos tipos de
moléculas ciclicas. Por esse caminho é que moléculas monociclicas ou biciclicas como,
por exemplo, limoneno, a-terpineol, 1,8-cineol e o proprio Borneol sdo formadas
(BOHLMANN; MEYER-GAUEN; CROTEAU, 1998; PAUL, 2002).
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Esse processo biossintético ocorre em diversas plantas como por exemplo,
Valeriana officinalis L. (Valerianaceae), Matricaria chamomilla L. (Asteraceae) e
Lavandula officinalis Chaix & Kitt. (Lamiaceae) utilizadas tradicionalmente para aliviar

sintomas de ansiedade, cansaco, insénia e dor (PASSOS et al., 2009).

Existem poucos trabalhos que abordam a farmacocinética do Borneol. Alguns
desses, comparam as vias oral, intravenosa e intranasal (ZHAO et al., 2012), assim como,
sua distribuicdo no cérebro e plasma (LI et al., 2012). Logo, em relagdo a concentracao,
apos administracdo intravenosa, o Borneol apresenta-se em maior quantidade no sangue
e no cérebro. Ao comparar as biodisponibilidades relativas de administracGes nasal e oral,
a administracdo nasal corresponderia a 2/5 da intravenosa, enquanto que a oral

corresponde somente a 1/5 (LI et al., 2012).

Por ser uma molécula pequena e lipidica, apos sua administracao oral, em 5 minutos
0 Borneol atinge 0 SNC e o pico maximo de concentracdo é alcangado em torno de 60
minutos. Existem diferengas na farmacocinética do BS em espécies de roedores. A meia-
vida do BS é menor em camundongos (1,66 horas) do que em ratos (3,8 horas) (ZHAO
et al., 2012). Contudo, assim como é rapido o aumento da sua concentracdo no SNC, sua

eliminagdo também o é (Figura 16) (LI et al., 2012).

Figura 16. Tempo médio da concentracdo de Borneol natural no cérebro de
camundongos ap6s uma Unica dose de 1,2 g/kg, por via oral.
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BS distribui-se bem no SNC, alcancando areas subcorticais como hipocampo,

hipotalamo e corpo estriado além de &reas corticais. Existem diferengas na concentragdo
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do Borneol por regido do cerebro. Por exemplo, € possivel observar uma maior
concentracdo e uma menor concentracdo de Borneol no cortex e no corpo estriado,
respectivamente (Figura 17) (YU et al., 2013). Abaixo discorreremos sobre alguns

efeitos centrais do Borneol.

Figura 17. Curva de concentracdo do Borneol no cérebro de ratos.
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Fonte: YU et al., 2013

Efeito sobre a BHC

A BHC é uma membrana altamente seletiva que controla a passagem de substancias
entre 0 sangue e o cérebro. O transporte seletivo facilita a absorcao de ions, aminoacidos,
glicose e outros nutrientes atendendo a demanda de energia do cérebro (PARDRIDGE,
2005; PULICHERLA; VERMA, 2015). Proteinas como as P-glicoproteina (P-gp),
proteinas associadas a resisténcia a multiplas drogas (PRM) e as proteinas de resisténcia
ao cancer de mama (Bcrp) agem modulando a entrada de muitos farmacos. Drogas com
efeitos moduladores sobre essas proteinas podem ser Uteis no tratamento de muitas
doencas do SNC, ao facilitar a passagem através da BHC (YU et al., 2013). Como o
Borneol consegue aumentar a permeabilidade da BHC, essa molécula tem sido utilizada
como adjuvante de drogas que fracassam no processo de transposi¢ao da BHC. O Borneol
facilita a passagem de drogas que podem ser Uteis no tratamento de patologias como
encefalite (REN et al., 2013), doencas vasculares cerebrais (YAN-YU; QI-NENG; ZHI-
PENG, 2007) ou pode agir sinergicamente com esses farmacos melhorando seus
resultados terapéuticos (CHEN et al., 2013).



48

O Borneol diminui a atividade de P-gp em células endoteliais microvasculares via
NF-kB (FAN et al., 2015) e é capaz de aumentar a permeabilidade das zonas de oclusdo
e de proteinas como as Mdrla, Mdrlb e Mrpl (YU etal., 2013). Assim, como o Borneol
distribui-se em regides como o hipocampo, hipotalamo, corpo estriado e cortex, 0 mesmo
pode ser utilizado em conjunto com drogas que possuem alvos terapéuticos nessas regides
(YU etal., 2013). Na realidade, essa molécula ja vem sendo utilizado com esse proposito
(YAN-YU; QI-NENG; ZHI-PENG, 2007; ZHANG et al., 2015).

Além dos efeitos sobre as proteinas, LI e colaboradores (2012) propdem que 0
aumento da permeabilidade provocada pelo Borneol seja decorrente de alteragcdes na
concentracdo no cerebro de aminas bioativas como a 5-HT e histamina.
Neurotransmissores como a 5-HT ndo sdo os Unicos a sofrerem alteracdo na sua
concentracdo, outros neurotransmissores também sofrem alteracdes de concentracdo
como a Glu e Aspartato (Asp) (LI et al., 2012).

Efeito antinociceptivo

Na literature, é descrito atividade antinociceptiva do Borneol em modelos classicos
como o de placa quente e o teste de formalina. Em ambos o Borneol reduz o
comportamento nociceptivo de forma significativa (ALMEIDA et al., 2013). Além disso,
0 (+) - Borneol produz efeito antinociceptivo em modelos de dor cronica desencadeado
pelo modelo de ligacéo de nervo da medula espinhal ao ativar receptores GABAA (JIANG
et al., 2015). A sensibilizacdo central, via medula espinhal, é importante na manutencéo
da dor cronica. A perda do processo inibitério mediado por GABA contribui para
hiperalgesia (JIANG et al.,, 2015). Vale ressaltar que o Borneol ndo é o Unico
monoterpeno que age sobre receptores GABAA,, outros terpenos também possuem essa
atividade (HALL et al., 2004; MANAY 1 et al., 2016).

Outro mecanismo antinociceptivo do Borneol faz referéncia a inibicéo do receptor
potencial transitdrio vanildide tipo | (TRPAL) e & reducéo do influxo de Ca?*. O TRPAL
pertence a uma grande familia de proteinas de canais catibnicos sendo expressos em
células neuronais e ndo neuronais. Sua funcéo sobre a permeabilidade de Ca?*, de forma
ndo seletiva, ocorre em varios processos celulares incluindo a dor crénica neuropatica
(AKOPIAN et al., 2007; JAQUEMAR; SCHENKER; TRUEB, 1999). Em receptores

TRPAL expressos em Xenopus oocytes, 0s dois isbmeros (-) e (+) - Borneol interferem
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na corrente de Ca?* em baixa (100 puM) e alta (1 mM) concentragdo de 6leo de mostarda
como também inibe a corrente de Ca?* em receptores de TRPAL expressos em cultura de
célula humana HEK293T (SHERKHELI et al., 2015; TAKAISHI et al., 2014).

Atividade Ansiolitica (acdo sobre 0 GABA)

De forma geral, atividade de terpenos sobre receptores GABA é largamente relatada
na literatura (GARLET et al., 2016; JEON et al., 2015; MANAYI et al., 2016) a ponto de

servirem como ‘“moléculas modelo” na sintese de novos farmacos ansioliticos

(NESTERKINA; KRAVCHENKO, 2016).

Alguns efeitos do Borneol sobre GABA ja foram relatados. Tanto o (+) - Borneol
quanto (-) - Borneol exibiram efeitos positivos sobre receptores recombinantes humanos
alB2y.. GABAA. O (-) - Borneol inibe a atividade GABA quando este é administrado
em sua maxima concentracdo (100 uM) demonstrando um perfil de agonista parcial
(GRANGER; CAMPBELL; JOHNSTON, 2005). J& o (+) - Borneol apresenta uma
resposta GABA estatisticamente semelhante aos indutores anestésicos como barbituricos,
etomidato e propofol. Porém, por ser insensivel aos efeitos do flumazenil o0 monoterpeno
parece agir sobre sitios diferentes dos BDZs (GRANGER; CAMPBELL; JOHNSTON,
2005).

Em outro estudo o (-)-Borneol reduziu as convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol, uma droga que antagoniza os efeitos pds-sinapticos do GABA
alterando o influx de cloreto (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010). De forma geral, o
(-) - Borneol e o (+) - Borneol apresentam diferentes padrdes de modulagéo de receptores
GABA onde o (-) - Borneol age como um agonista parcial e o (+) - Borneol como um
modulador positivo em baixa (1-4 uM) e alta (100 uM) concentracdo de GABA
(GRANGER; CAMPBELL; JOHNSTON, 2005).

Atividade neuroprotetora

O metabolismo dos seres vivos necessita de oxigénio para sobreviver, porém o
excesso de oxigénio (hiperoxia) produz toxicidade ou neurotoxicidade (CHAVKO;
AUKER; MCCARRON, 2003). Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo responsaveis
por patologias neurodegenerativas como doenca de Parkinson (GREENE, 2014) e
Alzheimer (ISLAM, 2016). Geralmente, a neurodegeneracdo consiste no aumento do

dano oxidativo, da disfungdo mitocondrial, acumulacgdo de agregados proteicos oxidados,
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inflamacdo e defeitos na eliminacdo de proteinas, culminando com a morte celular
(HALLIWELL, 2006). Reduzir ou inibir a producdo de ROS é um dos objetivos de busca
por novos farmacos que possam ser utilizados no tratamento de doencas

neurodegenerativas.

Um importante efeito atribuido ao Borneol é sua atividade neuroprotetora. O
Borneol, em modelo de isquemia por reperfusdo reduz o dano neuronal provocado pelo
bloqueio do fluxo sanguineo apds ligacédo bilateral em artérias cardtidas de ratos (KONG
etal., 2014). Um estudo molecular em cultura primaria de cértex de ratos recém-nascidos,
foi realizado para avaliar o mecanismo de acdo do Borneol. O efeito parece ser
multifatorial, pois reduz a injuria neuronal, a condensacao nuclear e a geracdo de ROS
intracelular. Soma-se a isso, a capacidade do Borneol em inibir caspase. Caspases sao
enzimas responsaveis por iniciar processo de apoptose celular (morte programada da
célula) o que diferencia o processo de outro tipo de processo de morte celular como a
necrose (Figura 18) (LIU et al., 2011).

Figura 18. Proposta de mecanismo de neuroprotecdo mediado pelo Borneol
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Fonte: Adaptado de LIU et al., 2011

Neurotoxicidade

Li e colaboradores (2012) avaliaram a influéncia do Borneol sobre
neurotransmissores excitatorios e inibitérios no SNC. Para isso, utilizaram uma formula
que relaciona a concentracdo de neurotransmissores excitatorios como o Asp e o0 Glu, e
inibitério como a Glicina (Gli) e GABA:



51

Razdo de excitacdo = (Asp + Glu) / (Gli + GABA)

O estudo demonstrou que o Borneol natural possui uma razao de excitagcdo em torno
de 20,30 obtido a partir de uma concentracao no cérebro de camundongo de 86,52 pg/g,
e apds uma Unica administracdo oral. Portanto, o Borneol influencia diretamente as
concentragdes de neurotransmissores no SNC, aumentando a concentragdo de Asp e
GABA, excitatério e inibitério, respectivamente e reduzindo a concentracdo do
neurotransmissor excitatorio Glu. Um efeito “curioso” e que pode ser util na compreensao
de doencas que resultam de alteragdes nas concentragfes desses mesmos
neurotransmissores no SNC. Esse resultado pode ser considerado como um efeito adverso
do Borneol e as consequéncias ainda necessitam de investigacdo mais aprofundada (LI et
al., 2012).

Portanto, com base nas propriedades farmacoldgicas relatadas na literatura
decidimos investigar os efeitos do (-) - Borneol sintético em modelos animais de
ansiedade e em modelos de adicgdo, abstinéncia e neurotoxicidade a morfina, assim como

avaliar seu potencial genotdxico em sangue periférico de camundongos.
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Efeito ansiolitico/sedativo do monoterpeno (-) - Borneol em camundongos e sua
interacdo molecular com 0 GABAAR

RESUMO

A ansiedade é definida como um sentimento vago e desagradavel de medo e apreensao.
Quando € excessivamente frequente pode ser considerada patologica. Nos ultimos 50
anos 0s benzodiazepinicos (BDZPs) trouxeram avancgos significativos na terapia da
ansiedade. Porém, essas drogas provocam efeitos adversos como toleréncia e
dependéncia. Moléculas obtidas a partir de produtos naturais sao uma fonte viavel como
opcdes terapéuticas para os distarbios da ansiedade. Monoterpenos como carvacrol,
mentol, limoneno e timol sdo compostos naturais derivados de duas unidades de isopreno.
Todos esses monoterpenos apresentam propriedades GABAérgicas. Estudos com o
monoterpeno biciclico (-) - Borneol [(-) - BOR] demonstram propriedades GABAérgica,
anticonvulsivante e vasorrelaxante. O presente trabalho teve o objetivo de investigar o
efeito ansiolitico e sedativo do (-) - BOR em modelos animais nas doses de 25, 50 e 100
mg/kg, por via intraperitoneal (i.p) e por intermédio de ferramenta computacional, avaliar
se a conformag&o mais estavel da molécula interage com o receptor GABAA (GABAAR),
principal neurotransmissor inibitério do Sistema Nervoso Central. O (-) - BOR
apresentou efeito ansiolitico significativo ao aumentar o tempo dos animais nos bracos
abertos no teste do labirinto em cruz elevado, reduzir a atividade locomotora dos animais
no teste do campo aberto e prolongar o tempo dos animais no compartimento claro no
teste da caixa claro-escuro. O (-) - BOR apresentou efeito sedativo ao reduzir o tempo de
inicio e prolongar o tempo total de sono induzido por tiopental sddico. No estudo de
docagem molecular, o (-) - BOR, na sua conformacdo mais estavel, liga-se a0 GABAAR
através dos aminodcidos Lis 274, Val 50, GIn185, Fen186, Met 49. O diazepam (DZP)
liga-se aos aminoacidos Lis 105, Tir 160, Tir 210 e Val 212 na subunidades al e ao
aminoacido Fen 77 na subunidade 2. Portanto, o (-) - BOR liga-se a0 GABAAR em um
sitio diferente da regido em que o DZP se liga. Os resultados demonstram que o (-) - BOR
possui atividade ansiolitica, sedativa e possivelmente, esses efeitos possam estar

relacionados com a neurotransmissao GABAérgica.

Palavras-chave: Ansiedade. (-)-Borneol. Docagem molecular. GABAAR. Monoterpeno.

Sedacao.
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ABSTRACT

Anxiety is defined as a vague and unpleasant feeling of fear and apprehension. It can be
considered pathological when too frequent. Over the past 50 years, benzodiazepines (BDZPs)
have brought significant advances in anxiety therapy. However, these drugs cause adverse
effects such as tolerance and dependence. Molecules obtained from natural products are some
as therapeutic options for anxiety disorders. Monoterpenes such as carvacrol, menthol,
limonene and thymol are natural compounds derived from two isoprene units. All these
monoterpenes have GABAergic properties. Studies with the monoterpene (-) - Borneol [(-) -
BOR] demonstrated GABAergic activity, anticonvulsive and vasorelaxative properties. The
objective of this study was to investigate the sedative and anxiolytic effects of (-) - BOR in
animal models at doses of 25, 50 and 100 mg/kg and their interaction with the GABAA receptor
(GABAAR). The (-) - BOR showed significant anxiolytic effect by increasing the time of
animals in the open arms in the elevated plus maze test, reducing the animal locomotor activity
in open field test and prolonging the time in clear compartment in the light-dark box test. (-
) - BOR showed sedative effect by reducing the onset time and prolonging the total sleep time
induced by thiopental sodium. In the molecular docking study, (-) - BOR, in its more stable
conformation, binds to GABAAR through the aminoacids Lys 274, Val 50, GIn185, Phel86,
Met 49. Diazepam (DZP) binds to the aminoacids Lys 105, Tyr 160, Tyr 210 and Val 212 in
the a1 subunits and to the Phe 77 amino acid in the B2 subunit. Therefore, (-) - BOR binds to
GABAAR at a site other than the region where DZP binds. The results demonstrate that (-) -
BOR has anxiolytic, sedative activity and, possibly, these effects may be related to the
GABAergic neurotransmission.

Keywords: Anxiety, Sedation, GABAAR, Monoterpene, (-) - Borneol, Molecular Docking.
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Introducéo

A ansiedade é definida como um sentimento vago e desagraddvel de medo e
apreensdo, caracterizada por tensdo ou desconforto derivado da antecipacéo de perigo, do
desconhecido ou de algo estranho (BAGATIN et al., 2014). A ansiedade é um
componente comportamental normal e é importante como mecanismo de defesa em
relacdo a situacdes novas e inesperadas. No entanto, quando é excessivamente frequente
ou aparece em contextos inadequados, pode interferir no funcionamento normal do

organismo e, portanto, ser considerada patologica (DOUKKALI et al., 2015).

Na década de 60, com o lancamento do Diazepam (DZP) (Valium®), teve inicio
uma revolucdo no tratamento farmacoldgico da ansiedade. O DZP inovou ao dissociar o
efeito ansiolitico do efeito sedativo (CALCATERRA; BARROW, 2014). Assim como o
DZP, os outros benzodiazepinicos (BDZs) atuam como moduladores alostéricos do
receptor y-aminobutirico-A (GABAAR), promovendo aumento na condutancia de ions
cloreto para o interior da célula e hiperpolarizando a membrana neuronal. Além do efeito
ansiolitico, os BDZs agem como relaxantes musculares, indutores de sono e podem
produzir efeitos anticonvulsivantes. Porém essas drogas provocam efeitos adversos como

perda de coordenagdo motora, tolerancia e dependéncia (LIEBRENZ et al., 2015).

Apesar dos avancos terapéuticos obtidos com os BDZs, a busca por ansioliticos
com menos efeitos adversos ainda é um objetivo no tratamento farmacolégico dos
transtornos da ansiedade. Moléculas obtidas a partir de produtos naturais sao uma fonte
viavel como opc¢bes com potencial terapéutico. Os terpenos constituem o grupo mais
abundante e estruturalmente mais diversificado de metabdlitos secundarios de plantas
(ZWENGER; BASU, 2008). Além disso, os terpenos possuem uma ampla variedade de
funcdes bioldgicas e a maioria possui propriedade medicinal (CHENG et al., 2007).

Séo classificados de acordo com o nimero de carbonos utilizados na sua biossintese
podendo ser monoterpenos, sequiterpenos, diterpenos, triterpenos, carotendides entre
outros. Os compostos terpénicos mais freqiientes sdo 0s monoterpenos (90%) e o0s
sesquiterpenos (CHENG et al., 2007). Monoterpenos como carvacrol, mentol, limoneno
e timol s@o um grupo de compostos naturais derivados de duas unidades de isopreno.
Todos esses exemplos de monoterpenos modulam, de alguma forma, o GABAaR

apresentando propriedades anticonvulsivantes e/ou ansioliticas (MANAY 1 et al., 2016).
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O (-) - Borneol [(-) - BOR] (Figura 1), € um exemplo de monoterpeno biciclico
amplamente utilizado na industria de alimentos, medicamentos e cosméticos (CHEN et
al., 2014). Estudos com o monoterpeno (-) - BOR demostraram propriedades
farmacologicas tais como efeito agonista parcial do GABAAR (GRANGER,;
CAMPBELL; JOHNSTON, 2005); efeito anticonvulsivante (QUINTANS-JUNIOR et
al., 2010); efeito vasorrelaxante atribuido ao bloqueio de canais de calcio sensiveis a
voltage (CavL) (SILVA-FILHO et al., 2011) e inibicdo do receptor potencial transitorio
vaniloide tipo | (TRPAL) (SHERKHELLI et al., 2015). No entanto, ainda sdo necessarios
mais estudos que explorem a sua acdo farmacoldgica no sistema nervoso central (SNC).
Este trabalho teve o objetivo de investigar a atividade ansiolitica do (-) - BOR sintético
em modelos experimentais de ansiedade, assim como, por intermédio de docagem
molecular, avaliar se a conformacdo mais estavel da molécula possui alguma interacao
com 0 GABAAR, principal neurotransmissor inibitorio do SNC (BERGMANN et al.,
2013).

Figura 1. Estrutura quimica do (-) - BOR

HsC CHsj
CHsj

OH

Fonte: http://www.sigmaaldrich.com

Material e Métodos

Substéancias quimicas

(-) - BOR e tiopental sédio foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA), DZP obtido a partir da empresa Cristalia (Sdo Paulo, SP, Brasil). O (-) - BOR
foi previamente solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO a 1%) e em seguida diluido
em solucdo salina (NaCl a 0,9%). As outras substancias foram dissolvidas em NaCl 0,9%.
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Animais
Camundongos Swiss, machos (25-30 g), com dois meses de idade provenientes do
biotério do Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Piaui (CCA/UFPI),
foram aclimatados em uma temperatura de 24 + 2 °C sob um ciclo de claro/escuro de 12
por 12 horas, com livre acesso a comida e a dgua. Todos 0s experimentos seguiram

protocolos aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade
Federal do Piaui (n. 83/14).

Teste do Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (LISTER, 1987) consiste em dois bragos abertos
perpendiculares (30 x 5 cm) e dois bragos fechados (30 x 5 x 25 cm) de posi¢do também
perpendicular. Os bracos abertos e fechados estdo ligados por uma plataforma central (5
x 5 cm). Camundongos Swiss, machos (25-30 g), 6 por grupo, foram tratados com:
veiculo, (-) - BOR (25, 50 e 100 mg/kg, i.p.) ou DZP (2 mg/kg, i.p.). Trinta minutos ap6s
o tratamento, os animais foram colocados um por vez no centro do labirinto com a cabeca
voltada para um dos bragos fechados e observado seu comportamento durante 5 minutos.

O parametro avaliado foi o tempo de permanéncia nos bragos abertos em segundos.

Teste do campo Aberto

O equipamento utilizado (30 x 30 x 15 cm) é uma caixa com piso dividido em nove
quadrantes iguais baseado no modelo descrito por Archer (1973). Os camundongos Swiss,
machos (25-30 g), foram reunidos em 6 animais por grupo, foram tratados com: veiculo,
(-) - BOR (25, 50 e 100 mg/kg, i.p.) ou DZP (2 mg/kg, i.p.). Passados 30 minutos da
administracao das drogas, os animais foram colocados um por vez, no equipamento sendo
observado o nimero de cruzamentos com as quatro patas (atividade locomotora

espontanea), durante 5 minutos. Apos cada sessdo, o aparato foi limpo com alcool a 70%.

Teste da caixa claro-escuro

Camundongos Swiss, machos (25-30 g), 6 por grupo, foram tratados com: veiculo,
(-) - BOR (25, 50 e 100 mg/kg, i.p.), ou DZP (2 mg/kg, i.p.). Apds 30 minutos 0s animais
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foram colocados, um por vez, no equipamento composto por dois compartimentos, um
claro e outro escuro que se comunicam através de uma pequena porta (CRAWLEY,
1981). O compartimento escuro (27 x 18 x 29 cm) é mal iluminado e o compartimento
claro (27 x 18 x 29 cm) é iluminado por luz ambiente. Os animais foram colocados um
por vez, inicialmente posicionados na parte clara sendo observados durante 5 minutos e
entre cada teste, o equipamento foi limpo com &lcool a 70%. Foi utilizado como

parametro o tempo de permanéncia na caixa clara em segundos.

Teste de potencializa¢do do sono induzido por Tiopental Sodico (TPSI)

Camundongos Swiss, machos (25-30 g), 6 por grupo, foram tratados com: veiculo,
(-) - BOR (25, 50 e 100 mg/kg, i.p.), ou DZP (2 mg/kg, i.p.). Imediatamente apés a
administragdo das substancias foi administrado tiopental sodico (50 mg/kg, i.p.). Depois
que os animais adormeceram, foram colocados em decUbito dorsal e acionado um
crondbmetro registrando o tempo entre a perda e a recuperacdo do reflexo de
endireitamento (tempo de sono). Foi considerado como perda do reflexo de
endireitamento a incapacidade do animal em retornar para a sua posi¢cdo normal. Foi
considerado como critério de recuperacgdo do reflexo de endireitamento, a volta do animal

para a sua posicdo normal por trés vezes consecutivas (CARLINI, 1986).

Docagem molecular

A molécula de (-)- BOR foi obtida a partir do banco de dados ZINC (ID: 967533).
Apdbs obtencdo, a geometria da molécula foi otimizada no programa Gaussian 09
(FRISCH et al.,, 2009). O método da Teoria do Funcional da Densidade (DFT)
(CAPELLE, 2006; CUSTODIO; MORGON, 1995) foi utilizado com o funcional hibrido
B3LYP combinado com o conjunto de base 6-31++G*. Célculos de frequéncia foram
realizados para verificar se a molécula estd em um minimo de energia. A molécula do
GABAAR foi obtida a partir do banco de dados Protein Data Bank (ID: 4COF)
(BERMAN et al., 2000) e pelo programa AutoDock Tools (ADT) (SANNER, 1999) foi
realizado uma busca pela existéncia de moléculas de agua e estruturas de proteinas

repetidas.
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A docagem molecular foi realizada utilizando o programa AutoDock 4.2.6, que faz
uso do algoritmo genético lamarckiano, em combinagdo com algoritmos de busca global
e algoritmos de busca local. Com o uso do ADT criou-se uma malha de afinidade
englobando a regido extracelular do GABAAR e gerou-se, por meio do modulo AutoGrid
4.2.6, os mapas de afinidade entre os atomos do ligante e da macromolécula. Nos

parametros restantes, foram utilizados os valores default do programa.

Andlise estatistica dos testes comportamentais

Todos os resultados foram apresentados como média * erro padrdo da média
(E.P.M). Os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) seguido pelo t-
Student-Neuman-Keuls como post hoc teste. Os resultados foram considerados
significativos (*p <0,05) quando comparados ao grupo veiculo. Todas as analises dos
experimentos in vivo foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism, verséo 6.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA).

Resultados

Teste do labirinto em cruz elevado

Neste modelo, (-) - BOR (100 mg/kg, i.p) aumentou significativamente (*p<0,05),
0 tempo dos camundongos nos bracos abertos do labirinto em 57% (49+11 seg) quando
comparado com o grupo veiculo (2146 seg) (Figura 2). O DZP (2 mg/kg, i.p.) aumentou
0 tempo dos animais nos bracos abertos em 69% (68+14 seg) quando comparado com 0

grupo veiculo.

Teste do campo aberto

Na avaliagéo da atividade locomotora, o (-) - BOR (50, 100 mg/Kkg, i.p.), apresentou
efeito significativo (*p <0,05) ao reduzir o nimero de entradas nos quadrantes em 32%
(66+2) e 73% (26+3); respectivamente quando comparado ao grupo veiculo (97+8)
(Figura 3). O DZP (2 mg/kg, i.p.) reduziu significativamente (*p <0,05) o numero de

entradas nos quadrantes em 73% (25+3) em compara¢do com o grupo veiculo.
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Figura 2. Efeito do (-) - BOR (25, 50 e 100 mg/kg, i.p.) e do DZP (2 mg/kg, i.p.) no
labirinto em cruz elevado com camundongos (n = 6).
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Legenda: Cada barra representa a média = E.P.M do tempo em segundos (seg) em que
0S animais permaneceram nos bracgos abertos. *p <0,05 significativo em comparacgao ao
grupo veiculo (ANOVA e teste t-Student—Newman-—Keuls como post hoc teste).

Figura 3. Efeito do (-) - BOR (25, 50 e 100 mg/kg, i.p.) e do DZP (2 mg/kg, i.p.) no
modelo campo aberto com camundongos (n = 6).
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Fonte: Cada barra representa a média = E.P.M. de nimero de quadrantes cruzados pelos
animais. *p <0,05 significativo em comparacdo ao grupo veiculo (ANOVA e teste t-
Student—Newman-Keuls como post hoc teste).

Teste da caixa claro-escuro

No modelo da caixa claro-escuro, o (-) - BOR (25, 50 e 100 mg/Kkg, i.p.) demonstrou
efeito significativo (*p <0,05) ao aumentar em 47% (1436 seg); 65% (161+3 seg) e 78%
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(174+8 seg); respectivamente o tempo de permanéncia dos camundongos no
compartimento claro quando comparado ao grupo veiculo (98+11 seg) (Figura 4). Em
comparagao ao grupo veiculo o DZP (2 mg/kg, i.p.) aumentou o tempo em 63% (160
+12,2 seq).

Figura 4. Efeito do (-) - BOR (25, 50 e 100 mg/kg, i.p.) e DZP (2 mg/kg, i.p.) no modelo
caixa claro-escuro com camundongos (n = 6).
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Legenda: Cada barra representa a média £ E.P.M do tempo em segundos (seg) dos
animais no compartimento claro. *p <0,05 significativo em comparagéo ao grupo veiculo
(ANOVA e teste t-Student—-Newman—Keuls como post hoc teste).

TPSI
No teste de sono induzido por tiopental, o (-) - BOR (100 mg/kg, i.p.) obteve efeito

significativo (*p <0,05) ao reduzir em 57% (13+1 min) o inicio do sono e aumentar em
57% (103£9 min) o tempo total de sono em relacdo ao grupo veiculo (31%2; 663 min,
respectivamente) (Figura 5 A e B, respectivamente). Da mesma forma, o DZP (2 mg/kg,
i.p.) diminuiu significativamente (*p <0,05) o tempo necessario para o inicio da sedagédo
e a duracdo do sono induzido por tiopental em 74% (8+1 min) e 65% (108+2 min),

respectivamente, quando comparado ao grupo veiculo (Figura 5 A e B, respectivamente).
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Figura 5. Efeito do (-) - BOR (25, 50 e 100 mg/kg, i.p.) e do DZP (2 mg/Kkg, i.p.) no TPSI
em camundongos Swiss (n = 6).
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Legenda: Cada barra representa a média + E.P.M do tempo de inicio do sono (A) ou o
tempo total de duracdo do sono (B) em minutos (min). *p <0,05 significativo em
comparagao ao grupo veiculo (ANOVA e teste t-Student—Newman—Keuls como post hoc
teste).

Docagem molecular

No estudo de docagem a conformacdo mais estavel (Figura 6), apresenta -4,96
kcal.mol? e 231,31 Ki (uUM) como energia livre de ligacdo e constante de inibicao,
respectivamente (Tabela 1). O (-) - BOR interage com os seguintes residuos de
aminoacidos do GABAAR: Lisina 274 (Lis274), valina 50 (Val50), Glutamina 185
(GIn185), Fenilalanina 186 (Fen186) e Metionina 49 (Met 49) (Tabela 1). O desenho
tridimensional da docagem entre 0 GABAAR e 0 (-) - BOR indica que a interagao ocorre
préxima a membrana celular em uma regido extracelular (Figura 7).

Figura 6. Diagrama de energia correlacionada com conformag&o obtida ao fim do calculo

funcional de densidade. Foi escolhido a conformacdo que apresentou menor estado
energeético.
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Tabela 1. Dados comparativos das trés melhores conformacdes entre (-) - BOR e 0

GABAAR.
- P Ligacdo
Energia livre Constante Residuos de . .
Conformagéo de Igi]gagéo de inibicito  aminoacidos do entre () - Energia Compzmento
(Kcal.mol) Ki (uM) GABAAR BORe  (kealmol) (A)
Val50
Lis274, Vals0,
18 -4,96 231,31 GIn185, Fen186, Ponte de 1,41 2,045
Met49 hidrogénio
Lis274, Val50, Ponte de
2 -4,96 230,41 G185, Fen18s, oo -1,43 2,056
Met49 9
Valso, Ponte de
3 -4,89 259,46 Met 49, Pro184, TR TS 1,72 1,915
hidrogénio

GIn185, Lis274

Legenda: Lis274 (Lisina 274), Val 50 (Valina 50), GIn 185 (Glicina 185), Fen 186 (Fenilalanina
186), Met 49 (Metionina 49), Pro 184 (Prolina 184) e Glu 185 (Glutamina 185).

Figura 7. Docagem molecular entre (-) - BOR e 0 GABAaR. (A) Imagem frontal
representativa da interagdo entre o monoterpeno (-) - BOR e 0 GABAAR. (B) Malha de
energia entre as moléculas e (C) ponte de hidrogénio entre 0 aminoacido Val50 e a

molécula de (-) - BOR.




73

Discussao

Os transtornos de ansiedade sdo condi¢Bes psiquidtricas graves que afetam
compromissos didrios e representam um alto custo para a salde publica. Se
considerarmos o arco composto pelos custos em termos de debilidade, encargos
financeiros associados, risco de suicidio (COMBS; MARKMAN, 2014) e os graves
efeitos adversos do tratamento dos distarbios da ansiedade (LIEBRENZ et al., 2015), a
busca por alternativas terapéuticas é algo importante a se considerar. Substancias obtidas
a partir de produtos naturais sdo uma fonte viavel para novos ansioliticos. Diversos
monoterpenos como o0 acetato de carvacrol e 6xido de linalol demonstraram propriedades
ansioliticas em modelos experimentais com animais (PIRES et al., 2013; SOUTO-
MAIOR et al., 2011). Neste trabalho, o potencial farmacol6gico do monoterpeno (-

) - BOR foi avaliado em modelos animais de ansiedade.

Na investigacdo do efeito ansiolitico do (-) - BOR, foram utilizados trés modelos:
o teste do labirinto em cruz elevado, teste do campo aberto e o teste da caixa claro-escuro.
Trés modelos bastante empregados na avaliagdo do comportamento exploratorio de
animais, principalmente roedores (ABDELHALIM et al., 2015; MONIRUZZAMAN et
al., 2016). O labirinto em cruz elevado é considerado uma ferramenta valiosa na pesquisa
de novos ansioliticos e no estudo da neurobiologia da ansiedade (RODGERS; DALVI,
1997).

O modelo baseia-se no conflito entre o comportamento natural de explorar um novo
ambiente e a tendéncia em evitar uma area potencialmente perigosa por ser desconhecida
(COLLA et al., 2015). Roedores demostram um padrdo de comportamento, evitando
espacos abertos e preferindo espacos fechados. Esta tendéncia é suprimida por
ansioliticos (BOURIN, 2015). Neste teste, somente 0s animais tratados com 100 mg/kg
com (-) - BOR permaneceram mais tempo nos bragos abertos reduzindo o efeito
ansiogénico desencadeado pelo modelo de forma similar ao efeito observado com o DZP
indicando propriedade ansiolitica. Todavia, existe a possibilidade de que drogas que
alteram a atividade motora podem acarretar em falsos positivos/negativos no modelo do
labirinto em cruz elevado (SILVA et al., 2007). Portanto, para atestar maior seguranca e

reduzir davidas a respeito dos resultados, o teste do campo aberto foi utilizado.

O teste do campo aberto € um modelo classico aplicado para avaliar os efeitos

autondmicos de farmacos e a atividade comportamental geral dos animais (CAMPOS et
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al., 2013). No teste do campo aberto, farmacos ansioliticos reduzem a curiosidade dos
animais sobre novos ambientes ao diminuir a atividade locomotora (AMAN et al., 2016;
HUSSIN et al., 2012). A atividade locomotora é um indicador de vigilia mental ou alerta
e sua diminuicdo pode ser interpretada como reducao da excitabilidade do SNC (ISLAM
et al.,, 2015). O tratamento com (-)- BOR reduziu a atividade locomotora dos
camundongos diminuindo o nimero de quadrantes cruzados pelos animais corroborando

com os dados encontrados no teste do labirinto em cruz elevado.

O modelo da caixa claro-escuro foi o Gltimo teste para ansiedade utilizado. De
forma semelhante aos modelos do labirinto em cruz elevado e campo aberto, no modelo
da caixa claro-escuro um ambiente novo é apresentado ao animal, desencadeando um
nivel de estresse que resulta no bloqueio de comportamentos tipicos como o exploratério
e 0 locomotor. Geralmente, 0s animais nao tratados movem-se para a area escura da caixa
e evitam o estresse de um ambiente novo e mais iluminado (COLLA et al., 2015). Ap6s
a administracdo de uma substancia ansiolitica esse comportamento é alterado, o
deslocamento para o ambiente escuro diminui e o animal permanece mais tempo na area
clara (BOURIN, 2015). Em conformidade com os resultados encontrados nos modelos
anteriormente testados, a administracdo do (-) - BOR resultou em efeito ansiolitico

aumentando o tempo dos camundongos na area clara.

Farmacos ansioliticos e sedativos ativam GABAaRs (CALCATERRA; BARROW,
2014). O modelo TPS ¢é utilizado como uma forma de triagem de drogas para atividade
sedativa e hipnotica relacionadas com 0os GABAARs. O tiopental sédico liga-se no sitio
dos barbitdricos nos GABAARs e hiperpolariza a membrana pos-sinaptica (DE LA PENA
et al., 2013). BDZs como o DZP potencializam o efeito sedativo do tiopental. Essa
potencializacdo deve-se a acdo agonista dos BDZs sobre os GABAaRs (Cl; REN; SU,
2008; RAIHAN et al., 2011) aumentando o influxo de CI" para o interior da célula
(MULA, 2016). Qualquer substancia que diminua o tempo de inicio e prolongue o efeito
sedativo do tiopental apresentard uma possivel atividade sobre GABAARS (RAIHAN et
al., 2011). No TPSI o (-) - BOR diminuiu o inicio e prolongou o tempo de sono induzido
por tiopental, constituindo-se em um provavel efeito GABAEérgico.

Trabalhos anteriores sugerem que o (-) - BOR modula os GABAAaRs. Por exemplo,
0 (-) - BOR reduz crises epiléticas induzidas por pentilenotetrazol (PTZ), um inibidor de
neurotransmissio GABAérgica (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010) e Granger, Campbell
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e Johnston (2005) avaliaram a capacidade do (+)-BOR e (-) - BOR em modular o receptor
humano recombinante de GABAA alf2y2L. No estudo, os autores concluem que (-
) - BOR é um agonista parcial dos GABAAaRS, mas provavelmente a ativacdo desses
receptores ocorra em sitios ndo relacionado ao dos BDZs, pois seu efeito ndo é revertido

por flumazenil.

Estruturalmente, os GABAARs sdo compostos de uma subunidade vy, duas
subunidades a e duas . BDZs tais como o DZP ligam-se na por¢do extracelular dos
GABAARs nas subunidades y2 e al (RICHTER et al., 2012). Trabalhos de docagem
molecular entre 0 DZP e 0s GABAARs indicam que o farmaco se liga aos aminoacidos
Lis 105, Tir 160, Tir 210 e Val 212 nas subunidades al ¢ ao aminoacido Fen 77 na
subunidade f2 (BERGMANN et al., 2013; CI; REN; SU, 2008). Neste trabalho, foi
observado que o (-) - BOR, em sua conformacdo mais estavel, interage com o0s
amino&cidos Lis 274, Val 50, GIn 185, Fen186 e Met 49, amino&cidos diferentes dos
amino&cidos encontrados na ligacdo entre 0 DZP e 0s GABAARS (Tabela 2).

O (-) - BOR ndo ¢ a unica molécula que ativaria o0s GABAARs em um sitio de
ligacdo diferente dos BDZs. Outros trabalhos demonstram efeitos ansioliticos de
substancias como o acido valenérico (BENKE et al., 2009) e carvacrol (MELO et al.,
2010) ao se ligarem nos GABAARs em sitios diferentes dos BDZs. Foram propostos mais
de 11 sitios de ligagdo nos GABAARs (CHEBIB; JOHNSTON, 2000) e diversos grupos
de farmacos (ex. BDZs, barbituricos, esteroides, picrotoxina, etanol etc) ativam os
GABAARs em diferentes sitios de ligacdo (JOHNSTON, 1996). Portanto, a docagem
molecular do (-) - BOR e 0o GABAAR, indica que a interacdo ocorre em um sitio
extracelular proximo a membrana celular ndo correspondente ao sitio em que os BDZs se
ligam (Figura 8).

Tabela 2. Comparacéo entre os sitios de ligacéo do (-)- BOR e do
DZP com 0 GABAAR

Molécula Subunidade de Residuo de

L S Referéncias
ligacéo aminoécido

Lys274, Val50,
(-) - BOR GIn185, Phe186, Este trabalho
Met49
Lys105, Tyrl60,  (Ci etal., 2008;
DZzP al/y2 Tyr210, Val212/ Bergmann et al.,
Phe77 2013)
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Figura 8. llustracéo do sitio de ligagdo do DZP e a provavel regido, extracelular, na qual
0 monoterpeno (-) - BOR liga-se a0 GABAAR.

Sitio do DZP

Sitio do
-~ (-)-BOR

Membrana celular

Citosol

Fonte: Arquivo pessoal (2017)

Conclusodes

Assim, os resultados demonstram que o (-) - BOR possui potencial atividade
ansiolitica e sedativa. O estudo de docagem molecular, por sua vez, revelaque o (-) - BOR
é capaz de interagir com os GABAARSs atraves de pontes de hidrogénio e, teoricamente,
essa interacdo seria capaz de ativar alostericamente o receptor em um sitio diferente dos
BDZs produzindo os efeitos ansioliticos e sedativos observados com os modelos animais.
Porém, mais estudos sdo necessarios para se determinar em qual subunidade dos

GABAARs ocorre a interacdo e como ocorre a ativacéo do receptor.
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Efeito in vivo do (-) - Borneol sobre a dependéncia/abstinéncia por morfina e sua
avaliacdo genotdxica em sangue periférico de camundongos

RESUMO

A morfina (MOR) é o fa&rmaco de escolha no tratamento de dores agudas, moderadas e
graves. A dependéncia a esse e outros opioides é um dos fatores que estimulam a pesquisa
por novas drogas com menos efeitos adversos. Uma alternativa baseia-se no
desenvolvimento de fa&rmacos que amenizem a dependéncia sendo pré-administrados em
tratamentos clinicos que necessitem de opioides como grupo farmacoterapéutico de
escolha. Esses farmacos possibilitariam a melhoria na qualidade de vida de pacientes que
necessitam dessas substancias ou que ja sdo adictos. Uma molécula com interessante
potencial terapéutico é o (-) - Borneol [(-) - BOR], um monoterpeno biciclico que pode
ser encontrado em 0leos essenciais de vérias plantas medicinais ou como uma molécula
sintética. Trabalhos anteriores demonstraram que o (-) - BOR possui perfil de agonista
parcial dos receptores GABAA (GABAAR) e pode antagonizar canais de Ca?* sensiveis a
voltagem (CavL), respectivamente o mais importante neurotransmissor inibitério do
sistema nervoso central (SNC) e o ion fundamental na formacdo de memdria a longo
prazo, ambos relacionados com 0s mecanismos de dependéncia a opioides. Portanto, esse
trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito do (-) - BOR nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg,
por via intraperitoneal (i.p.) em modelo de dependéncia e abstinéncia a MOR assim como
o seu efeito genotdxico em sangue periférico de camundongos. No modelo de Preferéncia
Condicionada por Lugar (PCL) o pré-tratamento com (-) - BOR (100 mg/kg, i.p.) reduziu
0 tempo de permanéncia dos animais no compartimento em que foram pareados com
MOR. A administragdo de (-) - BOR (100 mg/kg, i.p.) também reduziu o comportamento
de saltar no modelo de abstinéncia a MOR precipitado pela administracdo de naloxona (8
mg/kg, i.p.), porém, ndo interferiu nos comportamentos de andar em marcha ré, tremor
de pata e agitacdo de cachorro molhado. O (-) - BOR (100 mg/kg, i.p.) ndo apresentou
efeito genotoxico quando comparado ao grupo controle ciclofosfamida (CICLO, 50
mg/kg, i.p) nas primeiras 4 horas de avaliagdo assim como nas 24 horas posteriores,
periodo que corresponde ao tempo de reparo da fragmentacdo do DNA. Assim, nossos
resultados indicam que o (-) - BOR apresentou efeito antiadictivo ao reduzir o
desenvolvimento de PCL por MOR e foi capaz de amenizar um dos sintomas de
abstinéncia a MOR relacionado clinicamente como agitacdo e irritabilidade. Além disso,
seu baixo efeito genotoxico indica seguranca a sua potencial aplicacdo
farmacoterapéutica.

Palavras-chave: Abstinéncia. Adiccdo. (-) — Borneol. Genotoxicidade. Monoterpeno.
Morfina.
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ABSTRACT

Morphine (MOR) is the drug of choice for the treatment of acute, moderate and severe pain.
The dependence on this and other opioids is one of the factors that stimulate the search for new
drugs with less adverse effects. An alternative is based on the development of addictive drugs
that are pre-administered in clinical trials requiring opioids as the pharmacotherapeutic group
of choice. These drugs would enable the improvement of the quality of life of patients who need
these substances or who are already addicted. One molecule with interesting therapeutic
potential is (-) - Borneol [(-) - BOR], a bicyclic monoterpene that can be found either in
essential oils of various medicinal plants or as a synthetic molecule. A previous work has
demonstrated that (-) - BOR has a partial agonist profile of GABAA receptors (GABAAR) and
can antagonize voltage-sensitive Ca®* channels (CavL), respectively, the most important
inhibitory neurotransmitter of the central nervous system (CNS) and the fundamental ion in the
formation of long-term memory, both related to the opioid dependence mechanism. Therefore,
the objective of this study was to evaluate the effect of (-) - BOR in the 25, 50 and 100 mg/kg
doses intraperitoneally (i.p.) in a model of dependence and withdrawal to MOR as well as its
genotoxic effect in Peripheral blood of mice. Pre-treatment with (-) - BOR (100 mg/kg, i.p.)
reduced the spent time of the animals in the compartment where they were paired with MOR in
Conditioned Preference Place (CPP) model. Administration of (-) - BOR (100 mg/kg, i.p.) also
reduced jumping behavior in the MOR withdrawal model precipitated by the administration of
naloxone (8 mg/kg, i.p.), but did not interfere in other behaviors. (-) - BOR (100 mg/Kkg, i.p.)
did not show genotoxic effect when compared to the cyclophosphamide control group
(CYCLO, 50 mg / kg, i.p) in the first 4 hours of evaluation as well as in the subsequent 24
hours, a period that corresponds to the repair time of DNA fragmentation. Thus, our results
indicate that (-)-BOR had an anti-addictive effect by reducing the development of CPP by MOR
and was able to attenuate one of the withdrawal symptoms to clinically related MOR, such as
agitation and irritability. In addition, its low genotoxic effect indicates safety to its potential
pharmacotherapeutic application.

Keywords: Addiction - Abstinence -Morphine - Monoterpene - (-) - Borneol - Genotoxicity
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Introducéo

Opioides, como a morfina (MOR), sdo farmacos de escolha no tratamento de dores
agudas, moderadas e graves (VOLKOW et al., 2014). Tanto a prescri¢do controlada de
MOR, como 0 seu uso recreativo tem aumentado nos ultimos anos provocando uma
epidemia de dependéncia e mortes por overdose (VARRASSI; MULLER-SCHWEFE,
2012). Por ser altamente adictiva a MOR ¢é capaz de provocar recaidas mesmo anos apos
a sua Ultima administracdo (BLONDELL; AZADFARD; WISNIEWSKI, 2013).

Pesquisas estdo sendo realizadas com o objetivo de se encontrar fArmacos capazes
de substituir o uso de opioides no tratamento da dor (ARAUJO et al., 2016; BAENAS et
al., 2017; LIU et al., 2015) ou com o intuito de prevenir a dependéncia a opioides atraves
de uma administracdo prévia a administracdo desse grupo terapéutico (DE GUGLIELMO
et al., 2017; PARVARDEH et al., 2016). Esses farmacos possibilitariam a melhoria na

qualidade de vida de pacientes que necessitam de opioides ou que ja sdo adictos.

Plantas medicinais (GAO et al., 2014; HASANEIN; TEIMURI; EMAMJOMEH,
2015) ou moléculas obtidas a partir de plantas medicinais (HU et al., 2015; MANSOURI;
NAGHIZADEH; GHORBANZADEH, 2014), como os monoterpenos, sdo opcdes na
busca por novos farmacos com a finalidade de reduzir a dependéncia a opioides. O
(-) - Borneol [(-) - BOR] (Figura 1) € um monoterpeno biciclico com grande aplicacao
nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica, podendo ser obtido a partir de éleos
essenciais de plantas medicinais (ex. Matricaria recutita L e Valeriana officinalis L)
(PIERONI et al., 2002; MIRABI et al., 2011) ou como produto sintético (CHEN et al.,
2014).

Dentre as atividades farmacologicas atribuidas ao (-) - BOR destaca-se a sua
capacidade em agir como agonista parcial sobre receptores do 4cido-gama-aminobutirico-
A (GABAaR) (GRANGER; CAMPBELL; JOHNSTON, 2005), neurotransmissor
importante na cascata bioquimica da adiccao a opioides (TRANG et al., 2015) e o efeito
vasorrelaxante proveniente do blogueio de canais de calcio sensiveis a voltage (CayL)
(SILVA-FILHO et al., 2011) ion necessario na sinalizagdo da formagdo da memoria de
longo prazo (BADALA; NOURI-MAHDAVI; RAOOF, 2008). Tanto a ativacdo do
GABA quanto o bloqueio dos canais de Ca®" sdo estratégias promissoras no

desenvolvimento de novos farmacos na terapia da adiccao as drogas (ADDOLORATO et
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al., 2012). Além disso, o estudo farmacocinético do (-) - BOR demonstra que este é bem
distribuido no Sistema Nervoso Central (SNC), principalmente no hipocampo (YU et al.,
2013) uma das é&reas mesocorticolimbicas que compBem o sistema recompensa
(FOWLER et al.,, 2007; LISMAN; GRACE, 2005) e peca fundamental no
desenvolvimento de dependéncia a opioides e outras drogas (KOSTEN; GEORGE, 2002;
MASSALY; MORON; AL-HASANI, 2016; TRANG et al., 2015; ZHANG; LOH; LAW,
2016).

Figura 1. Estrutura quimica do (-) - BOR

HsC CHs;
CHs;

OH

Fonte: http://www.sigmaaldrich.com

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do (-) - BOR sintético em
modelos de adiccdo e abstinéncia @ morfina, assim como avaliar o seu potencial

genotoxico em sangue periférico de camundongos.

Material e Métodos

Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos (25-30 g), provenientes do Biotério
do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui (CCA/UFPI), mantidos
sob condi¢bes controladas de temperatura (22 + 2 °C) e umidade relativa (45 £ 2%) em
um ciclo claro-escuro de 12/12 horas com livre acesso a comida e agua. Os animais foram
aclimatados por um periodo de 7 dias antes do inicio dos protocolos experimentais. Os

protocolos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
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da UFPI (n. 83/14) e todos os esforcos foram realizados na tentativa de minimizar o

sofrimento dos mesmos.

Drogas

(-) - BOR, naloxona e ciclofosfamidas foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA), MOR obtido a partir da Cristalia (Sdo Paulo, SP, Brasil). O
(-) - BOR foi previamente solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO a 1%) e em seguida
diluido em solucdo salina (NaCl a 0,9%). As outras drogas foram dissolvidas em NaCl
0,9%.

Protocolos experimentais

Efeito do (-) - BOR sobre a Preferéncia Condicionado por lugar (PCL)

O experimento baseia-se no modelo de condicionamento Pavloviano, no qual €
estabelecido uma associacéo entre um determinado ambiente e o animal (KASTURE et
al.,, 2009; MATTIOLI; TITOMANLIO; PERFUMI, 2012; PLANETA, 2013). Foi
utilizado um aparato formado por trés compartimentos distintos (140 mm x 440 mm X
150 mm) possuindo assoalhos e paredes confeccionados com texturas e cores diferentes.
O compartimento A possui paredes em preto com piso em barras de aco inox. O
compartimento B (tinel de conexdo) possui paredes e chdo na cor cinza claro. O
compartimento C possui paredes em branco, listras pretas e com piso em chapa de acgo
inox vazado. Os compartimentos descritos acima sao conectados por portas em formato
de guilhotina, fechados e abertos manualmente. O protocolo foi realizado em 10 dias a
contar do dia zero (0) e divididos em trés fases: pré-condicionamento, condicionamento

e pés-condicionamento.

Fase de pré-condicionamento

Durante essa fase (dia 0), um animal por vez foi colocado no compartimento B e
logo apos, as portas foram removidas manualmente para que tivessem acesso a todos 0s

ambientes do aparato durante um periodo de 15 minutos. Cada deslocamento foi
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registrado e foram retirados da fase seguinte os camundongos que apresentassem
preferéncia (>75% da sessdo, 435 segundos) ou aversao (<25% da sessdo, 217,5

segundos) a algum dos compartimentos do aparato.

Fase de condicionamento.

Essa fase foi realizada um dia ap6s a fase de pré-condicionamento, durante oito dias
consecutivos com sessdes de 30 minutos cada. Os camundongos foram colocados, um
por vez, em um dos compartimentos ficando isolados dos outros compartimentos. O
compartimento dos animais que receberam MOR foi escolhido aleatoriamente e
contrabalanceado por outro grupo de animais, de modo que um grupo ficou confinado ao
compartimento listrado, enquanto que o outro foi confinado ao compartimento escuro. Os
animais foram divididos em cinco grupos. Um grupo foi tratado com veiculo (i.p) nos
dias 1, 3, 5 e 7 e 0s outros quatro grupos com MOR (5 mg/kg, i.p.) nos dias 2, 4, 6 e 8.
Trés grupos tratados com MOR receberam (-) - BOR (25, 50 e 100 mg/Kkg, i.p.), trinta
minutos antes da administracdo do opidide, de acordo com o desenho experimental
apresentado na Figura 2. No dia em que ndo se administrava MOR os animais receberam

veiculo.

Figura 2. Diagrama esquematico do modelo de PCL. O modelo é dividido em trés fases:
Pré-condicionamento, condicionamento e pds-condicionamento. O efeito reforcador da
MOR é avaliado através do tempo de permanéncia do animal em um dos compartimentos

em que ficou confinado.

Pré-condicionamento Condicionamento Pos-condicionamento

Aclimatagdo t ______________________________________________ t

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Dias Dias
Veicwo; Morfina (5 mo'Fg) efow . \
[-- Bomeol (25, 50 & 100 Veiculo ..-:.?' Veiculo  Mor  Weiculo  Mor Weicelo  Mor Administragbes
kgl + Morfina (5 mglkgl \ o o o i
moKa (3 mg’kg (-HBor + Mor [-HBoe + Mor (-+Bor + Mor (-HBor + Mor (e

Fonte: adaptado de Li et al., 2013
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Fase de pds-condicionamento (Fase teste)

No dia 9, os animais foram colocados, um por vez, no compartimento B do aparato,
as portas em estilo guilhotina foram removidas, deixando-os com livre acesso aos
ambientes do aparato por 15 minutos. O tempo de permanéncia em cada compartimento

foi registrado e subtraido ao tempo registrado na fase de pré-condicionamento.

Efeito do (-) - BOR sobre sintomas de abstinéncia 8 MOR desencadeado por naloxona

Camundongos Swiss, machos (25-30 g), 6 por grupo, foram tratados com: veiculo,
(-) - BOR (25, 50 e 100 mg/kg, i.p.) 15 minutos antes da administracdo de MOR (5 mg/kg,
i.p.) e MOR (5mg/Kkg, i.p.). A dependéncia foi induzida através da administracdo de MOR
(5 mg/kg, i.p.) duas vezes ao dia (6 e 18 horas) durante 5 dias. No 6° dia, 2 horas apds a
primeira administracdo de MOR, naloxona (8 mg/kg, i.p.) foi administrada para
precipitacdo da sindrome de abstinéncia. Imediatamente ap6s a administracdo de
naloxona, os camundongos foram colocados em gaiolas metabdlicas durante um periodo
de 30 minutos, para observacao dos sinais de abstinéncia (saltar, andar em marcha ré,
tremor de pata e agitacio de cachorro molhado) (GRAMAGE; VICENTE-RODRIGUEZ;
HERRADON, 2015).

Avaliacdo genotoxica do (-) - BOR pelo ensaio do cometa

Camundongos Swiss, machos (25-30 g), 6 por grupo, foram tratados com: veiculo,
(-) - BOR (100 mg/kg, i.p.) ou Ciclofosfamida (CICLO, 50 mg/kg, i.p.). O ensaio do
cometa foi realizado em sangue periférico retirado da cauda de cada animal. A primeira
amostra foi processada 4 horas apés o final da exposicao (efeito agudo) e a segunda coleta
apos 24 horas (tempo de reparo). No final de cada periodo foram recolhidos 40 pL de
sangue e transferidos para microtubos contendo 120 pL. de agarose de baixo ponto de
fuséo (1,5%) a 37 °C. A mistura homogeneizada foi transferida para laminas cobertas
com agarose, recebendo laminulas e armazenadas a 4 °C durante 30 minutos (DA SILVA
et al., 2010). Em seguida, as laminas foram removidas e imersas em cuvetes de vidro
verticais contendo solucéo de lise [NaCl (2,5 M); EDTA (100 mM) e 1,2 g de TRIS (10
mM)]. Apos utilizag&o, adicionou-se Triton X-100 a 1% e 10% de DMSO. As laminas
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foram colocadas num recipiente contendo tampéo electroforético, pH> 13,0 (NaOH 300
mM e EDTA 1 mM), preparado a partir de uma solucéo stock de NaOH 10 N e 200 mM
EDTA, pH 10,0) e deixados em repouso durante 20 minutos. A "corrida" electroforética
foi realizada com 25 V e 300 mA a uma temperatura de 4 °C, durante 15 minutos, no
escuro. Apos a electroforese, as laminas foram removidas do recipiente e imersas em
solugéo neutralizante (Tris 0,4 M, pH 7,5, durante 5 minutos). Este processo foi realizado
em triplicata. Finalmente, foram enxaguadas com agua destilada e secas, lavando-as com
GelRed (Diluigao 2,0: 10 000 uL durante 10 minutos).

Todas as laminas foram analisadas por microscopia de imunofluorescéncia
(ampliagdo x 40), equipada com um filtro de excitacdo (420-490 nm) e filtro de barreira
(520 nm). As imagens foram capturadas usando um sistema Opton (camera digital CCD,
5.0 mega pixel para imunofluorescéncia). O dano ao DNA foi avaliado através da
medicdo da porcentagem de DNA na cauda (% de medicdo de DNA da proporcao do
DNA total presente na cauda) e da cauda momentum (TM-comprimento da cauda vezes
a porcentagem de DNA na cauda) (KUMARAVEL et al., 2009). Estes parametros foram
calculados em 100 nucledides/amostra (duas laminas por individuo) utilizando o software
OpenComet (GYORI et al., 2014).

Andlise estatistica

Os valores foram expressos como media + erro padrdo da média (E.P.M.). As
diferengas entre os grupos foram determinadas por meio de Analise de Variancia
(ANOVA), seguida por Tukey como post hoc teste. Os valores foram considerados
significativos quando *p<0,05. Todas as analises foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism, versdo 6.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA).

Resultados

Efeito do (-) - BOR no paradigma do PCL

A Figura 3 apresenta o efeito do (-) - BOR sobre o modelo de PCL por MOR. A
administracdo de MOR (5 mg/kg, i.p) aumentou a preferéncia dos animais ao
compartimento pareado em 137,6%; um valor significativo *p<0,05 em relacéo ao grupo
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tratado com veiculo. Ja o pré-tratamento com (-) - BOR (100 mg/kg, i.p.) reduziu a
preferéncia ao compartimento pareado em 64,6%; sendo significativo (*p<0,05) em
comparagdo com o grupo tratado com MOR.

Figura 3. Efeito da pré-administracdo de (-) - BOR (25, 50 e 100 mg/kg, i.p.) no PCL por
MOR (5 mg/kg, i.p.).

[] Veiculo
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Legenda: Os dados séo expressos como média + E.P.M (n= 6 animais). *p<0,05 para
MOR (5 mg/kg, i.p) em relagdo ao grupo tratado com veiculo e #*p<0,05 para o (-) - BOR
(100 mg/kg, i.p.) em relagéo ao grupo MOR (ANOVA e Tukey como post hoc teste).

Efeito do (-) - BOR sobre sintomas de abstinéncia a MOR precipitada por naloxona

No modelo de abstinéncia @8 MOR desencadeada por naloxona, foi possivel observar
todos os sintomas de abstinéncia no grupo dos animais dependentes de MOR.
Comportamentos como saltar (3,57+0,48), tremor de pata (3,3+0,7), agitacdo de cachorro
molhado (3,14+0,8) e andar em marcha ré (1,0+0,31) foram significativos (*p<0,05) em
relacdo ao grupo que recebeu somente veiculo e naloxona. Porém, o pré-tratamento com
(-)-BOR (100 mg/kg, i.p.) reduziu significativamente (*p<0,05) somente o
comportamento de saltar (0,85%0,26), quando comparado com o grupo tratado com MOR
(Tabela 1).
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Tabela 1. Efeito do (-) - BOR (25, 50 e 100 mg/kg, i.p.) nos sintomas da sindrome de
abstinéncia por MOR (5 mg/kg, i.p.) ap6s a administracdo de naloxona (8 mg/kg, i.p.).

Grupos

Sintomas de (mg/kg, i.p.)
abstinéncia Veiculo MOR (-) -BOR+MOR (-) -BOR+MOR (-) - BOR+MOR

©)] (25) (50) (100)
Saltos 0,2+0,2 3,57+0,48+ 3,42+0,49 2,28+0,52 0,85+0,26%
Tremor de pata 0,3+0,23 3,3+0,7* 3,1+0,3 3,0+0,8 2,2+0,9
Agitacdo de 0,440,24 3,14+0,8* 2,28+0,52 2,4+0,29 3,010,72
cachorro molhado
Marcha ré 0,0+0,0 1,0+0,31~* 0,5740,29 0,28+0,18 0,28+0,18

Legenda: Os dados sdo expressos como média + E.P.M. *p<0,05 significativo em comparagédo
ao grupo veiculo. #p<0,05 significativo em comparacéo ao grupo MOR (ANOVA e Tukey como
post hoc teste).

Avaliacdo genotoxica do (-)- BOR pelo ensaio do cometa

A avaliacdo do potencial genotoxico foi realizada atraves do teste do cometa com a
dose de 100 mg/kg do (-) - BOR, ja que foi a dose que apresentou efeito sobre 0 modelo
de PCL e sobre a sindrome de abstinéncia por MOR. No ensaio do cometa foram
avaliados 4 parametros: %DNA na cauda, comprimento da cauda (uM), %DNA na cabeca
e Tail moment (TM) em dois tempos, 4 e 24 horas ap0s os tratamentos. Em todos 0s
parametros avaliados é possivel perceber que houve efeito significativo, ao compararmos
os resultados do (-) - BOR em relagéo ao grupo controle CICLO (50 mg/kg, i.p.). Assim,
0 (-) - BOR reduz significativamente (*p<0,05) a %DNA na cauda e 0 comprimento da
cauda (UM) apo6s os tempos de 4 (1,51 + 0,76%; 0,93 + 0,70 UM, respectivamente) e 24
horas (0,93 +0,14%; 0,09 £0,08, respectivamente) em comparacdo ao CICLO
(45+0,8%; 16 £2 uM). Da mesma forma, seu efeito apresentou-se significativo
(*p<0,05) em relagdo aos outros dois parametros avaliados. O grupo tratado com
(-) - BOR possui maior %DNA na cabega e reduz o parametro Tailmoment nos tempos
de 4 (23,12+1,93%; 0,93 +0,70, respectivamente) e 24 horas (37,8 +2,82%);
0,09 £0,08, respectivamente) em relagio ao grupo que recebeu CICLO
(3,2+0,4%;1,4 £ 0,1) (Figura 4).
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Figura 4. Avaliacdo genotdxica do (-) - BOR (100 mg/kg, i.p.) através do ensaio do

cometa em sangue periférico de camundongos.
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Legenda: (A) %DNA na cauda (B) comprimento da cauda (C) %DNA na cabeca e (D)
Tailmoment. Os dados sdo expressos como média + E.P.M (n=6) e *p <0,05 em relacao
aos grupos tratados com veiculo e #p <0,05 em comparagdo com o grupo CICLO

(ANOVA e Tukey como post hoc teste).

Discussao

Dada a importancia que os opidides possuem no tratamento da dor moderada e

crbnica, reduzir efeitos adversos como tolerancia a analgesia, dependéncia fisica e a

adiccdo sdo um grande desafio para a pesquisa farmacologica moderna (YAYEH et al.,

(nghgip)
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2016). Existem varios modelos animais utilizados no estudo da dependéncia a opioides e
outras drogas (LYNCH et al., 2010; PLANETA, 2013), o PCL é um dos mais empregados
(ALAVI et al., 2016). O paradigma do PCI é um modelo utilizado com o objetivo de se
compreender o mecanismo adictivo de diversas drogas tais como: os psicoestimulantes
(AREZOOMANDAN et al., 2016; SHETTY; RUTLEDGE; FORSTER, 2016; WEN et
al., 2007; ZHANG et al., 2016); canabindides (BADALA; NOURI-MAHDAVI;
RAOOF, 2008b; SANUDO-PENA et al., 1997) e opiodes (CHALOVICH; EISENBERG,
2005; RECH; MOKLER; BRIGGS, 2012).

O modelo do PCL baseia-se na suposi¢cdo de que associagdes positivas envolvendo
um contexto ou estimulos especificos durante a administracdo de drogas com potencial
adictivo ocorrem através de condicionamento Pavloviano. Na pratica, funciona através
de uma sobreposicao temporal de sucessivos pareamentos do animal, sob efeito da droga,
a um determinado compartimento (SHETTY; RUTLEDGE; FORSTER, 2016).

Diversos trabalhos demonstram a capacidade da MOR em desencadear PCL em
roedores (NADAL et al., 2005; POPIK; DANYSZ, 1997; TERASHVILI et al., 2008;
VAZQUEZ et al., 2006; WANG et al., 2007). O aumento da preferéncia ocorre atraves
de aprendizado e memoria, por intermédio da associacao dos efeitos recompensadores da
MOR ao compartimento pareado (MATTIOLI; TITOMANLIO; PERFUMI, 2012).
Portanto, ao diminuir o PCL, o (-) - BOR reduz as propriedades reforcadoras da MOR

interferindo na associacdo entre o0 ambiente e o efeito do opioide.

Uma das atividades farmacologicas relatadas do (-) - BOR é sua propriedade
anticonvulsivante (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010), provavelmente, resultante da sua
capacidade em modular positivamente os GABAaRS (HALL et al., 2004) agindo como
agonista parcial (GRANGER; CAMPBELL; JOHNSTON, 2005). Possivelmente o efeito
sobre 0s GABAARS possa explicar, em parte, como o (-) - BOR reduz o PCL por MOR.
O neurotransmissor inibitério GABA é crucial no desenvolvimento e manifestacdo do
comportamento adictivo a opioides (JIAO et al., 2016; KELLY et al., 2014).

A cascata bioquimica que ativa o sistema recompensa inicia-se na area tegumentar
ventral (ATV) e finaliza com a liberagdo de DA em receptores D2 localizados na
membrana celular do hipocampo e nucleus accumbens (NAc) (CHEN; HOPF; BONCI,

2010). Em resumo, a cascata € desencadeada a partir da atividade excitatoria da serotonina
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(5-HT) que provoca a liberagdo de um tipo de peptideo opidide enddgeno a meta-
encefalina. Esse peptideo, por sua vez, ao se ligar com receptores L, regula os neur6nios
GABA¢érgicos reduzindo sua atividade. A fungdo do GABA ¢ inibir a liberacéo de DA.
Quando os neurénios contendo DA na ATV e de certas partes do hipocampo e da
amigdala séo desinibidos, a DA € liberada no NAc, o que permite a sensacao de prazer
finalizando a cascata (BLUM et al., 2014).

A modulacdo GABA em areas do sistema mesocorticolimbico é importante no
efeito reforcador da MOR e no desenvolvimento do PCL por MOR (SAHRAEI et al.,
2005). Por exemplo, drogas analogas ao GABA como gabapentina e pregabalina, assim
como o diazepam, um benzodiazepinico classico e agonista dos GABAAaRS, reduzem
tanto o desenvolvimento do PCL por MOR quanto a liberacdo de DA (ANDREWS et al.,
2001; SUZUKI et al., 1995). Portanto, é possivel que o (-) - BOR esteja potencializando
a neurotransmissao GABAérgica e fortalecendo o efeito inibitério do GABA na cascata

de neurotransmissores do sistema recompensa.

Além do efeito GABAérgico, SILVA-FILHO e colaboradores (2011) observaram
que o (-) - BOR provoca vasorrelaxamento em aorta de ratos ao bloquear canais de Ca?*
ativados por voltagem (CayL). Esse mecanismo pode contribuir para o efeito do (-) - BOR
no PCL por MOR. Por exemplo, farmacos como a nimodipina, verapamil e diltiazem
antagonistas do CayL, reduzem o desenvolvimento de PCL por MOR (VASEGHI;
HAJHASHEMI; RABBANI, 2014; BIALA; WEGLINSKA, 2004).

A sinalizacdo molecular da dependéncia a opioides envolve Ca?* através do
mecanismo que consiste em ativacdo da proteina quinase dependente de
Ca2*/calmodulina (CaMK I1) desencadeando a fosforilagdo da proteina de resposta ligada
ao CAMP (CREB) (AHMADI et al., 2013; BIAN; YU, 2015). O CREB é um fator de
transcricdo importante da formacdo de memoria e sua ativacdo leva a alteracdes
morfoldgicas de neurbnios (ex. formacdo de mais espinhos ou degeneracdo de espinhos)
(GAO et al., 2004). Portanto, também é possivel que o pré-tratamento com (-) - BOR
possa estar interferindo na disponibilizalgdo do Ca?* diminuindo o seu influxo e
consequentemente a sinalizacdo da formacdo de memoria associada ao compartimento

pareado e o desenvolvimento do PCL por MOR.
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Além disso, parece existir uma interagio entre GABA e Ca?*. Estudos tém sugerido
que na formagdo da memoria de longo prazo, a sinapse excitatdria tanto no cortex como
no hipocampo é modificada pela atividade GABAérgica sobre o Ca?* (HAYAMA et al.,
2013; MARSDEN et al., 2007; MEREDITH; FLOYER-LEA; PAULSEN, 2003). Tanto
0 cortex como 0 hipocampo sdo areas ricas em interneurdnios GABAEérgicos e
Glutamateérgicos. A ativacdo de receptores de glutamato do tipo NMDA faz com que
ocorra influxo de Ca?* e despolarizagdo da membrana celular contribuindo para a geracio
de potenciais de acdo, fortalecendo alteracdes sindpticas de longo prazo. O GABA
interfere na formagao de memoria de longo prazo ao reduzir o influxo de Ca?* e, portanto,
a sinalizacéo desencadeada pela ativacéo dos receptores NMDA na formacgao da memoria
(HIGLEY, 2016; MARSDEN et al., 2007).

A abstinéncia a opioides ¢ um fendmeno complexo formado por muitos sinais e
sintomas (BHALLA et al., 2002). E possivel simular os sintomas de abstinéncia a
opioides em modelo animal com a administracdo de antagonistas de receptores opioides
(GOMAA; MOUSTAFA; FARGHALLI, 1989). Comportamentos como o de saltar e a
agitacdo do cachorro molhado séo indicadores de abstinéncia a opioides podendo ser
observados em animais (RAMESH et al., 2011). No aspecto clinico esses sintomas se
correlacionam com tremores, agitacdo e nervosismo (KOSTEN; GEORGE, 2002;
MOTAGHINEJAD et al., 2015). Dependentes de opioides sdo mais vulneraveis, que a
populacdo em geral, ao estresse e irritabilidade. Portanto, situagcdes de estresse podem
desencadear o craving em seres humanos (KOSTEN; GEORGE, 2002). Neste trabalho,
0 pré-tratamento com (-) - BOR foi capaz de amenizar o sintoma de saltar, que pode ser
correlacionado com a agitacdo e a irritabilidade caracteristicos da abstinéncia e craving a
opidides. Algo positivo como caracteristica para um farmaco que pode vir a ser utilizado
como auxiliar na terapia da dor em pacientes que precisam de opioides como Unica

alternativa.

Com intuito de avaliar a seguranca do (-) - BOR realizamos o ensaio do cometa. O
ensaio do cometa baseia-se na capacidade de fragmentos de DNA, carregados
negativamente, serem arrastados através de um gel de agarose em resposta a um campo
eléctrico positivo. A extensdo da migracdo do DNA depende, diretamente, dos danos no
DNA presentes em cada célula. Quanto maior o arraste (cauda) maior o dano (GLEI, M.;
SCHLORMANN, 2016; GUNASEKARANA; VICTOR; CHAND, 2015). Nos ultimos
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anos, o ensaio do cometa esta sendo cada vez mais empregado para o estudo de seguranca
de novos produtos em diversas areas como biologia molecular, farmacologia, toxicologia,
genética e biotecnologia (GLEI, M.; SCHLORMANN, 2016). Para 0 ensaio do cometa é
aconselhado utilizar, no minimo, dois pardmetros para assegurar, aoc Mmaximo,
credibilidade aos resultados (KUMARAVEL et al., 2009). No nosso trabalho, avaliamos
a genotoxicidade do (-) - BOR através de quatro pardmetros e em todos o (-) - BOR
apresentou dano ao DNA significativamente inferior aos danos causados por CICLO, seja
no efeito agudo (4 horas depois) ou no tempo de reparo (24 horas depois da sua

administracao).

Conclusodes

Nosso estudo demonstrou que o (-) - BOR é capaz de interferir no desenvolvimento
de PCL por MOR em camundongos. Além de reduzir a aquisi¢cdo por MOR, o (-) - BOR
demonstra ser capaz de amenizar o sintoma de saltar, relacionado clinicamente com
agitacdo e irritabilidade em pacientes adictos a opioides. No que se refere a toxicidade, o
(-) - BOR demonstrou ser uma molécula segura pois ndo apresentou efeito genotoxico em
sangue periférico de camundongos. Esses resultados abrem a possibilidade de futuros
trabalhos que visem o desenvolvimento do (-) - BOR como um farmaco util em pacientes
que precisam passar por tratamentos agudos e/ou cronicos com MOR diminuindo a
possibilidade do desenvolvimento de adiccdo e irritabilidade durante o periodo de

abstinéncia.
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Efeito neuroprotetor do (-) - Borneol sobre a fragmentacao de DNA induzida por
morfina no cortex pré-frontal e hipocampo de camundongos

RESUMO

A morfina (MOR) é um dos opidides de escolha no tratamento da dor moderada e grave.
Porém, a administracéo prolongada de MOR pode resultar em problemas adversos graves
como tolerancia e adic¢do. A administragdo de MOR é capaz de provocar neurotoxicidade
em areas mesolimbicas como hipocampo e Cdrtex Pré-Frontal (CPF), resultando no
hipofuncionamento dessas areas. O (-) - Borneol [(-) - BOR] é um monoterpeno biciclico
com grande aplicacdo nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica. Em estudos
de isquemia em neurdnios corticais sob privacdo de oxigénio-glucose seguido de
reperfusdo induzida por bloqueio de cardtida em Rattus norvegicus o (-) - BOR apresenta
atividade neuroprotetora. Esse trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito do (-) - BOR
sintético na fragmentacdo de DNA induzida por MOR em hipocampo e CPF de
camundongos Swiss webster adultos. O efeito neuroprotetor do (-) - BOR foi avaliado
através do teste do cometa em amostras de hipocampo e CPF de camundongos. A pré-
administracdo de (-) - BOR (100 mg/kg, i.p.) reduziu a fragmentacdo de DNA na cauda
da amostra de hipocampo e na amostra de CPF; assim como o comprimento da cauda e o
Tailmoment no hipocampo e CPF. Além disso, a pré-administracdo de (-) - BOR néo
interfere na atividade da enzima Lactato Desidrogenase (LDH), enzima envolvida com o
processo necratico de células. Portanto, o (-) - BOR apresentou um efeito neuroprotetor
sobre a fragmentagdo de DNA induzida por MOR possibilitando o planejamento de uma
nova droga que pode ser associado aos tratamentos agudos e crénicos com o opioide.

Palavras-chave: (-) - Borneol. Cortex pré-frontal. Hipocampo. Morfina. Neuroprotecéo.
Teste do Cometa.
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ABSTRACT

Morphine (MOR) is the opioid of choice in treatment of moderate and severe pain.
However, prolonged administration of MOR can result in serious adverse conditions such
as tolerance and addiction. MOR administration can cause neurotoxicity in mesolimbic
areas such as hippocampus and prefrontal cortex (PFC) resulting in hypofunctioning of
these areas. (-) - Borneol [(-) - BOR] is a bicyclic monoterpene with great application in
the food, cosmetic and pharmaceutical industries. In studies of ischemia in cortical
neurons under oxygen deprivation-glucose followed by reperfusion induced by carotid
blockade in Rattus norvegicus the (-) - BOR shows neuroprotective activity. The
objective of this work was to evaluate the effect of synthetic (-) - BOR on the DNA
fragmentation induced by MOR in hippocampus and PFC of adult Swiss webster mice.
The neuroprotective effect of (-) - BOR was evaluated through the comet assay in
hippocampus and PFC of mice. Pre-administration of (-) - BOR (100 mg/kg, i.p.) reduced
the % of tail DNA in the hippocampus and PFC. As well as tail length and tailmoment in
hippocampus and PFC. In addition, pre-administration of (-) - BOR does not interfere
with Lactate Dehydrogenase (LDH) activity, enzyme involved in the necrotic cell
process. Therefore, (-) - BOR showed a neuroprotective effect on MOR-induced DNA
fragmentation making possible the planning a new drug that can be associated with acute
and chronic treatments with the opioid.

Keywords: (-) - Borneol. Prefrontal cortex. Hippocampus. Morphine. Neuroprotection.
Comet assay.
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Introducéo

A morfina (MOR) é um dos opioides de escolha no tratamento da dor moderada e
grave (VOLKOW et al., 2014). Porém, a administracdo prolongada de MOR pode resultar
em problemas adversos graves como tolerancia e adiccdo (BLONDELL; AZADFARD;
WISNIEWSKI, 2013). O mecanismo da adiccdo a opioides resulta da ativagdo de
receptores opioides do tipo L, 6 € k presentes em interneuronios (ex.GABAérgicos ou
Glu) moduladores da transmissdo dopaminérgica na Area Tegumentar Ventral (ATV) e
Nucleus Accumbens (NAc) (KOSTEN; GEORGE, 2002). Interneurénios, como 0s
GABAérgicos, inibem a transmissdo dopaminérgica funcionando como um “freio”
sinaptico. Ao se ligar nos receptores do tipo pu, a MOR suprime o efeito inibitorio dos
interneurénios GABA, pois a ativacdo das proteinas G (Gi/o) inibe a enzima Adenilato
ciclase (AC) e o influxo de calcio para o interior da célula, promovendo a ativacdo dos
canais de potassio e consequentemente hiperpolarizando a membrana dos interneurdnios
GABA. Como consequéncia ocorre um aumentando da quantidade de DA no NAc
(NESTLER, 2005; TRAYNOR, 2012; MORGAN; CHRISTIE, 2011).

Os sintomas de abstinéncia por MOR e outros opioides sdo caracterizados por
disforia, nduseas ou vomitos, dores musculares, lacrimejamento, rinorreia, dilatacdo da
pupila, piloerecdo, sudorese, diarréia, bocejos, febre e insdnia (dependéncia fisica),
sintomas responsaveis pelo seu reforco negativo (LIU et al., 2013). A administracdo de
MOR é capaz de provocar neurotoxicidade em areas mesolimbicas como hipocampo e
Cortex Pré-Frontal (CPF) (MILLER et al., 2012; SKLAIR-TAVRON et al., 1996),

resultando no hipofuncionamento dessas areas.

Teorias adictivas apontam para a importancia da descompensacdo de areas
mesocorticolimbicas como o hiofuncionamento do CPF, responsavel por pensamentos
logicos e por “filtrar” impulsos caracteristicos da sindrome de abstinéncia por opioides e
na precipitagdo do craving no desenvolvimento da adicgéo a drogas (GEORGE; KOOB,
2013; VOLKOW et al., 2013). Assim, o estudo da neuroprotecéo de areas como o CPF e
hipocampo é uma importante estratégia na busca por moléculas que possam ser Uteis no

tratamento da adicgdo a drogas.
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O (-) - Borneol [(-) - BOR] é um monoterpeno biciclico com grande aplicacéo nas
indUstrias alimenticia, cosmética e farmacéutica, pode ser obtido a partir de Oleos
essenciais de plantas medicinais (ex. Matricaria recutita L e Valeriana officinalis L)
(PIERONI et al., 2002; MIRABI et al., 2011) ou como produto sintético (CHEN et al.,
2014). O estudo farmacocinético dessa substancia demonstra que sua distribuicdo no
Sistema Nervoso Central (SNC) ocorre em areas mesolimbicas que compdem o sistema
recompensa (FOWLER et al., 2007; LISMAN; GRACE, 2005) importantes no
desenvolvimento de dependéncia a opioides (KOSTEN; GEORGE, 2002; MASSALY;
MORON; AL-HASANI, 2016; TRANG et al., 2015; ZHANG; LOH; LAW, 2016).

Dentre as atividades farmacologicas atribuidas ao (-) - BOR encontra-se o0 seu
efeito como agonista parcial sobre receptores do &cido-gama-aminobutirico-A
(GABAAR) (GRANGER; CAMPBELL; JOHNSTON, 2005), neurotransmissor
importante na cascata bioquimica da adic¢do a opioides (TRANG et al., 2015) e como
um antagonista do influxo de Ca®* (SILVA-FILHO et al., 2011) ion necessario na
sinalizacio da formac&o da memoéria de longo prazo (BADALA; NOURI-MAHDAVI;
RAOOF, 2008). Tanto a ativagido do GABA quanto o bloqueio dos canais de Ca?* sdo
estratégias promissoras no desenvolvimento de novos farmacos na terapia da adiccao as
drogas (ADDOLORATO et al., 2012). Em estudos de isquemia em neurbnios corticais
sob privacdo de oxigénio-glucose seguido de reperfusdo induzida por blogueio de
carétida em Rattus norvegicus o (-) - BOR apresenta atividade neuroprotetora (LIU et al.,
2011; KONG et al., 2014).

Com base nos dados presentes na literatura, o (-) - BOR torna-se uma molécula
promissora na busca por farmacos Uteis na terapia de adiccdo a opioides. Esse trabalho
teve o objetivo de avaliar o efeito do (-) - BOR sintético na fragmentacdo de DNA

induzida por morfina em hipocampo e CPF de camundongos Swiss Webster adultos.

Material e métodos

Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos (25-30 g), provenientes do Biotério
do Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Piaui (CCA/UFPI), mantidos
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sob condi¢bes controladas de temperatura (22 + 2 °C) e umidade relativa (45 £ 2%) em
um ciclo claro-escuro de 12/12 horas com livre acesso & comida e 4gua. Os animais foram
aclimatados por um periodo de 7 dias antes do inicio dos protocolos experimentais. Os
protocolos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA/UFPI) sob o n° 083/14 e todos os esforcos foram realizados na tentativa de

minimizar o sofrimento dos animais.

Drogas

O (-) - BOR foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e a
MOR obtida a partir da Cristalia (Sdo Paulo, SP, Brasil). O (-) - BOR foi previamente
solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO a 1%) e em seguida diluido em solucéo salina
(NaCl a 0,9%). As outras drogas foram dissolvidas em NaCl 0,9%.

Protocolos experimentais
Tratamento com MOR

Camundongos Swiss, machos (25-30 g), 6 por grupo, foram tratados com: veiculo,
MOR (5 mg/kg, i.p.) e (-) - BOR (25, 50 e 100 mg/kg, i.p.) trinta minutos antes da
administragdo de MOR durante 5 dias consecutivos. Ao final do protocolo, 0s animais
foram decapitados, os cérebros foram removidos e as areas do CPF e o hipocampo foram
dissecados e rapidamente transferidos para solugio de HBSS/EDTA zero-Ca?*, mantida

em gelo.

Efeito do (-) - BOR sobre a fragmentacéo de DNA por MOR

Coletou-se 40 pL de amostra do CPF e hipocampo dissecados apds o tratamento
com MOR, transferindo-os para microtubos contendo 120 pL de low melting-point
agarose (1,5%) a 37 °C. A mistura foi homogeneizada e transferida para laminas pré-
cobertas com agarose e armazenadas a 4 °C por 30 minutos (SILVA; SANTOS;
TAKAHASHI, 2010), numa temperatura de 4 °C com dura¢do de 15 minutos em

ambiente escuro. Em seguida, as laminulas foram removidas e imersas em cubetas
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verticais de vidro contendo solucéo de lise com NaCl (2,5 M); EDTA (100 mM) e 1,2 g
de TRIS (10 mM). No momento do uso, foi adicionado 1% de Triton X-100 e 10% de
DMSO. As laminas foram postas em uma cuba contendo tampdo de eletroforese pH >
13,0 NaOH (300 mM ) e EDTA (1mM), preparada a partir de uma solucdo estoque de
NaOH (10 N) e EDTA (200 mM, pH 10,0), permanecendo em repouso por 20 minutos.

A ““corrida” eletroforética foi realizada com 25 V e 300 mA

Apods a eletroforese, as laminas foram retiradas da cuba e mergulhadas na solugéo
de neutralizacdo (0,4 M tris; pH 7,5 por 5 min). Este processo foi repetido por 3 vezes.
Por fim, foram lavadas com agua destilada e secas, corando-as com GelRed (dilui¢do 2,0:
10.000 pL por 10 minutos). Todas as laminas foram analisadas em microscopio de
imunofluorescéncia (aumento de 40X), equipado com filtro de excitagcdo (420-490 nm) e
filtro de barreira (520 nm). As imagens foram obtidas por um sistema OPTON (Cémera
digital CCD 5.0 megapixels para imunofluorescéncia). Avaliou-se o dano ao DNA,
através da medida do percentual de DNA presente na cauda (% DNA - proporcdo do DNA
total presente na cauda da amostra de hipocampo e CPF), o comprimento da cauda (LM)
e 0 momento da cauda (TM- comprimento da cauda vezes o percentual do DNA na cauda)
(KUMARAVEL et al., 2009). Os parametros foram calculados sobre 100
nucledides/amostra (duas laminas por individuo) e para isso, utilizou-se o software
OpenComet® (GYORI et al., 2014).

Cultura primaria de neurdnios

Amostras do CPF e hipocampo foram centrifugadas (2 min/1500 rpm/10 °C) e
lavadas por duas vezes em meio HBSS/EDTA ZERO-Ca?*. Apos a Gltima lavagem,
acrescentou-se 500 pL de solucgéo de tripsina (0,25% em HBSS/EDTA) em cada tubo e
levou-se ao banho maria (37 °C, ~30 min). Apds este periodo, adicionou-se 1,5 mL de
meio Meio Dulbecco MEM (DMEM) suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal
(SBF) e 1% antibidticos (penicilina/estreptomicina) e entdo as amostras foram submetidas
a dissociacdo mecanica, utilizando-se pipetas Pasteur de vidro polidas e de diametros
variados. Apos a dissociacao, as amostras foram centrifugadas (5 min/2000 rpm/10 °C),
sendo entdo, ressuspensas em 1 mL de meio DMEM suplementado. As células foram

contadas em camara de Newbauer e tiveram sua viabilidade previamente determinada por
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coloracdo em azul de Tripan (>90%) antes do plagueamento. Foram utilizadas placas de
96 pocos para plaqueamento das células, as quais foram incubadas em estufa biologica
(37 °C/5% CO3) por 6 horas antes dos experimentos. Todos os procedimentos de cultura
primaria foram realizados em ambiente estéril no interior de cabine de seguranca
bioldgica A2 (GONCALVES et al., 2013).

Efeito do (-) - BOR sobre atividade da enzimatica Lactato Desidrogenase (LDH)

Apbs o plaqueamento os pocos foram divididos em veiculo, controle positivo,
MOR, (-) - BOR + MOR. Foram administrados 50 ul de veiculo no pogo controle e MOR
(10° mM). As células tratadas com (-)- BOR, receberam, trinta minutos antes da
administracdo de MOR, 50 ul de (-) - BOR (1 mM). Apo6s a administracdo das drogas, as
células foram incubadas por diferentes tempos (12 e 24 horas) em estufa de CO, a 37 °C.
Terminado o tempo de incubacao, as células foram retiradas da estufa, sendo coletado,
entdo, o sobrenadante. O sobrenadante foi centrifugado (5 minutos, 2500 rpm) em tubos
de 1 mL. Por fim, foi recolhido 100 uL de sobrenadante para o ensaio de LDH. Ao
sobrenadante foi acrescentado 100 pl do kit LDH (Labtest®), sendo incubado em estufa
(5 minutos, 37 °C). A reagdo foi analisada em espectrofotdometro (340 A). As amostras
foram feitas em triplicata (CHAN; MORIWAKI; ROSA, 2009).

Andlise estatistica

Os valores foram expressos como meédia + erro padrdo da média (E.P.M.). As
diferencas entre os grupos foram determinadas por meio de Analise de Variancia
(ANOVA), seguida por Tukey como post hoc teste. Os valores foram considerados
significativos quando *p < 0.05. Todas as analises foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism, versdo 6.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA).

Resultados

Efeito do (-) - BOR sobre a fragmentacéo de DNA por MOR
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O efeito neuroprotetor do (-) - BOR foi avaliado através do teste do cometa. O dano
sobre 0 DNA foi medido a partir dos seguintes parametros: % de DNA na cauda;
comprimento da cauda (CC) e “Tail Moment” (TM) do DNA de hipocampo ¢ CPF de
camundongos. Assim, na Figura 1, é possivel perceber a diferenca significativa (*p<
0.05) entre o0 dano no DNA induzido por MOR no CPF e hipocampo (% de DNA na cauda
=53+ 4,2 e 6,7 £ 1,1; respectivamente), como também, a reducdo significativa (*p
<0,05) do dano ao DNA na amostra do CPF (% de DNA na cauda = 4,1 £ 2,1) e
hipocampo (% de DNA na cauda = 3,1 + 2,1; respectivamente) com a administracao
prévia de 100 mg/kg, i.p. de (-) - BOR. De forma similar as Figuras 2 e 3 mostram que 0
(-) - BOR (100 mg/kg, i.p.) reduz o CC no hipocampo e CPF (0,6 + 2,0e 1,0 £ 2,2,
respectivamente) e o TM no hipocampo e CPF (0,53 +2,1e 0,68 £ 2,3, respectivamente)
de forma significativa (*p < 0,05) quando comparados ao CC no hipocampo e CPF (1,89
+ 2,4 e 2+ 22; respectivamente) e TM no hipocampo e CPF (1,35 £ 2,3 e 2 £1,6) do
grupo tratado com 5mg/kg (i.p.) de MOR.

Figura 1. Efeito da pré-administracdo de (-) - BOR (25, 50 e 100 mg/kg, i.p.) no dano ao
DNA induzido por MOR (5mg/kg, i.p.) em hipocampo e CPF de camundongos pelo
parametro de % de DNA na cauda.
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Legenda: Os dados séo expressos como meédia = E.P.M (n=6). *p < 0,05 em relacdo aos
grupos tratados com veiculo ou MOR (ANOVA e Tukey como post hoc teste).
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Figura 2. Efeito da administracdo de (-) - BOR (25, 50 e 100 mg/Kkg, i.p.) no dano ao
DNA induzido por MOR (5mg/kg, i.p.) em hipocampo e CPF de camundongos pelo
parametro de comprimento de cauda (CC) do DNA.
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Legenda: Os dados sdo expressos como média = E.P.M (n=6). *p < 0,05 em relacdo aos
grupos tratados com veiculo ou MOR (ANOVA e Tukey como post hoc teste).

Figura 3. Efeito da administracdo de (-) - BOR (25, 50 e 100 mg/Kkg, i.p.) no dano ao
DNA induzido por MOR (5 mg/kg, i.p.) em hipocampo e CPF de camundongos pelo
parametro Tail moment (TM).
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Legenda: Os dados séo expressos como meédia = E.P.M (n=6). *p < 0,05 em relacdo aos
grupos tratados com veiculo ou MOR (ANOVA e Tukey como post hoc teste).
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Efeito do (-)- BOR sobre a atividade da enzimatica Lactato Desidrogenase (LDH)

Na Figura 4, € possivel observar que a administragdo de MOR e a pré-
administracdo de (-) - BOR na cultura priméria de células de hipocampo e CPF de
camundongos reduzem a atividade da enzima LDH nos tempos de 12 horas (70% e 63%;
64% e 53%, respectivamente) e 24 horas (56% e 50%; 40% e 25%; respectivamente).

Figura 4. Efeito da administracdo de 50 pl de (-) - BOR (1 mM) e MOR (10 mM) na
atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) em cultura priméria de células de
hipocampo e CPF de camundongos.
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Legenda: Os dados sdo expressos como média £ E.P.M (n=6). *p < 0,05 em relacdo ao
grupo controle positivo (ANOVA e Tukey como post hoc teste).

Discussao

Um efeito relacionado ao uso cronico de MOR ¢ a inducdo de dano ao DNA e
apoptose em células neurais (HU et al., 2002; MAO et al., 2002). Diversos farmacos
causam gentoxicidade (LI; LIN, 1998), dentre estes a MOR € capaz de provocar danos
no DNA com 4 dias de uso continuo (WANG et al., 2009). Katebi e colaboradores (2013)
verificaram que a dose de 5 mg/kg de MOR é capaz de desencadear apoptose no CPF e
hipocampo de ratos. Na célula, a fragmentacdo de DNA pode ser observada através de
técnicas especificas como o ensaio do comenta, um dos métodos mais utilizados para
detectar microscopicamente danos no DNA (KUMARAVEL et al., 2009).
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O ensaio do cometa baseia-se na capacidade de fragmentos de DNA, carregados
negativamente, serem arrastados através de um gel de agarose em resposta a um campo
eléctrico positivo. A extensdo da migracdo do DNA depende, diretamente, dos danos no
DNA presentes em cada célula. Quanto maior o arraste (cauda) maior o dano (GLEI, M.;
SCHLORMANN, 2016; GUNASEKARANA; VICTOR; CHAND, 2015). No nosso
estudo, observamos atraves do ensaio do cometa, que o pré-tratamento com (-) - BOR
reduz, significativamente, o nivel de danos ao DNA induzido por MOR nos trés
parametros utilizados: %DNA na cauda, CC e TM. Possivelmente a MOR é capaz de
desencadear danos ao DNA por duas vias. A primeira ocorreria por intermédio da familia
de proteinas Bcl e caspase e a segunda seria mediada por radicais livres (BORONAT;
GARCIA-FUSTER; GARCIA-SEVILLA, 2001; HU et al., 2002; SKRABALOVA;
DRASTICHOVA; NOVOTNY, 2013).

Logo, no CPF e hipocampo de ratos a MOR aumenta os fatores apoptéticos Bax e
caspase-3 e diminui a expressdo do fator anti-apoptético Bcl-2 (BORONAT; GARCIA-
FUSTER; GARCIA-SEVILLA, 2001; KATEBI et al., 2013). O BcL-2, fisiologicamente,
inibe o processo prevenindo a despolarizagdo da membrana mitocondrial, enquanto que
0 Bax promove o dano ao DNA por intermédio da despolarizacdo da membrana
mitocondrial e liberacdo do citocromo C (ELMORE, 2007). Outro estudo demonstra que
o tratamento, in vitro, de células neurais humanas com 10® M de MOR aumenta a

fragmentacdo do DNA e a atividade de caspase-3 (HU et al., 2002).

O segundo mecanismo neurotdxico pode ser observado ap6s o tratamento cronico
com MOR e o consequente aumento de producéo de radicais livres somado a redugdo na
atividade de diferentes componentes de sistemas antioxidantes na célula
(SKRABALOVA; DRASTICHOVA; NOVOTNY, 2013). Espécies reativas de oxigénio
(EROs) promovem uma cascata bioquimica que culmina com a ativacdo de TNF-a ¢
fragmentacdo do DNA. O Bcl-2 atua como um antioxidante bloqueando a cascata ativada
por EROs. Durante a fragmentacdo de DNA induzida pelo TNF-a, que envolve
sinalizacéo por EROs, 0 Bcl-2 impede a acumulagéo de EROs e 0s eventos subsequentes,
como a despolarizagdo da membrana mitocondrial, expressdo de Bax, liberacdo de
citocromo C, ativacdo de caspases e fragmentacdo de DNA (FLEURY; MIGNOTTE;
VAYSSIERE, 2002).
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O efeito neuroprotetor que observamos com o (-) - BOR condiz com outros
trabalhos encontrados na literatura. Por exemplo, a mistura racémica do borneol apresenta
atividade antioxidante em hepatdcitos e células testiculares de ratos ao diminuir a
genotoxicidade por H02 (HORVATHOVA et al., 2009). Tanto o (+)- € o (-) - BORneol
aumentam a expressao de fatores anti-apoptéticos e reduzem a expressdo dos pro-
apoptdticos aumentando a razdo Bcl-2/Bax e como resultado, previnem a liberag¢do do
citocromo C em células SH-SY5Y (HUR et al., 2013). Em modelo de isquemia por
privacdo de oxigénio e glicose seguido por reperfusdo em células de cortex de ratos
recém-nascidos, L1U e colaboradores (2011) observaram que a elevacdo de oxido nitrico
(ON) e a superexpressdo da enzima Oxido Nitrico Sintase (iONS) s&o reduzidos por
Borneol. O mecanismo de neuroprotecao, proposto pelos autores, seria por regulagéo da
via IONS/ON, inibigdo de fatores inflamatodrios (IkBa-NF«kB) e de caspase (LIU et al.,
2011). Portanto, o (-) - BOR parece agir sobre as duas vias neurotoxicas desencadeadas
pela MOR. Esse efeito sobre a fragmentacdo de DNA por MOR seria um mecanismo que
resultaria em um provavel efeito antiapoptético, pois nos tempos 12 e 24 horas, a MOR
ndo altera a atividade da enzima LDH, envolvida no processo de morte celular por necrose
(CHAN; MORIWAKI; ROSA, 2009).

Conclusodes

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o (-) - BOR é capaz de reduzir a
fragmentacdo de DNA induzida por MOR e com isso, impedir a etapa inicial que levaria
ao processo apoptotico de areas mesolimbicas como o hipocampo e CPF. Assim, o
(-) - BOR pode vir a ser planejado com um farmaco que poderia auxiliar o tratamento de
pacientes com dor crénica e que necessitam de terapia com MOR e assim prevenir lesdes

neurotoxicas em areas importantes do SNC como o hipocampo e o CPF.
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4 CONCLUSOES

A investigacdo do (-) - Borneol revelou que a molécula possui propriedades
ansioliticas e antiadictivas observadas em modelos animais com camundongos Swiss
webster. Mais especificamente, podemos concluir que: (i) O (-) - Borneol potencializou
o0 tempo de sono induzido por tiopental sédico; (ii) Em todos os modelos de ansiedade
utilizados neste trabalho (teste da caixa claro-escuro, teste do labirinto em cruz elevado e
teste do campo aberto) o (-) - Borneol apresentou efeito ansiolitico; (iii) O (-) - Borneol
interagiu molecularmente com 0 GABAAR em um sitio diferente do sitio dos BDZs; (iv)
O (-) - Borneol interferiu no desenvolvimento de PCL por morfina e reduziu o
comportamento de saltar, um dos sintomas de abstinéncia por morfina relacionados
clinicamente com agitacdo e irritabilidade; (v) O (-) - Borneol foi capaz de reduzir a
fragmentacdo de DNA induzida por morfina e apresentou atividade neuroprotetora sobre
o efeito toxico do opioide em areas como hipocampo e CPF; (vi) O (-) - Borneol nédo

apresentou efeito genotdxico em sangue periférico de camundongos.

Portanto, os dados apresentados nesse estudo encorajam tanto pesquisas com
monoterpenos cujo foco seja a descoberta de novos farmacos para o tratamento de
ansiedade/adic¢do, como maiores investigacdes no que tange os mecanismos moleculares
envolvidos nos efeitos ansioliticos e antiadictivos do (-) - Borneol. Porém, vale ressaltar
que dentre o horizonte de potencialidades terapéuticas do (-) - Borneol (ex.
antinociceptivo, aumento da permeabilidade da BHC etc.) o desenvolvimento dessa
molécula como um farmaco seguro com capacidade em agregar vantagens terapéuticas
ao uso de opioides, seja através da reducdo da adic¢do (diminuindo a ansiedade e portanto,
a recaida e reinstalacdo do ciclo adictivo) ou através de seu efeito neuroprotetor € uma

aplicacdo ultil e inovadora para a molécula.
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