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Avaliacéo da atividade antidepressiva do fenilpropanoide 2-alilfenol em camungondos Swiss
submetidos ao protocolo de estresse subcrénico imprevisivel

MORAIS, T.H.

Trabalho de Concluséo de Curso, CBiotec-UFPB (2018)

RESUMO

O transtorno depressivo maior acomete milhfes de pessoas a nivel global,
gerando intempéries ndo sO para o individuo acometido, mas como o0 meio que o
cerca. Esta doenca é considerada multifatorial e por tal motivo pesquisas para
desenvolvimento de farmacos que aliviem a sintomatologia ou tratem a doenca
gerando menos efeitos colaterais sdo fundamentais. Nessa logica, varias linhas de
pesquisas se voltam para procurar bioativos de origem natural que possam agir
como possivel antidepressivos. Um composto de origem natural que ndo se tem
estudos sobre sua atividade antidepressiva é o 2-alilfenol, um fenilpropanoide que se
mostrou efetivo na atividade antinociceptiva por meio da via glutamatérgica. Com
base nesses dados, este trabalho se propds a averiguar a atividade antidepressiva
do 2-alilfenol nas doses de 50, 75 e 100 mg/kg (i.p.) no protocolo de estresse
subcrénico imprevisivel. Para tal, foram utilizados camundongos Swiss (Mus
musculus) machos, com numero de oito animais por grupo. Os animais foram
aclimatizados no laboratério por cinco dias antes de iniciar a fase de aplicacédo de
estressores por 14 dias, sendo aplicado de dois a quatro estressores diariamente.
No 13° dia de protocolo, iniciou-se o tratamento com antidepressivo padréo,
imipramina, ou com 2-alilfenol em doses predefinidas, sendo realizada triagem
farmacoldgica comportamental a cada dois dias apos inicio do tratamento. Ao final
do protocolo foram realizados testes comportamentais de suspensdao de cauda,
borrifagem de sacarose e campo aberto para averiguar o comportamento do tipo
depressivo. O protocolo de estresse aumentou o tempo de imobilidade e reduziu a
laténcia para imobilidade no teste de suspensdo de cauda, indicando
comportamento do tipo depressivo. Enquanto que o tratamento com 2-alilfenol
mostrou restauracao no tempo de imobilidade e laténcia para imobilidade no teste de
suspensao de cauda, aumentou o tempo de autolimpeza dos animais no teste de
borrifagem de sacarose e melhorou a capacidade exploratéria vista no teste de

campo aberto, demonstrando assim atividade antidepressiva desse fenilpropanoide.

Palavras-chaves: Depresséo, 2-alilfenol, Estresse Subcronico Imprevisivel.



Evaluation of the antidepressive activity of phenylpropanoide -2allylphenol in Swiss mice
submitted to the subchronic unpredictable stress protocol

MORAIS, T.H.

Trabalho de Concluséo de Curso, CBiotec-UFPB (2018)

ABSTRACT

The major depressive disorder affects millions of people globally, generating
intempéries not only for the affected person, but as the environment that surrounds
him. This disease is considered multifactorial and for this reason research for the
development of drugs that alleviate the symptomatology or treat the disease
generating fewer side effects are fundamental. In this logic, several lines of research
are turned to look for naturally occurring bioactives that may act as possible
antidepressants. A compound of natural origin that has no studies on its
antidepressant activity is 2-allylphenol, a phenylpropanoid that has shown to be
effective in antinociceptive activity through the glutamatergic pathway. Based on
these data, this study aimed to investigate the antidepressant activity of 2-allylphenol
at doses of 50, 75 and 100 mg / kg (i.p.) in the protocol of unpredictable subchronic
stress. For this, Swiss mice (Mus musculus) were used, with eight animals per group.
The animals were acclimatized in the laboratory for five days before starting the
application phase of stressors for 14 days, being applied from two to four stressors
daily. On the 13th day of the protocol, treatment with standard antidepressant,
imipramine, or 2-allylphenol was started in predefined doses, and behavioral
pharmacological screening was performed every two days after starting treatment. At
the end of the protocol, behavioral tests of tail suspension, sucrose spraying and
open field were performed to ascertain the behavior of the depressive type. The
stress protocol increased the immobility time and reduced the latency for immobility
in the tail suspension test, indicating behavior of the depressive type. While 2-
allylphenol treatment showed immobility and immobility latency for immobility in the
tail suspension test, it increased the self-cleaning time of animals in the sucrose
spray test and improved the exploratory capacity seen in the open field test, thus
demonstrating antidepressant activity of this phenylpropanoid.

Key words: Depression, 2-allylphenol, Subchronic Unpredictable Stress.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Classificacdo da depresséao pelo CID-10 (A) € DSM-V (B) ....coovvveevvennnnns 16
Figura 2 - NUmeros de casos de depressao maior por regi@o...........ceuvvveeeeeeeeeeernnnnns 18

Figura 3 - Regulacao pré-sinaptica de neurdnios serotoninérgicos, noradrenérgicos (

(3o (o] o F= 10 1T aT=] o (o101 PRI 19
Figura 4 - Regulacdo do EiX0O HPA. ... .o 21
Figura 5 - Relacao entre atividade das citocinas pré-inflamatérias e eixo HPA ........ 23

Figura 6 - Atividade das citocinas pro-inflamatorias no Sistema Nervoso Central.. ..24

Figura 7 - Atuacgédo de trés classes farmacoldgicas de antidepressivos .................... 25
Figura 8 - Substratos para atuacdo da monoaminoXidase ...........ccceevvvvvviieieeeeeeeennnns 26
Figura 9 - Etapas identificadas no tratamento contra a depressdo maior. ................ 28
Figura 10- Estrutura bidimencional do fenilpropanoide 2-alilfenol............................. 29
Figura 11- Linha do tempo do protocolo de estresse subcrénico imprevisivel. ......... 36

Figura 12 - Dados da analise ponderal ao decorrer do protocolo de estresse

SUDCIONICO IMPIEVISIVEL ..oeveeiiiie e e 42
Figura 13 — Laténcia para imobilidade (A). Tempo de imobilidade (B)...................... 43
Figura 14 - Laténcia para groomin. Tempo de grooming (B)..............uuvvvemmevieiinnnnnnnne 44

Figura 15 - Dados obtidos da andlise do teste de campo aberto ............cccccceeeeeeennns 46



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Comparacéo entre a prevaléncia para o transtorno depressivo maior em
NOMENS € MUINEIES. ... . nnannnnes 17
Tabela 2 - Modelos animais para implementacdo do comportamento do tipo
EPIESSIVO ... 30
Tabela 3 - Diferentes medidas de validade. ...........cccccccvviiiiiiiiiiiiiieeee 30
Tabela 4 - Estressores aplicados durante o periodo de estresse subcrbnico

imprevisivel com suas respectivas deSCHGOES ........uuuiiiiieeeriiiiiiiieiieee e e erivieeeeee e 36



ACTH
BH4
CID
Cm
CRF/CRH
DA
DSM

h
HPA/HHA
iIMAO
IDO

i.p
ISRSs
Kg
MAO
MAPK
Min
mg

mL

NA

NO

V.0

°C

%
5-HT
50-2A
75-2A
100-2A

LISTA DE ABREVIATURA, SIGLAS E SIMBOLO

Hormonio adrenocorticotrofico
Tetrahidrobiopterina

Cddigo Internacional de Doencas
Centimetros

Hormaonio/fator liberador de corticotrofina
Dopamina

Manual de Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais
Hora

Eixo hipolatamo-hipdéfise-adrenal
Inibidores da Monoaminoxidase
Indolamina-2,3-dioxigenase

Via de administracao intraperitoneal
Inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina
Quilograma

Monoaminoxidase

Proteina quinase ativada por mitégeno
Minutos

Miligrama

Mililitros

Noradrenalina

Oxido Nitrico

Via de administracao oral

Graus Celsius

Por centro (percentagem)

Serotonina

2-alilfenol na dose de 50 mg/kg
2-alilfenol na dose de 75 mg/kg

2-alilfenol na dose de 100 mg/kg



SUMARIO

O [V 1 270 16107V T 12
2. FUNDAMENTAGAO TEORICA .....cooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene e 15
2.1 DEPIESSA0 MAUOK ....cceeeeeeeeeee e 15

2.2 Fisiopatologia da depreSSa0..........cooeeveeeeeieieeeeeeeee e 18

2.2.1 Teoria das MONOAMINGS ........ceeviiiiiiiiiiiiiiiieieee et 18

2.2.2 Estresse e 0 eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA)....................... 20

2.2.3 A depressao e ainflamagao ..........ccccevvvviiiiiiiiiiiiiiiieee 22

2.3 TratamMENTO ....uuuiiiii et 24

2.4 Fenilpropanoides e 2-alilfenol.............ccooooiiiiiiiiiiiiii e 28

2.5 MOdEIOS ANIMAIS ... e e e 29

2.6 JUSHIFICALIVA . ...eeeeeee e e e 31

3. OBUIETIVOS ...ttt e 33
4. METODOLOGIA ... et e e e e e e e e e eees 34
AL ANIM@IS. .ttt e e e e e e e e e e e e as 34

B2 DIOQAS....ceetuuueeeeeeee ettt et ettt e e et e et e e e e eerne 34

R V1= (o T [0 1 P EUT PSP 35

4.3.1 Procedimento EXperimental................uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaeens 35

4.3.2 Triagem farmacoldgica comportamental............cccccvvvvvevininininnnnnnnnnn. 38

4.3.3 Avaliagao da evoluGao ponderal................evvvveviiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiaeans 38

4.3.4 Teste de SUSPENSE0 de CAU@.........ccevrvverririiieeeeeeeeeeeiiiae e e e e e e eeeaenns 38

4.3.5 Teste de borrifagem de sacarose (splash)..........ccccceeeviiiiiiiiiieeinnnnnnn. 38

4.3.6 Teste do campo aberto.........coooeiiiiiiiiii 39

4.3.7 Gravagao e analise d0S VIAEOS..........uuuuuuiiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeaeneees 39

4.3.8 ANAlISE EStAtiSHICA .....ceiiiiiiieiieiiee e 39

5. RESULTADOS. ... . 41



Triagem farmacColOQiCa...........uuuueiiiiieeiaiiiiiiee e 41

Avaliagao da evolugao ponderal.............ooovviviiiiiiiiiiiiiiiiiiee 42
Teste de SuSPeNSA0 de CAUA ..........ceevvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 42
Teste de borrifagem de sacarose (sSplash test) ........ccevveeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeins 44
Teste do campo aberto ... 45
6. DISCUSSAD.....ocuiiiiiiiiiiiiiriititit ettt 48
7. CONCLUSAO ...cotiiiiitiitiittt ettt bbbttt 53
8. REFERENCIAS .....oooiitieecee ettt ettt ettt teetesaeeae e eae e 54
ANEXO et e ennans 63

Anexo A — Certiddo de aprovacdo do projeto junto & Comissdo de Etica no
Uso de ANIMAIS (CEUA). ..o 63

Anexo B —Formulério para Triagem Farmacolégica Comportamental........... 64

Gl OS S AN et e ———— 66



12

1. INTRODUCAO

O transtorno depressivo se trata de uma condicdo de estado onde ha pouco
animo para as atividades corrigueiras. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), em 2017, cerca de 300 milhdes de pessoas ao redor do mundo sao
acometidos por esse transtorno, sendo a prevaléncia maior em mulheres
(OSANLOO et al., 2016) e, tornando-se, a segunda condi¢do patolégica com maior
prevaléncia global (HIDAKA, 2012).

A primeira vez que ocorreu a descricdo dessa doencga foi no século V antes de
Cristo, por Hipocrates, que definia como melancolia 0 comportamento de medo ou
tristeza que durava por longos tempos, descrevendo em seus manuscritos mais
detalhadamente a doenca que séculos depois seria conhecida como depressdo
(HORWITZ et al., 2017).

Apesar de nao se ter um comportamento depressivo totalmente padronizado,
ha sintomas comportamentais que apresentam maior expressao no meio dessa
populacao e, esses séo: choro, isolamento social, irritabilidade, diminuicdo da libido,
fadiga, exacerbacdo de dores pré-existentes e dores secundarias ao aumento da
tensdo (GARCIA et al., 2016). Outros comportamentos comuns sdo atividade
diminuida, mesmo tendo a agitacdo como uma caracteristica, fome e sono reduzido
(BENTLEY et al., 2014). Esses dois ultimos pontos, em alguns casos clinicos,
podem se apresentar de forma oposta, gerando um ganho de massa e sonoléncia
(DHINGRA, BANSAL, 2014; GOLD et al.,, 2015). Também € possivel identificar
alteracdes cognitivas, tais como: baixa concentracdo e atencdo reduzida,
pensamentos negativos e pessimistas, desaceleracdo mental e ruminacdo, nome
que caracteriza um padrédo de pensamento persistente (CASSANO, FAVA, 2002).

A depressdo maior é considerada um transtorno multifatorial, sendo interacao
de varios fatores onde podemos citar 0s genéticos e epigenéticos, ambientais,
resposta inflamatoria, problemas na regulagdo hormonal (SULLIVAN, NEALE,
KENDLER, 2000; DELITALA et al., 2016; NEMEROFF, 1996).

Dentre todas as teorias para etiologia da depressao, a mais bem aceita é a das
monoaminas. Ela justifica que o surgimento do comportamento do tipo depressivo é
devido ao decréscimo na concentracdo dos neurotransmissores monoaminérgicos

presentes nas fendas sinapticas em certas regides do sistema nervoso central
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(SNC), principalmente a noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT) (WILLNER et al.,
2013; YOHN et al., 2017).

Por tal razdo as trés classes de farmacos mais conhecidas no combate dessa
condicdo agem tentando regularizar a neurotransmissdo das monoaminas, essas
classes sédo: inibidores seletivos de recaptagéo de serotonina (ISRSs), inibidores da
MAO (monoaminoxidase) e drogas triciclicas (MANNAN et al., 2015). Entretanto,
pesquisas mostram que cerca de 13% dos pacientes, apresentam uma baixa
resposta apos cinco anos fazendo consumo dos medicamentos (ZHOU et al., 2017,
ANDREWA, NEMEROFF, 1994; KELLER et al., 1992). Nesse cenério, procura-se
drogas de origem natural que demonstrem menos efeitos colaterais do que o0s
medicamentos atuais (MANNAN, ABIR, RAHMAN, 2015).

Outra teoria discutida para etiologia da depressdo é o caso do estresse
prolongado levar a um quadro sintomatoldgico de depressédo. Quando um individuo
passa por situacdes de estresse, esse podendo ser fisico ou psicolégico, a glandula
adrenal libera cortisol por meio da sinalizacdo de corticotropina comandada pela
hipdfise, que é estimulada pelo fator liberador de corticotropina (CRF) (GRAGNOLLI,
C, 2012; IWATA et al., 2013). O glicocorticoide, por sua vez, age por feedback
negativo na producéo de CRF.

J& foi identificado que alguns pacientes depressivos continham o nivel de CRF
aumentado no fluido cerebroespinhal, indicando assim uma relagéo intrinseca desse
horménio com a depressdo maior, por gerar alteracbes comportamentais
semelhantes a esse transtorno, tais como diminuicdo no apetite, perda da libido e
alteracbes psicomotoras (NEMEROFF et al., 1984). Além disso, foi demonstrado que
compostos antagonistas ao receptor CRH1, presentes no sistema nervoso central,
mostraram efeitos antidepressivos (HOLSBOER, ISING, 2008) e que a maioria de
pacientes com depressao maior apresentam um alto nivel de cortisol em sua saliva,
plasma e urina (NEMEROFF, VALLE, 2005). Assim, avalia-se uma desregulacdo no
feedback negativo da producéo do cortisol.

Considerando o fato desta doenca estar cada vez mais presente na nossa
sociedade e o tratamento convencional ndo ser capaz de suprir a necessidade de
todos os pacientes acometidos pela doenca, faz-se necessario a busca por novos
farmacos que apresentem poucos efeitos adversos e tenha excelente efetividade.

Para tal, estudos com animais sdo uma oportunidade de entender melhor esta
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condicdo e buscar novas drogas a partir de protocolos que venham a gerar um
comportamento do tipo depressivo.

Um dos protocolos mais utilizados para estudo do comportamento do tipo
depressivo é o de estresse cronico imprevisivel. Criado em 1997, esse protocolo ja
foi modificado ao longo dos anos para se tornar apto a ser executado em diversos
laboratérios, tentando ao méaximo que se adeque a realidade do mesmo. O periodo
deste protocolo consiste de 5-8 semanas (ISHIKAWA et al., 2017; MARIN et al.,
2017), tempo inviavel para ser realizado em muitos laboratorios. Protocolos com 14
dias ja se provaram eficientes quando aplicados em fémeas (CARNEIRO, 2017;
NEIS et al., 2016), assim sendo necessdaria comprovar sua eficacia quando aplicado

a machos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Depressédo maior

O transtorno depressivo maior € uma condicdo onde o individuo acometido
apresenta, geralmente, as seguintes caracteristicas: humor deprimido, fadiga,
hiperfagia ou falta de apetite, insbnia ou sonoléncia constante, entre outros
(WHITTIER et al., 2016; CHANNON, BAKER, ROBERTSON, 1993; GERBER et al.,
1992; BENTLEY et al., 2014). Estudos mostram uma relagdo entre depressédo e
diversas areas da vida daqueles que a detém; sendo comum pessoas depressivas
terem maior dificuldade no aprendizado, em manter relacbes sociais por tempo
prolongado e sucesso financeiro quando comparados a populacéo sadia (KESSLER,
2012). Entretanto o vinculo causa e consequéncia ainda néo foi estabelecido.

De maneira geral, a caracterizacdo de um transtorno comportamental é
complexa. Isso se deve ao fato da sintomatologia entre diversas patologias serem
semelhantes entre si ou por falha no diagnostico (FARRELL, GANZINI, 1995;
GROSSMAN, 2004). Por tal motivo, faz-se necessario uma analise clinica eficiente
para a classificacdo adequada do transtorno.

Entretanto, até os dias atuais ndo ha nenhum componente bioquimico que
possa ser, por definitivo, avaliado para um diagndstico preciso da depressao. Nesse
contexto, existem diretrizes apontadas no Manual de Diagnéstico e Estatistico de
Doencas Mentais (DSM-5) ou o Codigo Internacional de Doencas (CID-10) para
guiar um especialista na identificacdo e classificacdo do tipo de depressdo. Na
Figura 1, observa-se os diferentes tipos de depressao de acordo com cada uma das

diretrizes.



A

CID 10

rEpisédio depressivo
*Leve
_| *Moderado
*Grave
*Com sintomas psicoéticos
L *Sem sintomas psicoticos

— Outros episddios depressivos

{ Episédio depressivo ndo especificado

'Transtorno depressivo recorrente, episodio atual

*Leve
_ *Moderado
*Grave
*Com sintomas psicoéticos
LoSem sintomas psicéticos

— Transtorno depressivo recorrente, atualmente em remissao
— Outros transtornos depressivos recorrentes
— Transtorno depressivo recorrente sem especificacédo

B

DSM-5

Transtorno disruptivo da desregulacéo de humor

Transtorno depressivo maior

Trantorno depressivo persistente (distimia)

Transtorno disforico pré-menstrual

Transtorno depressivo induzido por substancia/medicamento

Transtorno depressivo devido outra condicdo médica

Outro transtorno depressivo espesificado

Transtorno depressivo nao especificado

Figura 1 - Classificacdo da depressédo pelo CID-10 (A) e DSM-V (B)
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Oliveira e Fumis (2018) mostraram que a prevaléncia de depressdo e
ansiedade em pacientes hospitalizados se mostra significativamente maior nas
mulheres do que os homens. Outros trabalhos também demonstram esse mesmo
perfil de diferencas de sexo, como demonstrado na Tabela 1. Além do parametro de
género, a idade se mostra um fator importante, sendo maior entre 60-64 anos,
segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS).

Tabela 1 - Comparacao entre a prevaléncia para o transtorno depressivo maior em homens e

mulheres.
Prevaléncia comparativa Fonte
Canada ALBERT, 2015

Mulheres: 5,8%

Homens: 3,6%

Filadélfia LEHTINEN, JOUKAMAA, 1994
Mulheres: 8%

Homens: 4%

Rio Grande do Sul BRETANHA et al., 2015
Mulheres: 21,4% dos casos,

Homens: 12,3% dos casos

Pernambuco VASCONCELOS et al., 2014
Mulheres: 32 casos de 154

Homens: 13 casos de 80

Brasil STOPA et al., 2015
Mulheres: 10,9%

Homens: 3,9%

Minas Gerais RAMOS et al., 2015
Mulheres: 29,1%

Homens: 24,8:

Uma possivel causa para tal prevaléncia seria a resposta fisiolégica ao
estresse, em parte, especifica de género: as mulheres geralmente apresentam maior
responsividade ao estresse do que os homens (HASLER, 2010).

Segundo documento da Organizacdo Mundial da Saude, a idade se mostra um

fator importante, sendo a prevaléncia da depressao maior entre 60-64 anos. E este
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mesmo documento demonstra o predominio desse transtorno em diversas regifes

do mundo, Figura 2.

29,19 Africa
40,27 Europa
= América

85,67

322 Milhées ) _
Mediterraneo Oriental

Pacifico Ocidental

66,21 Sudeste da Asia

52,98

Figura 2 - NOmeros de casos de depressédo maior por regido. Fonte: Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), 2017.

2.2 Fisiopatologia da depresséao

Devido a natureza multifatorial do transtorno depressivo, faz-se necessario
compreender alguns dos mecanismos que ja estdo na literatura vinculados com essa
condicdo. O entendimento da associacdo desses fatores para surgimento da
depressao se mostra extremamente complexo. Por tal razdo, abaixo sera explicado

mais detalhadamente, alguns dos possiveis fatores.

2.2.1 Teoria das monoaminas

Essa teoria surgiu na década de 1960 por Schildkraut, ao perceber que os
farmacos antidepressivos aumentavam o0s niveis de monoaminas, em especial
noradranalina (NA) e serotonina (5-HT), assim concluindo que a deplecéo desses
neurotransmissores seria uma possivel causa para o transtorno depressivo.
Posteriormente foi demonstrado que a diminuicdo dos niveis de dopamina também
estaria influenciando para presenca do transtorno. Outros estudos demonstram que
neurdnios noradrenérgicos, serotoninérgicos e dopaminérgicos se apresentam em
alta densidade em regides envolvidas com o comportamento, tais como hipocampo,
amigdala, mesencéfalo e outras (ZHOU et al., 2017; YOHN et al., 2017).
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Ha neurbnios serotoninérgicos que apresentam projecdo para o proenceéfalo,
sendo essa regulacdo de serotonina importante para modulagdo do humor, da
cognicdo e controle da funcdo enddcrina (RICHELSON, 2001). A noradrenalina e
sua rede neuronal modula a vigilancia, a resposta ao estresse, o controle da dor e
atividade do sistema nervoso simpatico. A dopamina (DA), além de servir como
precursor pra outros neurotransmissores, a exemplo da adrenalina e noradrenalina,
também esta correlacionada com disturbios do SNC, citando-se a doenca de
Parkson e esquizofrenia (GOLAN, 2009).
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aromaboos\ aromaticos
/ Triptofano _’>(// T
_ | ( ¢
el e G e
! X -
Triptofano t Tirosina

S-Hidroxitriptofano

L-DOPA
Potencial de agdo 60‘4' : Potencial de agao é/ Dopamina
Neurdnio Serotonina
serotoninérgico H* Neurdnio
Transportador de SHT adrenérgico are M aoe Transportador de NE
118y S I /
| P\ /- ) T
® o / @ - / ®
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Receptor 5HTp, o) )(@0} Receptor (,-adrenérgico A )’(C’Zp\
(auto-receptor) 5-hidroxindol (auto-receptor) @ DOPGA: -
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é/ Dopamina
H*  ADP

Transportador
de dopamina

WO

Célula pés-sindptica

Receptores de dopamina

Figura 3 - Regulagédo pré-sinaptica de neurdnios serotoninérgicos (A), noradrenérgicos (B) e
dopaminérgicos (C). Fonte: GOLAN, 2009
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Quando o neurbnio é estimulado, as vesiculas armazenadoras dessas aminas
biogénicas se fundem, de modo dependente de Ca?', & membrana plasmatica e
assim liberando o neurotransmissor na fenda sinaptica que pode se ligar ao seu
receptor no neurénio pdés-sinaptico, serem recapturadas por proteinas de membrana
do neurdnio pré-sinaptico ou até mesmo degradada por enzimas no meio
extracelular (GOLAN, 2009).

A MAO é uma enzima-chave cuja funcéo consiste em interromper a acao das
catecolaminas tanto no ceérebro quanto na periferia, por sua desativacao.
Paralelamente quando a DA e NA sindptica que ndo é captada na célula pré-
sinaptica nem se liga ao receptor do neurbnio pds-sinaptico pode se difundir para
fora da fenda sinaptica ou ser degradada pela acdo da COMT, enzima expressa
pelos neurdnios que inativa as catecolaminas (STANDAERT, GALANTER, 2009).

Atualmente a teoria das monoaminas € considerada reducionista por nao
consegquir justificar por si a razdo que os farmacos antidepressivos apresentam em
uma grande percentagem dos pacientes (40%) uma laténcia para iniciar seus efeitos
(PEREIRA, 2011). Assim sendo, outros modelos estdo sendo pesquisados para
tentar entender melhor essa doenca, sendo um desses modelos o de estresse que,
em diversos estudos, vem se mostrando efetivo na instauragdo do comportamento

do tipo depressivo.
2.2.2 Estresse e o eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HPA)

O estresse foi definido em 1956 como uma resposta geral e inespecifica do
organismo a um estressor ou a uma situacao estressante, sendo fisiolégico em
niveis baixos (SELYE, 1973). A situacdo de estresse pode ser dividida em trés
componentes principais: 0 estressor (aquele que gera o estresse e perturba a
homeostase); estresse (0 que o cérebro entende quando ha o estressor); resposta
ao estresse. Essa resposta ao estresse esta relacionada aos aspectos cognitivos,
comportamentais e fisioldgicos para enfrentar o estressor (MARGIS et al., 2003).

Vale salientar que quando um organismo é posto em situacao de estresse, ele
tende a criar respostas adaptativas (alostase). Entretanto, caso esse estimulo seja
de grande intensidade ou de forma prolongada, pode gerar déficits ao organismo,
como por exemplo: danos ao sistema cardiovascular, gastrointestinal, imunolégico,

ao SNC e até, em casos mais graves, levando a morte (SIBA, 2013; JUSTER et al.,
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2010). Pessoas que passaram por varios eventos traumaticos na vida, tendem a
apresentar maior tendéncia a desenvolverem depressao (AGID, KOHN, LERER,
2000).

PVN = Hippocafmpus
Hippocampus — " ¥ Thee
’ Amygdala

Glucocorticoids
Dexamethasone AGTH

. | Adrenal
cortex

Figura 4 - Regulag&o do Eixo HPA. Em situag8es de estresse, a produgéo exacerbada do
cortisol leva a desregulacao do feedback negativo, mantendo essa alta concentracdo desse
glicocorticoide e gerando alteracdes fisiolégicas que levam a um comportamento do tipo depressivo.
Hormonio adrenocorticotréfico (ACTH); nicleo paraventricular (PVN); fator liberador de corticotropina
(CRF). Fonte: Nestler et al, 2002.

Um mecanismo pelo qual o cérebro responde ao estimulo estressor agudo ou
cronico € através do eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HHA ou, mais conhecido,
HPA). Existe uma regido no hipotalamo chamado de nucleo paraventricular (PVN),
cujos neurdnios tém projecao para hipoéfise anterior ou adenohipéfise e 1& secretam o
fator/hormonio de liberacdo de corticotropina (CRF/CRH), promovendo a sintese e
liberacdo da adrenocorticotropina (ACTH) que estimula a sintese e liberacédo pela
zona fasciculada da adrenal de glicocorticoides (PARIANTE, LIGHTMAN, 2008). Por
sua vez, o glicocorticoide (cortisol em humanos), age em regides do SNC, incluindo
o hipocampo e a amigdala, que exercem uma influéncia inibitéria (feedback
negativo) e excitatdria (feedback positivo), respectivamente, sobre a atividade do
hipotalamo. (NESTLER et al., 2002).
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E citado na literatura que uma grande percentagem de pacientes acometidos
pelo transtorno depressivo maior apresentam altos niveis séricos de cortisol, bem
como animais de laboratério também apresentam corticosterona elevada (FRODL,
OKEANE, 2013; SAVEANU, NEMEROFF, 2012). Acredita-se que a
hipercortisolemia, gerada pela aplicacdo de estressores, aumente a predisposi¢cao
ao desenvolvimento do transtorno depressivo, devido as alteracdes plasticas e
estruturais em varias regides do sistema nervoso central, incluindo o hipocampo, o
cortex pré-frontal e as estruturas limbicas (PEREIRA, 2011).

Tendo isso em vista, algumas pesquisas indicam que ocorre uma
dessensibilizacdo dos receptores para glicocorticoides, 0 que acarretaria em um
prejuizo na via de regulagéo de feedback negativo, hipertrofia da hipéfise bem como
da adrenal, também acarretando em uma reducédo do volume do hipocampo, por
ocorrer reducdo dos dendritos dos neurdnios da regido CA3 e do giro denteado
(RIBONI, BELZUNG, 2017; CLOW et al., 2010; SIBA, 2013).

2.2.3 A depresséo e a inflamacéo

Além das alteracBes no eixo HPA, varios estudos vém trazendo que pacientes
com o transtorno depressivo maior apresentam aumento sérico de citocinas proé-
inflamatorias, exemplo de IL-6 e TNFa (RAWDIN et al., 2012). Essa relacdo se
iniciou ao notar que pacientes com inflamagdes apresentavam o sickness behavior
(comportamento de doenca) que continha elementos em comum com a
sintomatologia do transtorno depressivo maior, como: anedonia, fadiga e alteracoes
do peso (HASLER, 2010).

De maneira complementar, estudos demonstram que o uso de medicamentos
antiinflamatorios, além de se mostrarem efetivos na recuperacdo do comportamento
de doenca, também demonstrou melhora no quadro de pessoas diagnosticadas com
o transtorno depressivo maior e foram efetivos em restaurar os niveis das
monoaminas bioativas nesses pacientes (EYRE et al.,2015; ABBASI et al., 2012).
Com tais dados, vé-se que o link entre inflamacéo e depressdo maior vai além do
comportamental, mas também envolvem mecanismos fisiologicos como a frente
demonstrados.

As citocinas proé-inflamatérias tem acdo sobre o hipotalamo, promovendo a

liberacdo de CRF e, consequentemente, cortisol, ao mesmo tempo que auxilia na
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resisténcia ao cortisol no feedback negativo. Fisiologicamente, esse glicocorticoide
inibe a liberacdo dessas citocinas pro-inflamatorias, entretanto, quando a pessoa
estd submetida a uma situacédo de estresse, fisico ou psicoldgicos, 0s niveis séricos

e no cérebro aumentam (ITAWA et al., 2013).
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Figura 5 - Relacdo entre atividade das citocinas pré-inflamatérias e eixo HPA. Cortisol (CORT));
horménio liberador de corticotropina (CRH). Fonte: ITAWA et al. 2013.

As citocinas proé-inflamatdrias agem no sistema nervoso por diferentes vias e
quando a inflamacdo se da de forma cronica, ocorrem diversos maleficios. Essas
citocinas ativam a enzima indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) que é responsavel
pela degradacdo do triptofano e promovendo uma deplecdo na producdo de
serotonina. Os metabodlitos gerados pela acdo da IDO sdo, em sua maioria,
neurotdxicos. Também aumentando a atividade da MAP quinase (MAPK) que vai
promover a recaptacdo de serotonina por meio das proteinas de membrana, fazendo
com que a concentracdo biodisponivel desse neurotransmissor seja ainda menor
(VALKANOVA, EBMEIER, ALLAN, 2013).

As citocinas também agem causando deplecdo nos niveis de dopamina. O
principal mecanismo é através da producdo de oOxido nitrico (NO) pela microglia,
fazendo uso do tetrahidrobiopterina (BH4), um importante cofator da enzima tirosina-
hidroxilase, que estd presente na producdo da dopamina (MILLER, MALETIC,
RAISON, 2009). Ou seja, sem o cofator da enzima, que esta sendo usado para
producdo de NO, ha uma reducdo da amina disponivel. Além disso, a MAPK
também esta ativada, promovendo a recaptacédo de DA (BRAGA, CAMPAR, 2014).
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Outro estudo exibiu que o tratamento com amitriptilina, um antidepressivo
triciclico, demonstrou bons resultados na reducdo dos niveis séricos de IL-1j,
entretanto ndo mostrando resposta no controle dos niveis de TNFa (ALCOCER-
GOMEZ et al., 2014). Isso sugere que tal citocina tem um papel importante na

resposta ao tratamento do transtorno depressivo maior.

BH4
(Tetrahidrobiopterina)
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Figura 6 - Atividade das citocinas pré-inflamatérias no Sistema Nervoso Central. Fonte: CARNEIRO,
2017.

2.3 Tratamento

Atualmente existem varias classes de farmacos que podem ser utilizadas para
o tratamento do transtorno depressivo maior, podendo citar: inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina (ISRSs), inibidores da MAO (monoaminoxidase), drogas
triciclicas, drogas tetraciclcias, inibidores da recaptacdo de dopamina e
noradrenalina, inibidores da recaptacédo da serotonina e noradrenalina e modulador
de serotonina (TelesaldeRS-UFRGS, 2017). Na Figura 7 € possivel ver a via de
acdo das trés classes farmacéuticas mais conhecidas para que tenham seu efeito

farmacoldgico desejado.
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Figura 7 - Atuacéo de trés classes farmacolégicas de antidepressivos. Inibidores da
monoaminoxidase (iIMAO); inibidores seletivos de serotonina (ISRSs). Fonte: prépria

Os inibidores da monoaminoxidase (IMAO) séo farmacos que agem na enzima
MAO, que € intracelular e esta ligada ao lado citosélico das membranas externas
das mitocondrias, existindo as isoformas MAO-A e MAO-B (BINDA et al., 2002).

Varios efeitos colaterais sédo correlacionados com o consumo de iIMAO,
podendo variar de acordo com a especificidade para o isémero da MAO. Entretanto,
em linhas gerais, os mais comuns sdo: hipotensdo ortostatica, tontura, insénia e
nadusea (BARTHOLOMEW, 1962; FIEDOROWICZ, SWATZ, 2004). Entretanto
também sdo vistos efeitos colaterais tardios, que surgem ap0s 0 consumo por tempo
prolongado do farmaco e sdo caracterizados por ganho de peso, edemas, dores
musculares e disfuncdo sexual, dentre outros (EVANS, DAVIDSON, RAFT, 1982,
FAVA, 2000).
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Figura 8 - Substratos para atuacdo da monoaminoxidase. Fonte: Binda et al., 2002.

Os antidepressivos triciclicos s@o responsaveis por uma gama de efeitos
bioquimicos, sendo assim dificil compreender todos os mecanismos que podem
fazer essa classe gerar o efeito antidepressivo. Entretanto € comum a todos os
antidepressivos triciclicos, potencializar a disponibilidade das aminas biogénicas (5-
HT e DA) dentro do SNC, agindo ou por bloquear a inativacdo dessas aminas ou por
inibir sua recaptacdo (BROWN, BOTTOMLEY, 1990). A intensidade e seletividade
para tal efeito pode variar a depender de qual droga pertencente a esta classe esta
sendo administrada.

Por sua baixa especificidade quando comparado a outras classes, o0s
antidepressivos triciclicos demonstram uma leque amplo de efeitos adversos, sendo
0S mais graves relacionados ao sistema cardiovascular, por gerar atrasos
potencialmente letais da conducdo do impulso elétrico, a exemplo do bloqueio
atrioventricular de primeiro grau (GOLAN, 2009) . Por tal motivo, deve-se averiguar a
possibilidade de doencas cardiovasculares antes de indicar essa classe
farmacoldgica. Devido a falta de especificidade, os antidepressivos triciclicos podem
agir como antagonistas em certos receptores:

e Adrenérgicos: podendo gerar efeitos adversos de hipotenséo ortostatica,
taquicardia reflexa, sonoléncia e tonteira;

e Histaminicos: podem ocasionar sedagéo e ganho de peso do paciente, e
em caso de idosos, ainda ocorre o risco de promover confuséo;

e Muscarinicos: a inibicdo colinérgica via receptores muscarinicos geram

os efeitos colaterais mais caracteristicos dessa classe farmacoldgica,
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sendo esses nausea, vomitos, anorexia, boca seca, visdo turva,
confusdo, constipagdo, taquicardia e reteng&o urinaria.

A atividade dos inibidores seletivos de recaptacao de serotonina (ISRSs) agem
blogueando a atividade das proteinas pré-sinapticas que atuam recaptando a
serotonina disponivel, agindo com alta seletividade e permitindo um aumento desse
neurotransmissor na fenda sinaptica (TAYLOR et al., 2005).

Devido a sua maior especificidade, os ISRSs dificimente se ligam aos
receptores muscarinicos ou adrenérgicos e, por consequéncia, apresentam menos
efeitos colaterais do que os antidepressivos triciclicos (MORENO, MORENO,
SOARES, 1999). Entretanto ainda assim, como qualquer farmaco, os ISRSs
apresentam efeitos colaterais que podem ser:

e Gastrintestinal: nduseas, vomitos, dor abdominal e diarreia;

e Reacdes dermatoldgicas: aparecimento de urticaria, podendo ou nao
estar acompanhada por febre, artralgia e eosinofilia;

e Efeito psiquiatrico: em concentracdo mais alta, a maior parte dos ISRS
apresentam agitacdo, ansiedade, insoOnia, ciclagem para mania e
nervosismo por quem passa pelo tratamento;

e Alteracdo do peso: a variacdo ponderal dos pacientes altera (engordam
ou emagrecem);

e Disfuncdo sexual: o0 uso de ISRS leva a um quadro de retardo
ejaculatério em homens e anorgasmia em mulheres.

Outro efeito colateral muito marcante da classe dos inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina € a sindrome serotonérgica, que é quando a concentracao
de 5-HT se encontra muito elevada, chegando a niveis de toxicidade ou pela
ingestao de uma dose elevada de ISRS ou pela combinagéo dessa classe com um
farmaco da classe iIMAO (VOLPI-ABADIE, KAYE, KAYE, 2013). Essa sindrome é
caracterizada por uma sintomatologia ampla: hipertensdo leve e taquicardia,
midriase, tremores, ruidos intestinais hiperativos, agitacéo leve, hipervigilancia e fala

pressionada.
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Figura 9 - Etapas identificadas no tratamento contra a depresséo maior. Fonte: adaptado de Fleck et
al., 2009.

Durante o tratamento, com o uso continuo de todas as classes farmacoldgicas,
€ observado um perfil dividido em fases que dependem do tempo, sendo essas:
aguda, de continuacdo e de manutencdo (FLECK, BAEZA, 2013). Em todos os
momentos, 0 paciente é passivel de se ter momentos de recaida, segundo
observado na Figura 9.

Conhecendo a intensidade do transtorno da pessoa, as possiveis interacdes
farmacoldgicas e as singularidades do individuo, pode-se propor uma posologia para
o tratamento. Vale salientar que os farmacos pertencentes as classes explanadas
nesse trabalho usualmente apresentam os efeitos ap6s duas semanas de uso
constante (KELLAR, STOCKMEIER, 1986; WAGNER et al., 2017).

Novas linhas de pesquisa trazem a ideia de encontrar novos farmacos
antidepressivos através da procura em fontes naturais (MANNAN, ABIR, RAHMAN,
2015; O’'LEARY, DINAN, CRYAN, 2015). Essa escolha se deve a pesquisa de novas

substancias que promovam menos efeitos colaterais (OSANLOO et al., 2016).

2.4 Fenilpropanoides e 2-alilfenol

Os fenilpropanoides sdo compostos quimicos presentes em pequenas
guantidades nos Oleos essenciais de plantas, sendo um indicador para possiveis
estresses ao qual a planta esteja submetida (LA CAMERA et al., 2004). Eles séao

formados a partir do acido chiquimico e alguns deles séo os bioativos ho combate a
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certas doengas, como exemplo contra asma, diabetes e atividade antinociceptiva
(LEE et al, 2011; KRISHNAN, SUBRAMANIAN, PILLAI, 2014; FERLAND,
BEAUDRY, VACHON, 2012).

O 2-alilfenol (Figura 10) € um fenilpropanoide amplamente utilizado na China
com o nome de Yinguo e possui semelhanca com outros compostos, a exemplo do
ginkgol (Xia et al., 2010). Na literatura, sua atividade antifungica ja € bem conhecida
contra as espécias Pythium aphanidermatum, Rhizoctonia cerealis, Botritis cinérea,
Valsa mali, dentre outros (QU et al., 2017; GONG et al., 2009).

OH

CH,

Figura 10- Estrutura bidimencional do fenilpropanoide 2-alilfenol. Fonte: PubMed

Entretanto sdo escassos 0s estudos em animais, a fim de averiguar sua
atividade no SNC. Em um desses estudos, verificou-se que esse fenilpropanoide
apresentava atividade antinociceptiva através de participacdo nos sistemas

adenosinérgicos e glutamatérgicos (ASSIS, 2016).

2.5 Modelos animais

Estudos mostram possiveis formas de desenvolver o comportamento do tipo
depressivo em animais e assim conseguir encontrar drogas com atividade
farmacoldgica contra depressdo com seguranca e confiabilidade (FUCHS, FLUGGE,
2006). Para tal, alguns modelos ja sdo estabelecidos na literatura, como

demonstrado na Tabela 3.
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Tabela 2 - Modelos animais para implementacdo do comportamento do tipo depressivo. Fonte: Fuchs,

Flugge, 2006.
Modelos de Modelos de Modelos de
diatese estresse dominancia social
Estr
Modelo de lesédo stresse agudo
» Desamparo B .
aprendido Separacao social
. » Estresse de
Modelo gendémico restricao
Modelo genético 'Estresse cronico ‘Derrota social
* Estresse leve * Hierarquia social
cronico * Residente
Modelos de « Estresse de intruso
desenvolvimento restrigao

Em linhas gerais, os modelos de diatese dependem que haja uma
predisposi¢cado genética para desenvolvido do comportamento depressivo enquanto
gque os outros dois modelos, o de estresse e dominancia social, depende de
estimulos externos para se obter o mesmo resultado.

Para a escolha do modelo experimental comportamental, deve-se considerar
dois fatores distintos: a fidedignidade e validade (ALMEIDA, 2006). A fidedignidade
se refere a consisténcia e estabilidade de um modelo, gerando o resultado final igual
caso refeito. Ja a validade se refere a certificacdo que certa metodologia é eficiente
em gerar o efeito desejado. Essa Ultima caracteristica se divide em alguns aspectos

descritos na Tabela 4.

Tabela 3 - Diferentes medidas de validade. Fonte: adaptado de SOUZA, ALEXANDRE,
GUIRARDELLO, 2017.

Tipo de validade Definicdo

Validade de conteudo E o grau em que um teste inclui todos os itens
necessarios para representar o conceito a ser
medido.

Validade de critério E avaliada quando um resultado pode ser comparado
a um “padrao-ouro”.

Validade concorrente Pode ser verificada aplicando-se ambos, o teste-alvo

€ 0 “padrao ouro”, ao mesmo tempo.
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Validade preditiva Primeiro o teste-alvo € aplicado e posteriormente o
“padrao-ouro”

Validade de construto E a extensdo em que um conjunto de variaveis
representa, de fato, o construto que foi projetado para
medir.

Validade discriminante Testa a hipétese de que a medida alvo ndo esta

relacionada indevidamente, com construtos
diferentes, ou seja, com variaveis das quais deveria
divergir.

Validade estrutural Testa se uma medida capta a dimensionalidade
hipotética de um construto.

Considerando esses aspectos, um dos protocolos ja estabelecido escolhido foi
o de estresse crbnico imprevisivel. Esse método foi primeiramente descrito no inicio
da década de 1980 por Katz (KATZ, HERSCH, 1981; WILLNER, 2017) e, com o
tempo, foi modificado para incluir apenas estressores leves (estrese leve crénico),
mantendo o resultado do teste néo clinico de anedonia, mudancas no peso, insbnia
ou hipersonia, perda de apreco por consumo de acuUcar, humor deprimido e
alteracdes nos niveis de monoaminas (COX et al., 2011; KATZ et al.,1982).

Entretanto esse protocolo exige uma demanda laboratorial intensa pelo tempo
de protocolo, que pode durar de um a dois meses, na maioria dos casos, e pela
manuten¢ao dos animais, sendo criterioso para evitar variagdes na metodologia que
possam alterar o resultado de gerar o comportamento do tipo depressivo. Nesse
contexto alguns trabalhos empenham em encontrar forma de aplicar estressores em
tempo reduzido, gerando as mudancas fisiol6gicas e comportamentais (NEIS et al.,
2016) . No estudo de Carneiro (2017), foi validado um protocolo de 14 dias de
estresse com camundongos (Mus musculs) Swiss fémeas. Considerando a diferenca
na prevaléncia vista entre géneros, sendo maior entre as fémeas, necessita-se a

verificagdo em machos.

2.6 Justificativa

Na literatura substéncias oriundas de plantas ja sdo testadas quanto a
atividade antidepressiva (OSANLOO et al. 2016). Pesquisas que utilizam o extrato
metandlico de Bacopa monniera para averiguar sua atividade antidepressiva
(MANNAN, ABIR, RAHMAN, 2015).
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Vendo pesquisas com compostos isolados, ha trabalho que averigua uma
substancia que apresenta similaridade estrutural com o 2-alilfenol, o timol,
monoterpeno bioativo isolado de Thymus vulgaris, Monarda punctate e Origanum
vulgare spp. (COSTA, LODESANI, MAISTRELLO, 2010). J& foi visto que o timol
apresenta atividade antidepressiva em camundongos machos submetidos ao
protocolo de estresse leve cronico, possivelmente atuando por reduzir a atividade
inflamatoria pela via do inflamassoma NLRP3 (DENG et al. 2015).

Segundo Itawa et al. (2013), a atividade exacerbada desse inflamassoma
promovida por um quadro de estresse persistente pode acarretar em diversas
doencas tanto sistematica quanto centrais, a exemplo de hipertensdo e depressao.
Em pacientes depressivos, observa-se um aumento nos niveis de IL-18 e IL-1p,
sugerindo que a via de producdo deles, pelo inflamassoma NLRP3 esta alterada,
fato que € demonstrado por Deng (2015).

Dessa forma, uma possivel via de atuacdo farmacoldgica seria inibir a
inflamacé&o observada perifericamente e a nivel de SNC em caso de pacientes com
transtorno depressivo maior. Em estudo de Assis (2016), foi vista uma possivel
atividade inflamatéria na segunda fase do teste da formalina. Assim sendo, suspeita-

se que o 2-alilfenol possa agir como um possivel antidepressivo.
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3. OBJETIVOS

Geral

Avaliar a atividade antidepressiva do fenilpropanoide 2-alilfenol no modelo de
depressao promovida pelo estresse subcronico imprevisivel (ESI) em camundongos

machos.

Especifico

e Induzir o comportamento do tipo depressivo com o protocolo ESI em
camundongos machos;

e Investigar os efeitos do 2-alilfenol, aplicado diariamente por uma
semana, no sistema nervoso central

e Acompanhar a evolucdo ponderal e a ingestao de comida por parte dos
animais;

e Testar se a aplicacdo do ESI ou a administracdo prolongada do 2-
alilfenol altera a atividade locomotora espontanea;

e Avaliar a atividade antidepressiva do 2-alilfenol por meio dos testes

comportamentais de suspenséo de cauda e de borrifagem de sacarose.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) Swiss machos, em torno de
dois meses de vida, com peso entre 20-35 gramas, oriundos do Biotério Professor
Thomas George, pertencente ao Instituto de Pesquisa de Farmacos e Medicamentos
(IPeFarM), localizado na Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Duas salas diferentes foram usadas para alojar os animais, uma onde estariam
0S animais que seriam submetidos ao protocolo de estresse subcrdnico imprevisivel
e outra onde se encontrariam 0s animais controle em relacéo ao estresse. Ambos o0s
ambiente foram mantidos a temperatura de 22+1°C com ciclo claro/escuro de 12
horas. Os animais foram alojados em gaiolas de polietilenos, com limite de 5
camundongos por caixa que receberam agua e racdo livremente durante todo o
experimento.

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
recomendacdes da Lei 11.794 de 08/10/2009, Lei Arouca, e devidamente aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba, sob

namero de protocolo 046/2016.

4.2 Drogas

Os animais que foram submetidos ao protocolo de estresse subcronico
imprevisivel foram divididos em trés grupos de tratamento:

e O controle negativo (oito camundongos) recebeu por via intraperitoneal
(i.p) salina (0,9% w/v de cloreto de sédio) em uma concentracdo de
0,1ml/kg de animal;

e O controle positivo (oito camundongos) recebia a droga padréo,
pamoato de imipramina (Novartis Biociéncias, S&o Paulo, Brasil),
dissolvida em solugéo salina e administrada por via oral (v.0) em uma
dose de imipramina de 15 mg/kg (DHINGRA & BANSAL, 2014).

e Terceiro grupo de tratamento (24 camundongos) recebeu a droga de

interesse, 2-alilfenol (Sigma), solubilizada em salina com auxilio do
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solvente tween 80 (polisorbato 80) e administrada via intraperitoneal (i.p)
nas doses de 50, 75 e 100 mg/kg (ASSIS, 2016).
O tratamento dos trés grupos se iniciou nos ultimos sete dias do protocolo de
ESI.
Ainda tivemos o grupo sem estresse, que nao foi submetido ao protocolo de

estresse subcrénico imprevisivel.

4.3 Métodos

4.3.1 Procedimento Experimental

O modelo de estresse subcronico imprevisivel utilizado consistiu de aplicacéo
de dois a trés estressores diarios, ocorrendo de forma aleatéria, imprevisivel e
continua por 14 dias, sendo este embasado nos protocolos previamente
demonstrados por Moretti et al. (2012) e Deng et al. (2015).

Os camundongos, ja separados em seus respectivos grupos, passaram um
periodo de 5 dias de adaptacdo ao ambiente laboratorial e no sexto dia, 1° dia de
aplicacdo dos estressores, 0s animais que seriam submetidos ao protocolo de ESI
foram isolados do grupo controle negativo, ou seja, dos animais que n&ao receberiam
estresse algum, e eram transferidos para uma nova sala. Como demonstrado na
linha do tempo experimental, Figura 11, a partir do 13° dia, os 32 animais que eram
submetidos ao ESI comecaram a receber seus respectivos tratamentos, podendo
ser salina a 0,9% (i.p), imipramina a 15 mg/kg (v.0) e o fenilpropanoide 2-alilfenol
nas doses de 50, 75 e 100 mg/kg. A administracdo do tratamento ocorreu no mesmo
horario até o 19° dia do protocolo. Ao 20° dia eram realizados os testes

comportamentais e posteriormente eram eutanasiados por guilhotina.
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Controle Sem estresse Sem estresse Testes
comportamentais
Estresse +
salina Estresse TST
Estresse + IMI Estresse +
15 mglkg Estresse tratamento SPLASH
Estresse + 2A CAMPO
(50, 75 e 100 Estresse ABERTO
mg/kg)

I_m I 1 1 I 1 I I I 1 1 1 1

I T |
— 1 T 1
01 23 45 6 7 8 91011121314 1516 1718 19 20

Figura 11- Linha do tempo do protocolo de estresse subcrdnico imprevisivel. Legenda: imipramina
(IMI); 2-alilfenol (2A); teste de suspenséao de cauda (TST).

Na Tabela 5, observa-se os estressores escolhidos para protocolo de ESI de
acordo com dados relatados na literatura (FRANCESCHELLI et al., 2014; MORETTI
et al, 2012; DENG et al, 2015; CARNEIRO, 2017), ocorrendo adaptacdes para se

adequarem as condicdes do laboratério.

Tabela 4 - Estressores aplicados durante o periodo de estresse subcrdnico imprevisivel com suas
respectivas descricdes

Estressor Descricao

Nado Frio Um volume de 650 mL de &gua com
temperatura em torno de 15+1°C era
adicionado no béquer de capacidade de 1000
mL, onde o animal posteriormente era
colocado por 10 minutos. Entre cada animal, a
agua era desprezada e o aparato lavado para
proxima rodada.

Chogue inescapavel O animal era colocado em uma caixa Skinner
(50 X 25 X 25 cm), que contem barras
paralelas de cobre capazes de conduzir
corrente elétrica e infringir leves choques, e a
cada 10 segundos recebiam uma corrente
elétrica de 0,7 mA durante um tempo total de 3
minutos.

Mudanca de sala Para substituicho da averiguacdo do ciclo
estral, propomos o estresse de modificagdo de
ambiente que ocorre no primeiro dia, onde o
animal é transferido de uma sala onde ja esta
adaptado para um outro ambiente novo.

Oscilagao de caixa As caixas de polietileno foram gentilmente
osciladas por um periodo de 10 minutos

Superlotacdo de caixa O numero de animais contidos nas gaiolas ia
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de 5, o padréo, para 7 a 9 por um periodo de
12 ou 24 horas. Animais da mesma ninhada
foram agrupados entre si para evitar confronto.

Contencéao Foram alojados em pequenos potes de
politereftalato de etileno (PET) de 11 cm de
diametro e 5 cm de profundidade, a fim de
restringir seus movimentos por um periodo de
1 hora.

Inclinacéo da caixa a 45° As gaiolas eram elevadas com suporte de
madeira a um angulo de 45°, fazendo-se uso
de um transferidor para averiguar a angulacao.
Esse protocolo tinha duragdo de 12 ou 24
horas.

Maravalha molhada A maravalha foi pesada e posteriormente
adicionada agua em uma proporcdo de 2:1
(maravalha/agua). Os camundongos entdo
eram transferidos para essa nova caixa e
mantidos por um tempo de 12 ou 24 horas.

Som do predador O som de um animal selvagem foi colocado
por um periodo de 8 a 12 horas.
Temperatura quente O sistema de resfriamento da sala era

desligado, permitindo a mesma atingir uma
temperatura de 29 £1°C. O tempo transcorrido
entre ligar e desligar variou de 12 a 24 horas

Temperatura fria O sistema de resfriamento da sala era
potencializado, permitindo a mesma atingir
uma temperatura de 17°C. O tempo
transcorrido entre ligar e desligar variou de 12
a 24 horas

lluminag&o noturna Durante o periodo noturno, as luzes eram
mantidas acessas.

Troca do ciclo claro/escuro Os camundongos permaneceram com as luzes
acessas durante a noite enquanto que durante
o dia, as luzes eram desligadas. Esse
protocolo durava 24 horas.

No vigésimo dia é realizado os testes comportamentais com todos os animais.
Os testes realizados seguem a sequéncia de teste da suspensdo de cauda,
posteriormente realizado o teste do splash e por fim o teste do campo aberto.

Durante o periodo do estresse, foram aplicados de dois a quatro estressores

diarios, em horarios predeterminados, zelando pelo bem estar animal.
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4.3.2 Triagem farmacoldgica comportamental

A partir do 13° dia de protocolo, juntamente com o inicio do tratamento dos
animais estressados, se realizou a 12 triagem farmacoldgica comportamental
(ALMEIDA, 2006) com a finalidade de averiguar a toxicidade da administragcéo
cronica do 2-alilfenol. Ao total, sendo realizadas quatro triagens farmacologicas

comportamentais, nos dias 13, 15, 17 e 19.

4.3.3 Avaliagao da evolucéo ponderal

Comida e 4gua foram oferecidos ad libitum durante todo o procedimento, desde
o periodo de adaptacdo até serem realizados os teste comportamentais, sendo
aferido o peso de todos os animais a cada dois dias em horério fixo e precedendo a
aplicacdo dos tratamentos. Também foi mensurado a ingestdo de racdo pelos

grupos diariamente.

4.3.4 Teste de suspenséao de cauda

Os camundongos foram suspensos a uma altura de 50 cm do chéo e presos
pela cauda com auxilio de fita adesiva, a aproximadamente 1 cm da ponta final da
mesma (PALUCHA-PONIEWIERA et al., 2014). O tempo total de teste foi de 6
minutos por animal, sendo esse periodo totalmente utilizado nas analises (STERU et
al., 1985). Os critérios a serem analisados foram: laténcia para a imobilidade e

tempo total de imobilidade.

4.3.5 Teste de borrifagem de sacarose (splash)

Esse teste € baseado na borrifagem de uma mistura homogénea de dgua mais
sacarose a 10% no dorso dos animais. Essa solugdo por ser viscosa gera uma
sensacao de desasseio, por consequéncia o animal inicia um comportamento de
grooming que significa o comportamento de autolimpeza, seja por lambidas ou
cocadas (YALCIN et al., 2005). Os critérios analisados durante os seis minutos de

video foram: laténcia e tempo de grooming (ROSA, 2014).
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4.3.6 Teste do campo aberto

O aparato para este teste € feito de polietileno com medidas de 40x60x50 cm
de altura e sua base constituia de uma area circular subdividida em 12 quadrados de
mesma area. Os animais eram alojados no centro do aparato apos a filmagem ser
iniciada e foi contato cinco minutos apoés o inicio do teste, tendo intencdo de avaliar
o carater exploratério e a locomocédo dos animais. Os parametros analisados eram:
percentagem do tempo total que os animais passam nos quadrantes centrais;
laténcia para rearing (1° levantamento); nimero de rearing; numero de cruzamentos,
sendo o critério de trés patas em um mesmo quadrante para se considerar um
cruzamento (ALMEIDA, 2006).

4.3.7 Gravagéo e analise dos videos

Os testes comportamentais realizados foram gravados com auxilio de uma
camera Nikon Coolpix P530. Os videos obtidos foram editados por meio do
programa Animotica — Video Editor da Mixilab para se obter a visualizacao Unica e
exclusiva de um animal por video no tempo indicado por cada teste. Entdo, um
voluntario ndo envolvido com a pesquisa, renomeou 0s arquivos com coédigos,
mantendo a relacdo do nome original com o cédigo em uma tabela no Excel.
Posteriormente, os videos editados eram analisados por 2 avaliadores diferentes,
afim de analisarem e registrarem os comportamentos dos animais. Caso os valores
obtidos da andlise dos 2 avaliadores diferissem de forma significativa, o video era
analisado pela 32 vez e o valor da média era obtida dos dois valores mais préximos.

Apos realizada toda a andlise dos videos e a analise estatisticas, o
pesquisador tinha acesso a tabela do Excel com a correlagdo do nome com o

cadigo.

4.3.8 Andlise estatistica

Os dados demonstrados neste trabalho sdo apresentados como média terro
padrdo da média. Os dados foram primeiramente submetidos ao teste de Shapiro
para avaliar a normalidade. Em seguida, foi feita a comparagéo dos grupos por meio

do teste ANOVA, seja de uma ou de duas vias, realizando o post-hoc de Dunnet,
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Bonferroni ou Tukey. Foram considerados significativos os valores de p<0,05. As

andlises foram realizadas pelo software Graphpad Prism®.
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5. RESULTADOS

Triagem farmacoldgica

A triagem foi realizada logo no primeiro dia e repetido mais trés vezes até os
testes comportamentais serem realizados. As tabelas preenchidas referentes aos
grupos e dias se encontram no apéndice deste trabalho.

Foi observado que na primeira aplicacdo do 2-alilfenol, o fenilpropanoide
apresentou atividade analgésica na dose de 50 mg/kg nas checagens de 30, 60 e
120 minutos, na dose 75 mg/kg até do 60 minutos e na dose de 100 mg/kg nos
primeiros 30 minutos. Entretanto essa atividade n&do foi mais vista nas demais
triagens, ou seja, na administracéo prolongada da droga

Na segunda triagem farmacoldgica, realizada no 15° dia de protocolo, a
piloerecao foi observada nos animais tratados na dose de 50 mg/kg de 2-alilfenol no
tempo de 30 minutos enquanto que tal efeito foi observado na dose de 75 mg/kg até
0s 180 minutos e a dose de 100 mg/kg no tempo de 60 minutos. Além disso, os
animais tratados na dose de 100 mg/kg demonstraram redugdo na forca para
agarrar na primeira checagem, a de 30 minutos.

No 17° dia de protocolo, realizou-se a terceira triagem, observou-se que ao
tempo dos 120 minutos em todas as doses administradas de 2-alilfenol (50, 75 e 100
mg/kg), houve uma perda do reflexo corneal que néo foi vista mais até o final do
protocolo. Além disso, a piloerecdo também foi observada na checagem dos 30
minutos na dose de 75 mg/kg do 2-alilfenol.

Na dltima triagem farmacoldgica, todas as doses de 2-alilfenol apresentaram o
efeito de piloerecéo, variando o tempo conforme a dose. A dose de 50 mg/kg gerou
tal efeito a partir dos 120 minutos até os 240 minutos, Ultima checagem realizada.
Enquanto isso, tanto a dose de 75 mg/kg quanto a de 100 mg/kg apresentaram
piloerecao durante todas as checagens (30, 60, 120, 180 e 240 minutos).

Além disso, também na quarta triagem farmacologica comportamental, foi visto
gue os animais que recebiam as doses de 75 e 100 mg/kg do fenilpropanoide 2-
alilfenol, demonstraram uma contragcédo da musculatura abdominal nos tempos de 60

e 120 segundos.
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Avaliagéo da evolucéo ponderal
A avaliacdo do peso dos animais foi feita desde o primeiro dia até o final do

protocolo. Como esta demonstrado na Figura 12, percebe-se que néo ha alteracbes

estatisticas entre os grupos durante a evoluc¢ao do protocolo.

Evolucao ponderal

! 1
AdaptagéOE ESI ' tragi:gmo -~ Sem estresse
40 i E - Estresse + salina
— ; ' E Aﬁ Estresse + IMI
2 ] ; % Estresse + 50-2A
1
§ * ! —¢- Estresse + 75-2A
0 ' -©- Estresse + 100-2A
30+ L :
! 1
! 1
! 1
25 ! 1 I' T T — T T
1 5 6 8 10 12 14 16 18

Dias

Figura 12 - Dados da analise ponderal ao decorrer do protocolo de estresse subcronico imprevisivel
(n=8). ANOVA “medidas repetidas” teste de Bonferroni.

Entretanto, no 18° dia, se nota uma reducdo nao estatistica do peso, quando
comparado ao grupo estresse + salina, 0s grupos que passaram pelo estresse e
receberam as doses de 2-alilfenol nas concentragcdes de 75 mg/kg (34,3 = 2,0, n=8,
vs. 38,4 + 0,8, n=8) e 100 mg/kg (35 £ 1,5, n=8, vs. 38,4 £+ 0,8, n=8).

Teste de suspenséo de cauda

Nesse teste foram observados dois parametros para analise: laténcia para
imobilidade e tempo de imobilidade. O primeiro sendo observado na Figura 13-A.

A laténcia para a imobilidade teve uma reducdo estatistica nos animais
submetidos ao ESI que receberam o veiculo em relagdo ao grupo sem estresse
(92.00 = 6.5, n=8, vs. 137.8 £ 12, n=8). O tratamento tanto com a imipramina quanto
com o fenilpropanoide, nas doses de 50, 75 e 100 mg/kg, ndo foram capazes de
restaurar essa laténcia (IMI: 97,14 + 7,0, n=8, vs. 92,00 £ 6,5, n=8; 50-2A: 100,0 *
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18,7, n=8, vs. 92,00 + 6,5, n=8; 75-2A: 106,1 + 12,8, n=8, vs. 92,0 + 6,5, n=8; 100-
2A: 131,2 £ 18,7, n=8, vs. 92,0 + 6,5, n=8).

Entretanto o tempo de imobilidade aferido no teste, mostrou-se
estatisticamente aumentado no grupo estresse + salina quando comparado ao grupo
sem estresse (81,6 = 6,2, n=8, vs. 45,4 + 8,1, n=8) como observado na Figura 13-B.
O tratamento tanto com imipramina quanto com o 2-alilfenol em todas as doses
foram eficientes em reduzir o tempo de imobilidade quando comparados ao grupo
estresse + salina (IMl: 44,4 + 4,3, n=8, vs. 81,6 = 6,2, n=8; 50-2A: 56,7 + 7,4, n=8,
vs. 81,6 + 6,2, n=8; 75-2A: 52,3 + 7,9, n=8, vs. 81,6 + 6,2, n=8; 100-2A: 38,1 + 5,1,
n=8, vs. 81,6 + 6,2, n=8).

A Laténcia paraimobilidade
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Figura 13 — Laténcia para imobilidade (A). Tempo de imobilidade (B). # p<0,05 em relacdo ao sem
estresse. ##p<0,01 em relacéo ao sem estresse. *p<0,05 em relacdo ao estresse+salina; **p<0,01
em comparacao estresse+salina; ***p<0,001 em comparacao ao estresse+salina. ANOVA “one way”
seguido pelo teste post hoc Dunnett (n=8)
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Teste de borrifagem de sacarose (splash test)

Os parametros observados nesse teste foram: a laténcia para o inicio do
grooming (autolimpeza) e o tempo de grooming e foram demonstrados na Figura 14.
Com relacédo a laténcia (Figura 14 A), observa-se que ndo houve diferenca
estatistica entre o grupo sem estresse e 0 grupo estresse + salina (62,00 + 5,1, n=8,
vs. 51,8 = 3,2, n=8). Entretanto, viu que o tratamento com 2-alilfenol na dose de 75
mg/kg foi responsavel por reduzir essa laténcia em relacdo ao grupo estresse +
salina (42,9 + 5,8, n=8, vs. 62,0 £ 5,0, n=8).

A Laténcia para o grooming
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Figura 14 - Laténcia para grooming. * p<0,05 em relagé@o ao grupo estresse + salina. Tempo de
grooming (B). ** p<0,01 em relacdo ao grupo estresse + salina; *** p<0,001 em relacdo ao grupo
estresse + salina. ANOVA “one way” seguido pelo teste post hoc Dunnett (n=8).
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Com relacdo ao tempo de autocuidado (grooming), visto na Figura 15 B, o
protocolo ESI ndo gerou uma diferenga entre oS grupos sem estresse com O
estresse + salina (150,0 + 14,1, n=8, vs. 136,7 + 10,9, n=8). O tratamento com
imipramina nem com 2-alilfenol na dose de 50 mg/kg geraram diferenca com o grupo
que recebia o veiculo (IMI: 157,7 + 13,4, n=8, vs. 150,0 £ 14,1, n=8; 50-2A: 179,0 +
10,8, n=8, vs. 150,0 £ 14,1, n=8)Entretanto, o tratamento com 2-alilfenol demonstrou
um aumento significativo no tempo de grooming, quando comparado ao estresse +
salina, nas doses de 75 e 100 mg/kg (75-2A: 241,4 + 1,7, n=8 vs. 150,0 £ 14,1, n=8;
100-2A: 210,0 £ 10,3, n=8, vs. 150,0 + 14,1, n=8).

Teste do campo aberto

Os parametros observados foram percentagem de tempo no centro do campo,
laténcia para o rearing (levantamento), numero de rearing € numero de
cruzamentos. Com relacdo ao primeiro parametro (Figura 15 A) nao foi observada
qualquer diferenca estatistica entre os grupos. Os dados obtidos sdo apresentados a
seguir: sem estresse (9,4 + 0,8, n=8, vs. 13,6 + 1,0, n=8), imipramina (13,59 + 2,1,
n=8, vs. 9,4 = 0,8, n=8), 2-alilfenol 50 mg/kg (11,90 £ 1,9, n=8, vs. 9,4 + 0,8, n=8), 2-
alilfenol 75 mg/kg (12,34 + 1,3, n=8, vs. 9,4 + 0,8, n=8) e 2-alilfenol 100 mg/kg (14,94
+1,9,n=8, vs. 9,4 £ 0,8, n=8).

Com relagéo a laténcia para o rearing (Figura 15 B), observou-se que o grupo
que recebia estresse e era tratado com 2-alilfenol a 75 mg/kg teve uma reducao
guando comparado ao grupo estresse + salina (19,5 + 1,4, n=8, vs. 33,5 + 4,6, n=8).
Os demais grupos ndo apresentaram diferenca estatistica: sem estresse (33.5 + 4.6,
n=8, vs. 27,7 £ 2,9, n=8), imipramina (24,57 = 3,6, n=8, vs. 33,5 + 4,6, n=8), 2-
alilfenol 50 mg/kg (23,3 £ 1,2, n=8, vs. 33,5 £ 4,6, n=8) e 2-alilfenol 100 mg/kg (22,8
*+ 2,6, n=8, vs. 33,5 £ 4,6, n=8).

O numero de rearing (Figura 15 C) se encontrou reduzido em animais que
foram submetidos ao estresse e receberam o veiculo quando comparados aos
animais pertencentes ao grupo sem estresse (31,2 + 3,0, n=8, vs. 41,1 £ 1,5, n=8).
Tal comportamento foi revertido quando os animais receberam o tratamento com
imipramina (41,8 = 0,9, n=8, vs. 31,2 £ 3,0, n=8) e 2-alilfenol na concentragéo de 50
mg/kg (41,1 + 2,2, n=8, vs. 31,2 + 3,0, n=8), mas n&o quando eram tratados com 2-
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alilfenol nas doses de 75 mg/kg (28,3 + 1,8, n=8, vs. 31,2 + 3,0, n=8) e 100 mg/kg
(33,1 +3,5,n=8, vs. 31,2 + 3,0, n=8).
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Figura 15 - Dados obtidos da analise do teste de campo aberto. Percentual de tempo no centro (A).
Laténcia para rearing (B); ; ** p<0,01 em relagéo ao estresse + salina. Numero de rearing (C); #
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p<0,05 em relagdo ao sem estresse; * p<0,05 em relacéo ao estresse + salina; ** p<0,01 em relacéo
ao estresse + salina. Numero de cruzamentos (D). ANOVA “one way” seguido pelo teste post hoc
Dunnett (n=8).

Com relacdo ao numero de cruzamentos (Figura 15 D) ndo foi observada
diferencas estatisticas entre qualquer um dos grupos. Sem estresse (76,0 £ 3,3, n=8,
vs. 75,7 + 6,2, n=8), imipramina (88,67 + 4,9, n=8, vs. 75,7 £ 6,2, n=8), 2-alilfenol nas
doses de 50 mg/kg (94,43 £ 4,1, n=8, vs. 75,7 + 6,2, n=8), 75 mg/kg (72,00 = 3,2,
n=8, vs. 75,7 + 6,2, n=8) e 100 mg/kg (77,57 £ 8,5, n=8, vs. 75,7 £ 6,2, n=8).
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6. DISCUSSAO

Os nossos resultados indicam que o protocolo de estresse subcronico
imprevisivel promoveu um comportamento do tipo depressivo, por reduzir a laténcia
para imobilidade e aumentar o tempo de imobilidade no teste de suspenséo de
cauda, e uma reducédo da capacidade exploratéria, observado no nimero de rearing,
sem alterar o comportamento de autocuidado (grooming), nem influenciar a atividade
ambulatoéria espontanea dos animais.

O tratamento com o fenilpropanoide 2-alilfenol se mostrou eficiente em reverter
esse comportamento do tipo depressivo, por restaurar o tempo de imobilidade no
teste da suspensdo de cauda e melhorar o comportamento de grooming, além de
nao alterar a atividade locomotora dos animais.

Alteracbes no peso séo esperadas em protocolos que geram o0 comportamento
do tipo depressivo (YAMADA, MOGAMI, HATTORI, 2017). Sendo a modificacdo na
massa corporal sem a presenca de dieta um dos critérios para diagnostico do
transtorno depressivo maior de acordo com DSM-5.

De maneira geral, demonstram-se que o comportamento de perda ou ganho de
peso é o costumeiramente observado no protocolo de estresse crénico (CARNEIRO,
2017; MONTEIRO et al. 2015; ROLAND, ANTELMAN, 1976.; SANGHEZ et al.,
2013). Estudos sugerem que essa divergéncia de resultados ocorra devido a
diferentes vias envolvidas e que podem tem influéncia da duracdo do protocolo,
sendo a hiperfagia e ganho de peso mais observados em protocolos de estresse
cronico e a perda em outros tipos de protocolos com aplicacdo de estressores
(RAZZOLI, BARTOLOMUCCI, 2016). Uma das vias associada com a diminuicdo da
alimentacdo e a perda de peso envolvem a capacidade do CRF se ligar aos seus
possiveis receptores, CRFR1 e CRFR2, no sistema nervoso central (HARRIS, 2015).

Entretanto estudos demonstram que essa alteracdo pode n&o ocorrer no
protocolo de estresse subcrénico imprevisivel, sem invalidar a eficacia da técnica
para promover um comportamento do tipo depressivo (MORETTI et al. 2012; YAN et
al., 2017).

Um outro ponto a ser observado é a redugdo nado estatistica do peso nos 5
primeiros dias do protocolo seguido de ganho de massa corporal. Tal fato indicaria
gue ha um processo de adaptacdo dos animais ao ambiente laboratorial.
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Com relacdo ao ganho de massa corporal ao decorrer do tempo, ndo se
observa diferenca estatistica entre 0os grupos. Isso sugere que nem os diferentes
tipos de estressores nem suas combinacdes foram eficientes em promover uma
reducdo do peso nos quatro grupos que foram submetidos ao protocolo ESI. Além
disso, observa-se que o inicio do tratamento ndo gera alteracdes estatisticas em
nenhum dos grupos que recebe a droga padrdo ou teste com o grupo que, além do
estresse, recebe o veiculo.

Outro ponto que podemos observar € o fato das contracbes abdominais que
foram observadas na ultima triagem, podem estar relacionadas ao menor ganho de
peso, mesmo que nao estatistico, dos grupos 75-2A e 100-2A. A triagem
farmacol6gica comportamental realizada pela metodologia de Almeida et al. (2006)
teve por objetivo verificar o perfil de acdo dos tratamentos no SNC e também uma
possivel toxicidade. Os dados mostram que o efeito mais comum relacionado a
aplicacao do fenilpropanoide foi a piloere¢édo. Entretanto, as contragdes abdominais
vista na 42 triagem, demonstram que a longo prazo a aplicacdo via intraperitoneal
apresenta esse efeito. Estudos néo clinicos demonstram que a via de administracéo
influencia na biodisponibilidade e possivel toxicidade de diferentes farmacos
(POTTENGER et al., 2000; LIPINSKI et al., 2008; VIJAYARAGHAVAN et al. , 2005).

Assim sendo, sugere-se que para tentar evitar tal efeito colateral, a melhor
opcao seria procurar demais vias de administracdo, verificando a capacidade de
conseguir demonstrar os mesmos efeitos antidepressivos demonstrados nesse
trabalho, fazendo um estudo mais aprofundado da possivel toxicidade desse
fenilpropanoide

O teste de suspensdo da cauda, igualmente ao teste de nado forcado, é
embasado e validado para averiguar o comportamento depressivo em camundongos
(CRYAN, MOMBEREAU, VASSOURT, 2005). Esse teste tenta averiguar o
comportamento de luta/fuga dos animais submetidos a situacbes de estresse
inescapaveis, sendo a imobilidade definida como uma desisténcia da fuga ou
escape, caracterizada como maior em animais que apresentem um comportamento
do tipo depressivo (CAN et al., 2012).

Os resultados obtidos a partir do teste de suspenséo de cauda, sugerem que
0s animais que foram submetidos ao estresse e receberam o veiculo no tratamento
desenvolveram um comportamento do tipo depressivo, tendo em vista o0 aumento do

tempo de imobilidade. Tal comportamento é observado em estudos com inducao de
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depressdo por tratamento quimico ou pela aplicacdo de protocolos de estresse
(DAVID et al., 2010; MUTLU et al. 2012).

Apesar de ndo ser usualmente falado na literatura, a verificacdo da laténcia
para imobilidade no teste de suspensdo de cauda se mostra importante, tendo em
vista que a averiguacao de tal parametro pode servir como uma melhoria para
validacdo preditiva de testes que facam uso do desespero comportamental
(CASTAGNE et al., 2010; ARAUJO, 2018). Observou-se que o protocolo se mostrou
eficaz em reduzir tal parametro, mostrando a influéncia que o estresse tem sobre
esse critério que ja foi observado em fémeas (CARNEIRO, 2017). Todavia, nenhum
dos tratamentos demonstrou resultados significativos em restaurar tal aspecto,
incluindo a droga padrdo. Ou seja, apesar de poder ser importante para predizer a
atividade antidepressiva de um farmaco, seus resultados negativos nao invalidam
nem se contrapde aos dados de tempo de imobilidade observados nesse teste.

Um parametro observado também € o comportamento de autolimpeza,
verificado através do teste de borrifagem de sacarose (splah test), onde se verifica a
anedonia do animal. Na literatura, € descrito que animais que apresentam um
comportamento do tipo depressivo demonstram um tempo de grooming inferior aos
grupo controle (KALUEFF, TUOHIMAA, 2004; DENMARK et al., 2010).

Entretanto neste trabalho, o tempo total de grooming do grupo estresse+salina
se encontrou similar ao grupo que néo passava pelo protocolo ESI, resultado similar
ao observado por Neis et al. (2016). Além disso, o tratamento com imipramina nao
mostrou resultados estatisticos para aumentar o tempo de grooming nem alterar a
laténcia, fato que ja foi demonstrado em experimentos de Carneiro (2017) com
camundongos fémeas Swiss.

Em contrapartida, animais que recebiam o tratamento com 2-alilfenol nas doses
de 75 e 100 mg/kg foram eficazes em aumentar o tempo de grooming e apenas a
dose de 75 mg/kg se mostrou eficiente em reduzir a laténcia para o grooming.

Observando todos os dados obtidos nesse teste, sugere-se que a aplicacéo
repetitiva de estressores que acabavam por sujar os camundongos, como a
maravalha molhada e a contenc¢éo, levaram a um condicionamento de autolimpeza.
Como fundamentacao para tal, ja se sabe que os roedores tem um comportamento
de autolimpeza caracteristicos e evitam se manter sujos (KALUEFF et al., 2016). E o
estimulo continuo de sujeira através da aplicacdo dos estressores acabaria por

acostumar os animais a esse habito. E que, apesar de ter um nivel basal alto, o
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tratamento com 2-alilfenol ainda demonstrou ser eficiente em melhorar o tempo de
grooming e a laténcia.

O teste de campo aberto permitem avaliar a atividade exploratdrio, ou seja a
capacidade locomotora espontanea e do comportamento ansioso do animal,
fornecendo indicios do estado emocional de roedores (CAROLA et al.,, 2002;
BARBOSA, LIMA, 2016).

Com relacdo ao numero de cruzamentos, nota-se que ndo houve diferenca
entre 0s grupos, corroborando o que vem sendo apresentado em varios trabalhos
que avaliam o comportamento do tipo depressivo tanto com fémeas quanto com
machos (MORETTI ET AL. 2012; NEIS et al., 2016; CARNEIRO, 2017;
CAVALCANTE et al.,, 2017). Tal dado demonstra que nem a aplicacdo dos
estressores quanto os dois tipos de tratamento, com imipramina e 2-alilfenol nas
diferentes doses, demonstrou qualquer alteracdo na atividade locomotora
espontanea desses animais.

Trabalhos demonstram que animais com comportamento tipo depressivo
apresentam um tempo ou atividade no centro do aparato menor do que o grupo
controle (LOPATINA et al.,, 2014; CARNEIRO, 2017). Stanford (2007) afirma que
animais que passaram maior tempo na regidao central do campo séo considerados
menos medrosos (ou "ansiosos") do que aqueles que preferem o perimetro. Apesar
de ndo ser estatistico, observa-se uma reducdo no percentual de tempo no centro
dos animais que eram submetido ao estressores e recebiam o tratamento com
veiculo em relacdo aos demais grupos.

No teste de campo aberto também foram observados a laténcia para o rearing
e o tempo do mesmo. Considerando a laténcia, foi visto que o 2-alilfenol a 75 mg/kg
foi a Unica dose do tratamento a apresentar uma diferenca estatistica com o grupo
que recebia o veiculo associado ao estresse, demonstrando um comportamento
exploratorio. Ja foi demonstrando que aferindo tal parametro em fémeas submetidas
ao protocolo ESI, observou-se um aumento na laténcia entre o grupo sem estresse e
0 grupo gue passava pelo estresse e recebia o veiculo (CARNEIRO, 2017).

Nota-se que houve uma reducéo significativa do nimero de rearing no grupo
de animais que passaram pelos estressores e receberam o veiculo em relacéo ao
grupo sem estresse, enquanto que o tratamento com imipramina e o 2-alilfenol na

dose de 50 mg/kg foi eficiente em restaurar esse comportamento. Isso € um
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indicativo que o protocolo de estresse subcrénico imprevisivel tem uma atividade
ansiogénica e reduz a capacidade exploratoria.

Essa reducdo ja vista na literatura em protocolos que promovem um
comportamento do tipo depressivo (PECHLIVANOLA et al., 2010; PAULUS,
GEYER 1993). Britton et al. (1982) demonstraram que aplicagdo de CFR promovia
uma reducdo no numero de rearing e isso demonstra a ligacdo direta da
desregulacdo do eixo HPA e o numero de rearing. Estudos descrevem essa
desregulacdo no comportamento depressivo promovido por estresse cronico,
embasando assim a instauracdo do comportamento do tipo depressivo pelo
protocolo aqui apresentado (REICH, TAYLOR, MCCARTHY, 2009).
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7. CONCLUSAO

Protocolo ESI pode promover o comportamento do tipo depressivo em
camundongos Swiss machos. A evolucdo ponderal dos animais ndo foi diferente
entre os grupos. O tratamento com 2-alilfenol aplicado por uma semana mostrou
efeitos colaterais observados na triagem farmacolégica comportamental.

Tanto o protocolo ESI quanto o tratamento com 2-alifenol n&do alterou a
atividade locomotora dos animais. Entretanto, o tratamento subcronico com o
fenilpropanoide foi eficaz em reverter o comportamento do tipo depressivo, sendo a
melhor dose a de 75 mg/kg.
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Anexo B —Formulario para Triagem Farmacolégica Comportamental
PROTOCOLO DA TRIAGEM FARMACOLOGICA COMPORTAMENTAL

PRODUTO: DOSE:

DATA: / /

VIA DE ADMINISTRAGCAO DO TRATAMENTO:
ANIMAL/SEXO/IDADE:

RESPONSAVEL PELO EXPERIMENTO:

Quantificag@o dos efeitos
ATIVIDADE FARMACOLOGICA (0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso

até 30° 60 1207 1807 2407

1-SNC

a — Estimulante

Hiperatividade

Irritabilidade

Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloerecéo

Movimento intenso das vibrissas

Qutras

b — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedacéo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular
¢ - Outros comportamentos
Ambulacdo

Bocejo excessivo
Groming

Rearing

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabega
Contorgdes abdominais

Abducdo das patas do trem




posterior

Pedalar
Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarréia
Constirpagdo
Defecagdo aumentada
Respiracao forcada
Lacrimejamento
Miccéo

Salivacdo

Cianose

Tono muscular
Forca para agarrar
3 - MORTE
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obs.:
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Glossario

Adrenocorticotropina: Polipeptideo com trinta e nove aminoacidos produzido
pelas células corticotroficas da adeno-hipofise.

Anedonia: Perda da capacidade de sentir qualquer prazer em tempo integral.

Anorgasmia: Inibicdo recorrente ou persistente do orgasmo.

Artralgia: Dor articular.

Antinocicepcédo: Capacidade de se perceber o estimulo da dor.

Bioativo: Propriedade inerente de alguns compostos de gerar um efeito sobre
um organismo, por atuarem em vias metabdlicas.

Citocinas: Termo que se refere a uma gama de polipeptideos ou glicoproteina
produzidos por diversos tipos celulares e que possuem capacidade de modular a
resposta celular no desencadeamento de respostas imunes.

Corticosterona: Hormonio da classe dos glicocorticoides. Seria 0 equivalente
ao cortisol em roedores.

Eosinofilia: Aumento da concentracéo de eosinéfilos no sangue.

Epigenético: Modificacdes do genoma que sdo herdadas pelas proximas
geracdes, mas que nao alteram as informacdes nas fitas de DNA.

Hiperfagia: Ingestdo de grande quantidade de alimento.

Hipervigilancia: Estado de tenséo e alerta aumentados que acompanham um
comportamento de prevencao do perigo.

Inflamassoma: Complexo proteico que cmpreende um sensor intracelular,
tipicamente um receptor Nod-like, o precursor procaspase-1 e o adaptador ASC, ou
também chamado PYCARD (proteinas speck-like associada a apoptose com
dominio de recrutamento de caspases).

Maravalha: Aparas de madeira, com trigonometria controlada, formato mais
homogéneos e que apresenta maior maciez, maiores que a serragem, em tamanho
e espessura produzida por maquinas especializadas.

Monoamina: Substancias bioquimicas oriundas do processo de
descarboxilacdo de aminiacidos.

Nocicepc¢ado: Mecanismo pelo qual os estimulos periféricos sdo transmitidos ao
SNC, ou seja, significa a percepc¢éo dos estimulos nocivos.

Piloerecao: Erecao/levantamento do pelo.



