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RESUMO

A depressdo ¢ considerada um transtorno de etiologia multifatorial, uma vez que possui
aspectos genéticos, neuroquimicos e sociais. A busca por novos compostos com potencial efeito
antidepressivo tem sido constante e nesse sentido, as plantas medicinais e compostos isolados
surgem como fontes dessas moléculas. Dentre essas substincias pode ser referido o carvacrol
(CVC), um monoterpeno que compde 6leos essenciais de determinadas plantas aromaticas. O
presente trabalho buscou investigar o efeito do CVC em modelo de depressao animal induzida
por corticosterona (CORT). Foram utilizados camundongos Swiss machos (20-25g) que
receberam CORT 20 mg/kg ou salina, via subcutanea por 22 dias, onde a partir do 14° dia os
animais também foram tratados com CVC 6,25 e 12,5 mg/kg, fluvoxamina 50 mg/kg ou
veiculo, via gavagem. Os testes comportamentais realizados durante o protocolo foram do nado
forcado (TNF), da suspensao da cauda (TSC), do campo aberto (TCA) e do labirinto em cruz
elevado (TLCE). Ao final dos testes, os animais foram eutanasiados e as areas cerebrais do
hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado foram retiradas afim de se avaliar os parametros
de estresse oxidativo, concentragdes de malonildialdeido (MDA), nitrito e glutationa reduzida
(GSH). O presente estudo demonstrou que a CORT aumentou significativamente o tempo de
imobilidade dos animais no TNF e TSC, entretanto, o CVC conseguiu reverter, de forma
significativa, o aumento do tempo de imobilidade provocada pela CORT, sugerindo um efeito
do tipo antidepressivo. Porém, o CVC ndo exerceu efeitos sobre a atividade locomotora no TCA
(cruzamentos, rearing e grooming) demonstrando que ndao houve alteracdo na atividade
locomotora dos animais e, portanto, o efeito observado nos testes anteriores esta relacionado
com ag¢do antidepressiva e ndo psicoestimulante. Além disso, observou-se que o CVC (6,25 e
12,5 mg/kg) aumentou o numero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos
(12,5 mg/kg), no TLCE, sugerindo um efeito ansiolitico. Em relacdo aos parametros
neuroquimicos, a CORT aumentou de forma significativa os niveis de MDA no corpo estriado,
contudo o CVC reduziu os niveis de MDA no corpo estriado e cortex pré-frontal. Além disso,
o CVC aumentou os niveis de GSH nas areas cerebrais avaliadas. Desta forma, conclui-se que
o CVC ¢ uma molécula promissora, pois foi capaz de alterar o comportamento dos animais e
aumentar a defesa antioxidante em areas do cérebro, demostrando que exerce modulagdo

importante de parametros neuroquimicos envolvidos em depressao.

Palavras-chave: Depressdo. Corticosterona. Lippia. Carvacrol.



ABSTRACT

Depression is considered a multifactorial disorder, since it has genetic, neurochemical and
social aspects. Searching for new compounds with potential antidepressant effect has been
constant. In this context, medicinal plants and isolated compounds appear as sources of these
molecules. Carvacrol (CVC), a monoterpene that composes essential oils of certain aromatic
plants, is one of those substances. The present study investigates the effect of CVC in
corticosternoe-induced depression model in mice. Male Swiss mice (20-25g) were used and
received CORT 20 mg/kg or saline subcutaneously for 22 days. From the 14th day on the
animals were also treated with CVC 6,25 and 12,5 mg/kg, fluvoxamine 50 mg/kg or vehicle via
gavage. The behavioral tests performed during the protocol were forced swimming (FST), tail
suspension test (TST), open field test (OFT) and elevated plus maze test (EPMT). At the end
of the tests, the animals were euthanized and the brain areas hippocampus, prefrontal cortex
and striatum were removed in order to assess the parameters of oxidative stress, concentrations
of malondialdehyde (MDA), nitrite and reduced glutathione (GSH). The present study
demonstrated that CORT significantly increased the immobility time of animals in FST and
TST, however, CVC managed to significantly reverse the increase in immobility time caused
by CORT, suggesting an antidepressant effect. However, the CVC had no effect on locomotor
activity in the OFT (crossings, rearing and grooming) demonstrating that there was no change
in the locomotor activity of the animals, and therefore, the effect observed in previous tests is
related to antidepressant and non-psycho-stimulant action. In addition, it was observed that
CVC (6.25 and 12.5 mg / kg) increased the number of entries and the length of stay in the open
arms (12.5 mg/kg), in the EPMT, suggesting an anxiolytic effect. Regarding the neurochemical
parameters, CORT significantly increased the levels of MDA in the striatum, however the CVC
reduced the levels of MDA in the striatum and prefrontal cortex. In addition, CVC increased
GSH levels in the evaluated brain areas. Thus, conclude that CVC is a promising molecule,
since it was able to increase the antioxidant defense in brain areas, demonstrating that it exerts

important modulation of the neurochemical parameters involved in depression.

Keywords: Depression. Corticosterone. Lippia. Carvacrol.
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1 INTRODUCAO

As cobrancas da sociedade moderna, que induzem o individuo a buscar
incansavelmente estar sempre integrado e produtivo, provoca um fluxo maléfico ao ritmo
biologico natural, levando ao aparecimento de um conjunto de transtornos igualmente
contemporaneos, como ¢ o caso do estresse (BEZERRA et al., 2018). O termo estresse pode
ser denominado como o conjunto de reagcdes que um organismo desenvolve ao ser submetido a
uma situacdo ameagadora que apresenta objetivo de adaptacdo a um novo contexto. Assim, o
organismo quando exposto a um esfor¢o percebido como ameagador a homeostase, apresenta a
tendéncia natural de neutraliza-lo, porém, quando o corpo ndo consegue anular tal ameaca,
inicia-se um processo de adoecimento, manifestado pelo surgimento de doencas
psicossomaticas, dentre as quais se destaca a depressao (FERREIRA, 2018; BAPTISTA et al.,
2019).

Esta psicopatologia ¢ uma doenca cronica, que ocorre ndo sé em adultos, mas
também em criangas e adolescentes, sendo reconhecidamente um problema de satde publica e
evidencia-se pelo comprometimento das atividades cotidianas do individuo, principalmente nos
relacionamentos sociais (COMASSETTO et al., 2018).

Desta forma, a depressdo ¢ considerada um transtorno multifatorial, decorrente de
fatores genéticos, psicologicos, familiares e sociais, sendo sistematizada como "transtornos do
humor" pelo Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-V) e "transtornos
afetivos" pela Classificag¢do Internacional de Doencas e Problemas Relacionados a Saude (CID-
10) (STOPA et al., 2015). De acordo com a Organiza¢gdo Mundial de Saude (OMS), pessoas de
todas as idades podem sofrer de depressdo, totalizando cerca de 322 milhdes de individuos
afetados mundialmente e acomete, no Brasil, cerca de 11,5 milhdes de pessoas, que
correspondem 5,8% da populagdo (WHO, 2017; LEAO et al., 2018).

Existem varias modalidades que tém evidéncia de eficidcia no tratamento de
depressdo, de forma isolada ou em conjunto dependendo de cada paciente, que inclui a
psicoterapia em suas diversas formas, intervencdes psicofarmacologicas, eletroconvulsoterapia
(ECT), estimulagdo magnética transcraniana repetitiva e estimulacdo cerebral profunda
(PARAVENTI; CHAVES, 2016; DROBISZ; DAMBORSKA, 2019). Dentre essas alternativas,
apesar de suas limita¢des, os medicamentos constituem-se a primeira linha de tratamento para
a depressdo moderada e severa. Com isso, o tratamento farmacologico pode ser classificado
conforme a estrutura quimica, propriedades farmacologicas e mecanismo de a¢do, os quais sao

enquadrados: antidepressivos triciclicos (ADT), inibidores da monoaminoxidase (IMAO),
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inibidores da recaptacdo de noradrenalina e serotonina (IRNS), inibidores seletivos da
receptacdo de serotonina (ISRS), inibidores seletivos da recapta¢ao de noradrenalina (ISRN),
inibidores da recaptacdo de noradrenalina e dopamina (IRND), dentre outros com mecanismos
de acdo diversos (CAMELO; DINELLY; OLIVEIRA, 2016).

Contudo, os antidepressivos possuem efeitos adversos, que muitas vezes sdo as
causas mais comuns para o abandono da terapia. Diante disso, tem-se buscado identificar novos
compostos que possam surgir como alternativa para o tratamento da depressdo (BARBOZA;
SILVA, 2015).

Com isso, tem-se buscado novas estratégias no desenvolvimento de novos farmacos
antidepressivos, especialmente de base natural (YEUNG et al.,, 2018). Neste contexto,
considera-se que o nosso pais ¢ rico em diversidade vegetal, consequentemente, abundante em
fonte de produtos terapéuticos naturais. Muitos tém sido alvo de diversos estudos por
apresentarem grande potencial como fonte de novos farmacos e, portanto, sendo alvo da
industria farmacéutica (VASCONCELOS, 2015).

Dessa maneira, surge a necessidade de utilizar compostos naturais que possam ser
eficazes e com menos efeitos adversos do que os farmacos convencionais com poucos efeito
secunddrio nocivo ao organismo. Vdrios estudos tém mostrado que plantas utilizadas na
medicina popular apresentam efeito antidepressivo, seja por seu extrato ou substancias isoladas
destas, como ¢ o caso da Erythrina velutina e Erythrina mulungu (FAHMY et al., 2020),
Passiflora alata (SANTOS, 2018), Hyptis pectinata (FIGUEIREDO, 2019), Hypericum
perforatum (BEZERRA, 2019), Aniba riparia (LIMA, 2017), Croton zehntneri (OLIVEIRA,
2013) e Crocus sativus (MAZIDI et al., 2016).

Outra planta bastante utilizada pela populacdo ¢ a Lippia sidoides, popularmente
conhecida como alecrim-pimenta, alecrim-do-nordeste ou alecrim-bravo, sendo usada
empiricamente para o tratamento de rinite alérgica com espirros (PEREIRA et al., 2020).
Todavia, diversos estudos tém evidenciado uma intensa atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli (MAJOLO et al., 2020), Staphylococcus mutans (DE
OLIVEIRA et al., 2018), Candida spp. (DE SOUZA FERREIRA et al., 2018), além do efeito
larvicida contra Aedes aegypti (DE ANDRADE et al., 2020).

Somado a esses efeitos, foi identificado que espécies pertencentes ao género Lippia
spp. tém acao sedativa sobre o Sistema Nervoso Central (SNC), como € o caso da Lippia alba
(VENTURA et al., 2019), e que substancias isoladas de plantas do mesmo género, como a
Lippia sidoides, demonstraram efeito antidepressivo com possivel envolvimento do sistema

dopaminérgico, como o carvacrol (CVC) (MELO et al., 2011; CUSTODIO, 2019).
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Com isso, alguns estudos ja evidenciaram que o CVC possui atividade antioxidante
(CUSTODIO, 2019; LLANA-RUIZ-CABELLO et al., 2015), antiaterosclerotica (LEE et al.,
2015) e hepatoprotetora (BATISTA et al., 2017), entretanto, sdo escassos estudos que abordem
o efeito antidepressivo com inducdo cronica da depressdo, o que justifica a necessidade de
maior investigagdo acerca do CVC, analisando o seu efeito em modelos preditivos de depressao,
além da atividade contra o estresse oxidativo. Desse modo, essas atividades incitam a maior

investigacdo acerca desse composto em relagdo ao potencial antidepressivo.
1.1 Depressao
1.1.1 Aspectos gerais

A depressdo, ou transtorno depressivo, ¢ compreendida como um transtorno do
humor. Este, por sua vez, define-se como o tonus afetivo que impulsiona as vivéncias, os
comportamentos € as emocgdes. Os primeiros relatos da depressdo remontam ao Velho
Testamento, no livro da Biblia, que narra uma sindrome depressiva no Rei Saul, e ao ano de 30
d.C., quando o médico Romano Celsus descreveu a doenga, melancolia, loucura e depressao
como condic¢do causada pela bile negra (SADOCK; SADOCK, 2007).

Desta forma, antes dos avangos da ciéncia, a percepgao acerca das doengas mentais
configurou-se principalmente o conceito de loucura que estava associado a questdes misticas.
Assim, os tempos biblicos e mitoldgicos em que a loucura e a melancolia, designagdo antiga de
depressdo, estavam ligadas as supersti¢des: ser louco e melancoélico era visto como uma puni¢ao
divina (PAULA; ORTIZ, 2018).

Na quinta edi¢do do DSM-V, manual diagndstico mais recente, a depressdo ¢ uma
doenca que apresenta como sintomas de tristeza, vazio e irritabilidade, acompanhado de
alteracdes somaticas e cognitivas que afetam sua qualidade de vida. Contudo, em casos mais
graves a depressdo pode levar ao suicidio (APA, 2016).

O termo depressao ¢ empregado para designar tanto um estado afetivo normal
referente a uma situagcdo de tristeza, quanto um sintoma, uma sindrome e uma/ou varias
doenga(s). Ou seja, a depressdo pode fazer parte ainda de outros casos clinicos, apresentando-
se em comorbidade com outras alteragdes emocionais, como por exemplo, a ansiedade
(CASSELLI et al., 2021).

Com isso, a depressdo ¢ caracterizada pela desregulacdo das fungdes afetivas e

motivacionais tendo como sintomas centrais o humor deprimido e a anedonia (perda de



20

interesse ou prazer). Essas alteragdes geralmente estdo associadas a outras anormalidades como
tristeza, sentimento de culpa, baixa autoestima, irritabilidade, disfung¢do cognitiva, disturbios
no sono e apetite, fadiga, alteracdes metabolicas, enddcrinas e inflamatorias (BETTIO, 2016).

Todavia, a depressdo ¢ diferente das oscilagdes de humor habituais e das respostas
emocionais de curta duragdo aos desafios da vida cotidiana. A depressdo pode tornar-se um
problema grave de saude, especialmente quando os sintomas sdo duradouros ou recorrentes,
prejudicando substancialmente a capacidade de um individuo de atuar no trabalho, na escola e
dentre outras relagdes sociais (WHO, 2018).

Os fatores de risco para episddios depressivos envolvem o historico pessoal ou
familiar de depressdo, uso frequente de servigcos de satde, presenca de condigdes médicas
cronicas como doenca cardiovascular, diabetes, e neuropatias, outros diagnosticos psiquiatricos
e periodos de intensas alteragdes hormonais (gravidez, puerpério). Outros fatores existentes
incluem faixa etaria, restricdes socioeconOmicas, baixa escolaridade, disturbios do sono,
moradia inadequada, rotina estressante, quadro psiquiatrico prévio e declinio cognitivo (LAM

etal., 2016).

1.1.2 Epidemiologia

A depressdo ¢ uma doenga comum em todo o mundo e estima-se que a taxa de
prevaléncia mundial de depressdo esteja em torno de 4,4%. Assim, a OMS publicou um
relatorio global, em 2018, que apontou um aumento de 18,4% nos casos de depressdao em 10
anos, entre os anos de 2005 até 2015, confirmando que a patologia afeta mais de 300 milhdes
de pessoas, em qualquer fase de sua vida, independentemente do sexo e da classe social. Com
isso, o Brasil € o pais da América Latina com a maior prevaléncia de casos de depressao, cerca
de 5,8% da populagdo, que representa 11,5 milhdes de pessoas, sendo o quinto pais com mais
casos de depressao no mundo. Estima-se que, em 20 anos, a depressao ira ocupar o 2° lugar no
ranking mundial de doencas prevalente, perdendo apenas para as doengas cardiacas (SILVA et
al., 2014; BORBA et al., 2017; WHO, 2018; XIMENES; NEVES, 2018).

No processo dessa enfermidade, observou-se que ocorre duas vezes mais em sexo
feminino que em sexo masculino. As mulheres apresentam uma maior vulnerabilidade
possivelmente devido as situagdes de conflitos familiares, relacionamentos rompidos bem como
aos fatores bioldgicos, genéticos e hormonais, uma vez que o estrogénio, hormonio feminino

sintetizado nos ovarios e também no cérebro, afeta o humor e a cogni¢do, tornando-o um fator
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explicativo muito importante para as diferencas observadas entre os sexos (SCHATZBERG;
DEBATTISTA, 2016; FLORES-RAMOS et al., 2017).

De acordo com a OMS, a depressdo acomete variadas faixas etdrias, porém
apresenta maiores taxas de prevaléncia em pacientes adultos com idade mais avangada (55 a 74
anos). Todavia, ndo se restringe a pacientes adultos, podendo acometer idosos, adolescentes e
criangas com idade menor de 15 anos. A prevaléncia dos disturbios nessas faixas etdrias torna
ainda mais expressa a necessidade de haverem alternativas terapéuticas mais eficazes, seguras
e que tenham inicio de a¢do terapéutica mais rapida, com menos efeitos adversos (WHO, 2017).

O fato de acometer menos as criangas e adolescentes ndo pode ser considerado de
menor importancia, visto que as taxas de depressao nessa faixa etaria tém aumentado. Em 2015,
nos Estados Unidos (EUA), 12,5% dos adolescentes de 12 a 17 anos, o que corresponde a 3
milhdes, tiveram depressao, e 8,8% dos adolescentes, o que corresponde a 2,1 milhdes, tiveram
depressio com comprometimento grave (CENTER FOR BEHAVIORAL HEALTH
STATISTICS AND QUALITY, 2016).

Em relacdio aos idosos depressivos, estima-se que 50% destes ndo sdo
diagnosticados de forma correta, devido alguns sintomas da depressdao serem semelhantes ao
processo natural do envelhecimento. Alguns desses sintomas sdo: queixas fisicas com fadiga,
sono, falta de apetite e indisposicdo que podem ser confundidos pelo desafio adaptativo do
envelhecimento (SOUZA et al., 2017).

Acredita-se que a depressdo pode estar relacionada a baixa escolaridade, em que se
verificou uma relagdo similar com a ocorréncia do desfecho, isto €, quanto menor escolaridade,
maior a probabilidade de ocorréncia de depressdo. A escolaridade e a pobreza podem ser fatores
determinante dos indices de depressao, pois eles estdo associados a condigdes sociais como
desemprego, baixa qualidade de moradia e alimentacdo inadequada (STOPA et al., 2015;
GONCALVES et al., 2018).

Além disso, algumas hipdteses sugerem que a prevaléncia de depressao pode estar
correlacionada com as desigualdades sociais e a renda de um pais. Verifica-se ainda que fatores
individuais como ser do género feminino, possuir poucos bens materiais, baixa escolaridade,
divorcio ou viuvez foram associados a maiores probabilidades de depressdo. Como também,
aqueles que possuiam maior renda tinham um menor risco de depressdo, ou seja, a renda
familiar parece ser um fator de protecdo contra o risco de depressdo tanto em mulheres quanto
em homens (SADOCK; SADOCK, 2007; PARAVENTI; CHAVES, 2016; CHINA, 2017).

Considerando a depressdo multifatorial, os distirbios depressivos tem sido um dos

principais fatores de risco para o suicidio e estima-se que mais de 800 mil pessoas morrem por
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suicidio todos os anos. Com isso, a depressao foi a segunda principal causa de mortes entre
pessoas de 15 a 29 anos (WHO, 2018).

Embora existam tratamentos eficazes para a depressdo, menos da metade dos
afetados no mundo recebem terapias adequadas. As barreiras para o atendimento efetivo
incluem a falta de recursos, de profissionais de saude qualificados e o estigma social associado
aos transtornos mentais. Outra barreira para o cuidado efetivo ¢ a avaliagcdo imprecisa, ou seja,
as pessoas que estdo deprimidas, muitas vezes, ndo sdo diagnosticadas corretamente, e outras
que ndo tém o disturbio sdo, com muita frequéncia, diagnosticadas erroneamente, o que resulta
em prescrigdes de antidepressivos inadequados (WHO, 2017). E importante para a adequada
instituicdo terapéutica, a classificacdo do episddio depressivo do paciente segundo os

parametros classificatorios dispostos na literatura mundial (PARAVENTI; CHAVES, 2016).

1.1.3 Classificacdo

A OMS (2016), classifica os transtornos mentais € comportamentais, em que sao
identificados pelo CID-10, dentre estes, os transtornos do humor sdo compreendidos entre o
F30 - F39, dividindo-se em: episddio maniaco (F30), transtorno afetivo bipolar (F31), episodio
depressivo (F32), transtorno depressivo recorrente (F33), transtorno do humor persistente
(F34), outros transtornos do humor (F38) e transtorno do humor nao especificado (F39).

Assim, dependendo do niimero e da gravidade dos sintomas, o episddio depressivo
pode ser classificado como leve, moderado ou grave. Um individuo com um episdédio
depressivo leve terd alguma dificuldade em continuar com o trabalho comum e atividades
sociais, mas provavelmente ndo deixara de funcionar completamente. No entanto, durante um
episodio depressivo grave, ¢ improvavel que o doente possa continuar com atividades sociais,
profissionais ou domésticas, exceto em um grau muito limitado (WHO, 2018).

Dentre a classificacdo da depressdo segundo o CID-10, os tipos de depressdo F32 —
Episodio depressivo, e, F33 — Transtorno depressivo recorrente apresentam subclassificagdes
importantes que mudam a terapéutica e guiam o clinico acerca de diagnosticos diferenciais a

serem debatidos na Quadro 1.
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Quadro 1 — Subclassifica¢des dos tipos depressivos “Episodio depressivo” e “Transtorno depressivo recorrente”

segundo o CID-10

Episodio depressivo

Gravidades (Leve, Moderado, Grave) Associado a sintomas psicoticos

Remissao parcial ou completa Nao especificada

Transtorno depressivo recorrente

Gravidades (Leve, Moderado, Grave) Associado a sintomas psicoticos

Remissao parcial ou completa Nao especificada

Fonte: Adaptado de APA (2014).

1.1.4 Fisiopatologia

Desvendar a fisiopatologia da depressdo ¢ um desafio, ndo somente pelo fato de as
sindromes depressivas serem heterogéneas e possuirem diversas etiologias, mas também pelos
sintomas como sentimento culpa e suicidio serem impossiveis de se reproduzir em modelos
animais (JESULOLA; MICALOS; BAGULEY, 2018). Apesar da depressao ser um disturbio
responsavel por mais incapacidade do que qualquer outro transtorno, ainda ndo existe uma
causa ou fator isolado que explique a fisiopatologia desta doenca. Acredita-se que a depressao
¢ desencadeada por uma série de complexos fatores associados, variando desde os fatores
genéticos, ambientais e bioldgicos (alteragdes bioquimicas, morfoldgicas e fisiologicas)
(ANDRADE; MELLO; SOUZA, 2020).

Assim, a fisiopatologia da depressdo ¢ complexa e um Unico mecanismo ¢
inadequado para explicar os multiplos eventos que acontecem no decorrer do tempo. Como
nenhuma hipétese lancada até o momento elucida todos os aspectos de sinais e sintomas da
depressdo, acredita-se que os mecanismos da doenga sejam multiplos, o que desafia os
investigadores a avancarem na compreensdo e descricdo de sua fisiopatologia (JESULOLA;
MICALOS; BAGULEY, 2018; KAHAN; AMIN; PATEL, 2018).

A depressdo estd correlacionada com as desordens hereditarias, como outras
patologias, tal como céancer, hipertensdo, diabetes e asma. Estudos afirmam que
aproximadamente um ter¢o do risco para o desenvolvimento de depressdo ¢ herdado e dois
ter¢os sao provenientes de fatores ambientais. Este, também ¢ considerado fator de risco para o
surgimento da doenga, pois a ocorréncia de eventos estressantes continuamente, em
combinag¢do com as circunstancias sociais e economicas adversas, pode desencadear episédios

depressivos (NESTLER et al., 2002; MAHAR et al., 2014; CHINA, 2017).
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Estudos tém sugerido que a herdabilidade da depressdo estd em torno de 37%,
porém esta claro que a depressdo ndo ¢ causada por um unico gene, apresentando caracteristicas
genéticas complexas. Neste contexto, algumas hipoteses surgem para explicar a fisiopatologia
da depressdo, dentre elas, o déficit de monoaminas, o estresse oxidativo, o sistema
imunoinflamatorio e a ativagdo do sistema neuroendocrino (FERNANDEZ-PUJALS et al.,

2015; LINDQVIST et al., 2017; BHATT; NAGAPPA; PATIL, 2020).

1.1.4.1 Deple¢do de monoaminas

A teoria bioquimica mais aceita para a fisiopatologia da depressdo ¢ a da deplecao
de monoaminas em areas cerebrais, sendo estas: a serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) e
dopamina (DA). Tal proposi¢do ¢ refor¢ada pelo conhecimento do mecanismo de acdo dos
antidepressivos, que se baseia, principalmente, no aumento da disponibilidade desses
neurotransmissores na fenda sinaptica, seja pela inibi¢@o (seletiva ou nao) de suas recaptagoes,
ou pela inibi¢cdo da enzima monoaminoxidase (MAO) (FERRARI, VILLA, 2017; ABDULLAH
et al., 2019).

A serotonina ¢ uma amina biogénica que foi identificada em 1945 como
vasoconstrictor sérico, sendo liberada na corrente sanguinea. Essa substincia foi isolada e
caracterizada por Maurice Rapport e posteriormente foi constatada a presenca de 5-HT no SNC,
onde atua como importante neurotransmissor (CARHART-HARRIS; NUTT, 2017). Sua
atuacdo no SNC envolve a modulagdo de varias funcdes fisioldgicas e comportamentais, tais
como o humor, sono, dor, apetite e ansiedade (VELOSO, 2018).

J& o sistema noradrenérgico e dopaminérgico tem sido amplamente correlacionado
com a fisiopatologia da esquizofrenia, entretanto, evidéncias relatam o importante papel desses
sistemas na depressdo, sendo capaz de controlar o humor, comportamento e pensamento
(ABREU, 2016; CARHART-HARRIS; NUTT, 2017). Porém, apesar da hipotese
monoaminérgica representar um avango na compreensao dos mecanismos bioldgicos que dao
origem a depressao, esta ndo explica totalmente a patogénese dos distirbios de humor, podendo
estar envolvidos varios outros sistemas de neurotransmissores, mecanismos de transducao de
sinal e processos neurobioldgicos, como ¢ o caso dos circuitos relacionados ao sistema
neuroenddcrino e a neuroplasticidade (MAHAR et al., 2014; ROBLEDO et al., 2014; DALE;
BANG-ADERSEN; SANCHEZ, 2015).
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1.1.4.2 Relagdo do estresse com a depressao

Estudos recentes que combinam técnicas comportamentais, moleculares e
eletrofisiologicas revelaram que certos aspectos da depressdo resultam de alteracdes
neuroplasticas induzidas por estresse. Além disso, observou-se que para compreender os
mecanismos do estresse tém-se uma nova dimensao crucial para o desenvolvimento de novos
tratamentos antidepressivos (LINDQVIST et al., 2017).

Com isso, acredita-se que a depressao possa estar associada com fatores enddgenos
como alteragdes genéticas ou, na maioria dos casos, associada a fatores ambientais, sendo um
dos mais importantes, o estresse. Com isso, a exposi¢do ao estresse durante o cotidiano pode
desencadear episodios de depressdo, isso se da por conta da principal resposta fisioldgica ao
estresse: a ativagdo dos sistemas neuroenddcrinos, mais notavelmente eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) (BHATT; NAGAPPA; PATIL, 2020).

Assim, o estresse ¢ um dos principais fatores ambientais que predispdem um
individuo a depressdo. Estima-se que 60% dos casos depressivos sdo precedidos pela ocorréncia
de fatores estressantes, além disso, acredita-se que os fatores genéticos no desenvolvimento da
depressdo podem ser decorrentes de um aumento da sensibilidade a eventos estressantes
(TEIXEIRA, 2013). De fato, alguns estudos mostram que aproximadamente 85% dos pacientes
diagnosticados com depressao, tiveram episddios estressantes como abuso sexual, problemas
financeiros, desemprego, perda de parentes e outras situacdes, antes do inicio dos sintomas
depressivos (WILLNER; SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 2013; PADOVAN, 2019).

O hipotalamo estd presente no SNC sendo responsavel por regular as fungdes
relativas & manutencao e sobrevivéncia do organismo. Este recebe uma ampla diversidade de
estimulos e ¢ uma das regides do cérebro que controla a resposta ao estresse (CHAUDHURY;
LIU; HAN, 2015). Contudo, quando uma situagdo estressante ¢ percebida, o hipotadlamo libera
dois neuropeptideos essenciais para coordenar a resposta ao cérebro que vao atuar no eixo HPA
(FACCINI et al., 2020).

Nesse contexto, o fator liberador de corticotrofina e a vasopressina sdo 0s
neuropeptideos que va@o atuar estimulando a glandula pituitaria a produzir o hormoénio
adrenocorticotréfico (ACTH), que por sua vez estimula a liberacao de glicocorticoides (cortisol
em humanos ou corticosterona em roedores) do coértex adrenal para a circulagdo sanguinea
(HOLSBOER; ISING, 2010; FACCINI et al., 2020). Desta forma, o evento estressante age
sobre o sistema endocrino, ativando o eixo HPA (BRUGNERA et al., 2017).
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Assim, os glicocorticoides, uma vez liberados, chegam a multiplas areas ao longo
de todo o cérebro, incluindo o hipocampo, hipotdlamo, hipdfise, amigdala, entre outras (ZHU
et al., 2014; CHAUDHURY; LIU; HAN, 2015). A exposicao cronica aos glicocorticoides ¢
neurotoxica, e estudos pré-clinicos demonstraram que as células granulares do hipocampo sao
particularmente sensiveis a esses efeitos. Assim, a exposi¢ao prolongada ao glicocorticoide leva
inicialmente a uma perda de receptores de glicocorticéides (GR) nas células granulares do
hipocampo, resultando na desinibicdo do eixo HPA e um aumento na liberagdo dos
glicocorticoides (WILLNER; SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 2013; BASTOS, 2020).

Se prolongada ainda mais, as consequéncias da perda de efeitos mediados por GR
para a funcdo das células granulares se tornam severas: elas incluem uma hiperativagao de
enzimas dependentes de célcio que levam a producdo de radicais livres (RL) neurotoxicos,
resultando na ativacdo de enzimas; diminui¢do do transporte de glicose para a célula com
consequente perda de capacidade energética; e diminui¢ao da produ¢ao do Fator Neurotrofico
Derivado do Cérebro (BDNF), no qual participa da regulagdo da plasticidade sinaptica,
neurogénese, na formagdo de memoria e responsavel pela estrutura e funcionalidade celular
(WILLNER; SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 2013; GULYAEVA, 2016; CHEN; LOMBES;
MENUET, 2017).

Essas alteracdes, especialmente no BDNF, resultam em déficit da transmissdo
neuronal, reducdo da liberacdo de neurotransmissores e comprometimento da capacidade
neuroplastica. A sintese do BDNF ocorre no SNC e periférico em neurdnios-alvo sob condi¢des
fisiologicas, nos astrocitos apos lesdo, inflama¢do ou administracdo de antidepressivos. Essa
neurotrofina medeia suas fun¢des através da ligacdo a receptores quinases relacionados a
tropomiosina tipo B (TrkB) (PHILLIPS, 2017).

Sendo assim, os niveis de BDNF s3o diminuidos por exposi¢ao ao estresse e em
pacientes deprimidos, entretanto, o tratamento cronico com antidepressivos alopaticos aumenta
a neurogénese e estimula as vias de sinalizagdo BDNF/TrkB no hipocampo (FERRARI;
VILLA, 2016; HAN; NESTLER, 2017; CHEN; LOMBES; MENUET, 2017; ELIWA;
BELZUNG; SURGET, 2017). Além do envolvimento do BDNF e neurogénese, outro enfoque
¢ dado as vias de sinalizacdo intracelular e alteragdes na expressdo génica. Fatores de
transcri¢gdo como proteina de liga¢do ao elemento de resposta a adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) - CREB, fator nuclear kB, proteina ativadora-1 (AP-1), proto-oncogene cFOS e cJUN,
parecem estar relacionados com a regulacdo de diversos genes relacionados ao estresse, bem
como a depressdo (GLEZER et al. 2000; RANG et al. 2011). Assim, a redu¢ao do BDNF e da

sua a¢do na preven¢do do dano oxidativo através da modula¢do dos sistemas de defesa
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antioxidante, também favorece ao aumento do estresse oxidativo, sendo processos envolvidos

na depressao.

1.1.4.3 Estresse oxidativo na depressdo

O estresse oxidativo refere-se aos efeitos biologicamente prejudiciais dos RL. Estes
sdo moléculas quimicas altamente reativas e instaveis, contendo um nimero impar de elétrons
na camada de valéncia. Desta forma, eles podem provocam oxida¢do de estruturas quimicas
como proteinas, acidos nucléicos, lipideos, e causam lesdo ao DNA mitocondrial e declinio na
atividade dos transportadores de elétrons (DEUS et al., 2017).

Assim, o estresse oxidativo ocorre quando ha um aumento da producao de radicais
livres, como as espécies reativas de oxigénio (EROs): o superoxido (O2'-) e o radical hidroxila
(OH"); e espécies reativas de nitrogénio (ERNs): o 6xido nitrico (NO) (BHAT et al., 2015). As
EROs realizam varios papéis fisiolégicos na sinalizagdo celulare na defesa contra
patogenos. No entanto, quando presentes em excesso, as EROs causam danos a lipidios,
proteinas e DNA, e podem resultar em morte celular (BLACK et al., 2015).

O estresse oxidativo ¢ um mecanismo bem reconhecido no envelhecimento e nas
doencas. Demonstrou-se que desempenha um papel na fisiopatologia das doengas
cardiovasculares, diabetes mellitus, cancer, Doenca de Alzheimer e aterosclerose
(RODRIGUES; PETERSEN; PERRY, 2014; BLACK et al., 2015). Além disso, ha evidéncias
que o estresse oxidativo pode estar aumentado e que as defesas antioxidantes estdo diminuidas
em varios transtornos psiquiatricos, incluindo a depressdo (BLACK et al., 2015). Acredita-se
que cérebro por ser metabolicamente muito ativo apresenta maior formacao de radicais livres,
logo ¢ mais susceptivel aos efeitos danosos do estresse oxidativo (BHAT et al., 2015).

Com isso, observou-se que parte das injurias celulares que acometem o SNC esta
correlacionadas com o desequilibrio das respostas antioxidantes do organismo frente aos RL.
Como os EROs e ERNs podem causar mudangas estruturais das membranas moleculares e
alteracdes na resposta imunoldgica, acabam contribuindo a disfun¢des observadas nos
transtornos neuropsiquiatricos (LIU et al., 2015).

No entanto, existem varios mecanismos de defesa enzimaticos responsaveis em
combater os RL em condigdes fisioldgicas normais, enzimas como a superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), que desempenham papel importante para
impedir que estas espécies reativas interajam com as estruturas celulares e promovam danos

(SILVEIRA, 2015).
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Contudo, foi observado em modelos de depressdo em ratos que, houve alteragdes
de alguns mecanismos oxidativos com atividade de GPx diminuida, aumento da taxa de
peroxidacdo lipidica, como o malondialdeido (MDA) e aumento do NO. E também demostrou
que administracdo de antidepressivos exerceram alguns efeitos protetores e diminuicdo dos
niveis de peroxidagao lipidica e NO (BALMUS et al., 2016).

Além disso, observou-se que a a¢do das EROs e ERNs tem uma importante
participag@o na redu¢do da massa do hipocampo em pacientes deprimidos (PALTA etal., 2014).
Bem como, estas espécies também parecem ser responsaveis por parte dos danos presentes em
proteinas importantes na diferenciacdo neuronal e modulagdo da plasticidade, como o BDNF.
Tais fatores contribuiriam de forma potencial para o desenvolvimento dos distirbios

neuropsiquiatricos, como a depressdo (SOUSA, 2014).

1.1.5 Tratamento da depressao

O tratamento da depressdo requer um diagnéstico qualificado e uma avaliagdo
médica antes de ser iniciado, juntamente com uma terapéutica adequada. Os critérios para
diagnostico da depressdo sdo baseados nos manuais de diagnostico internacionais, apesar da
existéncia de diferentes classificacdes, ha critérios estabelecidos que sdo direcionados na
quantidade e na qualidade dos sintomas (PARAVENTI; CHAVES, 2016).

O processo de tratamento da depressdo envolve duas abordagens: terapia
farmacoldgica e ndo farmacologica. Ambas tém demonstrado efeitos positivos no tratamento
desta patologia, apresentando mesmo beneficios cumulativos em caso de aplicacdo conjunta.
Em situacdes de depressdo menos graves, o tratamento ndo farmacoldgico pode ser suficiente.
Contudo, em casos mais graves, a farmacoterapia pode tornar-se indispensavel para permitir
uma estabiliza¢cdo do doente (IBANEZ et al., 2014).

Existem varios tratamentos ndo farmacoldgicos para a depressdo, como a terapia
cognitivo-comportamental, intervengdes naturopaticas, psicoterapia e intervencdes baseadas
em exercicios fisicos. Essas terapias podem ser recomendadas aos pacientes com base no
contexto clinico e preferéncias dos pacientes. Desta forma, a depressdo leve e moderada, ou
episodios de inicio recente e de curta duragdo, podem se beneficiar dessas intervengdes como
monoterapia. Contudo, em casos de depressdo grave, esta pode ser melhor tratada com
antidepressivos como terapia inicial e associar a terapia ndo farmacolégica (SOUZA, 2015;

IJAZ et al., 2018).
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1.1.5.1 Tratamento farmacologico

Os antidepressivos sdo os principais farmacos utilizados no tratamento da
depressdo. Estes sdo moléculas eficazes no controle dos sintomas associados as perturbacdes
depressivas, particularmente das alteragdes do humor, estando associado a melhorias no estado
geral e, consequentemente, no funcionamento do individuo. No entanto, os antidepressivos
sofrem algumas limitacdes em termos de eficacia, pois em média de 20% de todos os pacientes
deprimidos sdo resistentes aos varios e diferentes antidepressivos (SOUSA, 2015; SIMOES,
2018).

O funcionamento desta classe de medicamentos baseia-se no aumento da
disponibilidade de neurotransmissores na fenda sinaptica. Os medicamentos mais usados sdo
os ISRS e IRSN conhecidos como antidepressivos de segunda geragdo, que tém maior eficacia
e seguranca em relacdo aos farmacos mais antigos, como os ADT e os IMAO que sao
antidepressivos de primeira geragdo (PARAVENTI; CHAVES, 2016; LUKIC et al., 2019).

Os IMAO foram a primeira classe descoberta de antidepressivo, tendo como efeito
terapéutico a inibi¢do da acdo da MAO, enzima responsavel pela metabolizacdo de monoaminas
endogenas (5-HT, NA E DA) e exdgenas (tiramina) na fenda sinaptica e, consequentemente,
aumentam o armazenamento do neurotransmissor nos granulos secretores. Inicialmente, a
iproniazida foi desenvolvida para o tratamento da tuberculose, porém, observou-se que ela era
capaz de elevar o humor de pacientes deprimidos e que possuia a propriedade de inibir a MAO.
A partir desta, outras moléculas foram desenhadas (ENTZEROTH; RATTY, 2017).

Ja os ADT, tendo a imipramina e a amitriptilina como os protdtipos desta geracao,
inibe a captagdo de 5-HT e a NA, tendo também alguns efeitos sobre a recaptacdo de DA com
potencial efeito antidepressivo. Surgiu na mesma época que outras moléculas triciclicas e
estavam sendo empregadas para o tratamento da esquizofrenia. Entretanto, ndo se mostraram
eficazes no tratamento, mas apresentaram efeitos antidepressivos nesses pacientes.
Posteriormente isso foi justificado pelo mecanismo de agdo desses farmacos, que estava
relacionado com inibi¢do da captura de neurotransmissores (STAHL, 2011).

Contudo, os IMAO e ADT tém seus usos limitados em virtude de alguns eventos
adversos, como aumento de peso, insOnia, hipotensdo ortostdtica, boca seca, visdo turva,
constipacdo e reten¢do urindria, disfungdes sexuais e restricdes alimentares (MONTEIRO,
2016). Entretanto, estes serviram de base para a elabora¢do de novas moléculas que inibissem
seletivamente a recaptacdo dessas monoaminas sendo eles ISRS, ISRN, IRNS, IRND e outros

com mecanismos variados (CHOCKALINGAM; GOTT; CONWAY, 2018).
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Entre estas classes de antidepressivos aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA), os ISRS tém assumido um papel importante no tratamento da depressao,
sendo farmacos de primeira linha para esses disturbios, representado principalmente pela
fluoxetina, além disso, a fluvoxamina tem apresentando eficacia como antidepressivo para o
tratamento envolvendo a monoterapia. Contudo, quando comparados com os IMAO e ADT, os
ISRS apresentam menos efeitos adversos e colaterais, por isso se tem uma maior adesao a essa
classe. Desta forma, os ISRS s3o uma das classes de antidepressivos mais utilizadas devido a
facilidade de uso, segurancga em superdosagem e tolerabilidade (NEVES, 2015; ENTZEROTH;
RATTY, 2017; CHOCKALINGAM; GOTT; CONWAY, 2018; DALMIZRAK et al., 2019).

Além disso, estudos clinicos mostraram que a trazodona ¢ comparavel em eficécia
a outras classes de medicamentos, como ADT, ISRS, ¢ IRNS no tratamento de transtornos
depressivos maiores. A trazodona ¢ um farmaco pertencente a classe dos antagonistas dos
receptores serotoninérgicos tipo 2 (5-HT2) e mostrou-se melhor tolerancia do que os ISRS, que
estdo altamente associados a efeitos adversos como insOnia, ansiedade e disfungdo
sexual. Entretanto, seu uso como agente antidepressivo ¢ limitado devido ao grande potencial
sedativo, pois a trazodona em doses inferiores também ¢ usada terapeuticamente como
hipnoética (SHIN; SAADABADI, 2018).

Embora diferentes abordagens terap€uticas estejam sendo adotadas para o manejo
efetivo da depressdo, a maioria deles apresentam inumeros efeitos colaterais, os quais
comprometem ainda mais a qualidade de vida do paciente deprimido, o que leva a ndo adesao
do paciente. Além disso, os medicamentos geralmente tém resposta terapéutica tardia, entre 3
a 5 semanas ap6s o inicio do tratamento. Por conta disso, continua a pesquisa por novos
farmacos antidepressivos e tem-se buscado solugdes para melhorar a agdo desses farmacos,
além de identificar novos alvos terapéuticos (COLLA, 2012; SMITH, 2015; KAHAN; AMIN;
PATEL, 2018).

Com isso, observa-se a real necessidade da busca de novas terapias antidepressivas
que possam aumentar a eficdcia clinica no tratamento da depressdo, apresentando potencial
terapéutico, moléculas com melhor tolerabilidade, baixos efeitos adversos e que sejam
compativeis com outras terapias concomitantes. Nesse sentido, os produtos naturais podem
fornecer o suprimento necessario para o estudo de drogas antidepressivas (KAHAN; AMIN;

PATEL, 2018).
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1.1.6 Fitoterapia como alternativa terapéutica

Apesar dos avangos tecnoldgicos e das relevantes melhorias na area da satde nos
ultimos anos, a populacdo ainda utiliza diferentes praticas para o tratamento de doengas e
sintomas, como as plantas medicinais. Estima-se que aproximadamente 80% da populagao
mundial utiliza e confia nos produtos medicinais de origem vegetal (MATTOS et al., 2018).

O Brasil € o pais que detém a maior parcela da biodiversidade, em torno de 15% a
20% do total mundial, sendo as plantas a matéria-prima para a fabricacdo de fitoterapicos e
outros medicamentos. Além de seu uso como substrato para a fabricagdo de medicamentos, as
plantas medicinais sdo também utilizadas em praticas populares e tradicionais. Desta forma,
compreende-se que o Brasil tem uma ampla diversidade que propicia a oportunidade de
estabelecer modelos de desenvolvimento na drea de satde, em relacdo ao uso de plantas
medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2016).

Os estudos tem apontado um crescente uso da fitoterapia com finalidade terapéutica
para diversas patologias. De forma que, no Sistema Unico de Saude (SUS), esta pratica tem
diretrizes estabelecidas para fomentar pesquisas, desenvolvimento tecnologico, interagao entre
setores publicos, privados e universidade (OLIVEIRA, 2016).

De acordo com Zago (2018), nas tltimas duas décadas a India e o Brasil foram os
paises que apresentaram maior nimero de publicacdes sobre plantas medicinais. As espécies
mais estudas para fins medicinais foram Cymbopogon citratus (DC.), seguida de Ocimum
gratissimum L, Lippia alba (Mill.), Calophyllum brasiliense Cambess. e Lippia sidoides Cham.
No que se refere a finalidade terapéutica, os principios ativos estudados foram para verificacdo
da propriedade antiparasitaria (46,8%), seguida de teste de atividade antioxidante (11,7%),
atividade anti-inflamatoéria (6,9%) e atividade antinociceptiva (6,7%) (ZAGO, 2018).

Com o crescimento do uso e comprovacdo das atividades medicinais, o
desenvolvimento da industria de fitoterapicos, torna-se relevante e vem surgindo fortemente no
mercado nacional quanto a potencialidade do aproveitamento da biodiversidade como uma
alternativa para o desenvolvimento sustentavel e alcance de inovagdo e novas descobertas

terapéuticas (HASENCLEVER, 2017).

1.1.6.1 Plantas e substancias isoladas com a¢do antidepressiva

Apesar da grande utilizacdo das plantas medicinais como terapia alternativa para o

tratamento da depressdo, tém-se ainda poucas opg¢des indicadas para o tratamento dessa doenga,
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sendo que o uso mais expandido ¢ o da Hypericum perforatum (erva de Sao Jodo) (SARRIS,
2018). Assim como, estudos experimentais tém evidenciado plantas com potencial efeito
antidepressivo, tais como: Ginkgo biloba (DAf et al.,, 2018; ZHANG et al., 2019), Alpinia
zerumbet (CHAN; WONG; CHAN, 2017), Curcuma longa (FUSAR-POLI et al., 2020),
Lafoensia pacari (GALDINO et al., 2015), Panax ginseng (JEONG et al., 2015).

Além disso, outros estudos sdo realizados para as investigagdes de substancias
ativas isoladas de plantas medicinais, como alcaldides, flavondides, compostos fenolicos e
terpenodides, que também evidenciam atividade antidepressiva (PERVIZ; KHAN; PERVAIZ,
2016). Logo, o estudo de compostos isolados a partir dessas e outras, também evidenciam a
acao antidepressiva, como ¢ o caso do CVC, isolado do Origanum vulgare (MELO et al., 2011)
e da Lippia sidoides (PARENTE et al., 2018), bacopasida I, isolada da Bacopa monnieri (ZU
et al., 2017); crassifosideo H, isolado da Curculigo glabrescens (ZHANG et al., 2017), da
crocina e safranal, obtidos da Crocus sativus (SHAFIEE, 2018), da riparina IV, um composto

isolado da Aniba riparia (CASTRO et al., 2019), entre outros.

1.1.6.2 Lippia sidoides Cham.

O género Lippia, o segundo maior da familia Verbenaceae, possui
aproximadamente 200 espécies de ervas, arbustos e pequenas arvores, cujos maiores centros de
dispersdo se encontram em paises das Américas do Sul e Central, como também em territorios
da Africa tropical. Destas, cerca de 120 espécies de Lippia encontram-se no Brasil, distribuidas
no cerrado e caatinga, onde se destacam por seu aspecto chamativo no periodo da floragdo e
por seu aroma forte e agradavel (GOMES; NOGUEIRA; MORAES, 2011).

Contudo, muitas espécies de Lippia sdo utilizadas na medicina tradicional para
tratamento de doencas e, como resultado, tém sido investigadas, do ponto de vista
farmacoldgico, revelando importantes propriedades tais como, a¢do sedativa, antiespasmodica,
anti-inflamatoria e antipirética (MARINELLI; DI STEFANO; CACCIATORE, 2018;
PARENTE et al, 2018). Além desta, outras espécies t€ém ganhado interesse cientifico pelo seu
potencial farmacolégico, como € o caso da Lippia gracilis e Lippia sidoides (MELO et al.,
2011; DA SILVA etal., 2019).

A Lippia sidoides ¢ uma planta aromatica nativa do semidrido do nordeste do
Brasil, sendo caracterizada como uma pequena arvore ou subarbusto que pode chegar a medir
dois metros de altura, e seu tronco medindo cerca de 8 cm de didmetro, apresentando casca

sulcada e quebradica (Figura 1) (SILVA, 2019). Essa planta tem apresentado diversas
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atividades bioldgicas cientificamente comprovadas, incluindo: inseticida, antifungica,

antibacteriana e larvicida (GUIMARAES et al., 2014; RAl et al., 2017; PARENTE et al., 2018).

Figura 1 - Lippia sidoides Cham (alecrim-pimenta).

Fonte: <https://www.verdeefolha.com/2014/05/alecrim-pimenta.html>.

Estas atividades podem estar relacionadas principalmente com a quantidade
marcante de timol e CVC presentes no 6leo essencial e extrato hidroalcoolico de L. sidoides, a
cerca de 56,6% e 16,7% da concentracao do dleo, respectivamente. Além disso, esta planta tem
alto potencial para aplicagdo em diversos setores, como industria farmacéutica, alimenticio e
cosmecéutico. Também estd incluida na lista de plantas medicinais com alto potencial para

gerar produtos de interesse para o SUS (SILVA, 2019).

1.1.6.3 Carvacrol

Os 6leos essenciais sao misturas complexas de compostos lipofilicos, de baixo peso
molecular e geralmente odorificos. Estes compostos, apresentam-se como hidrocarbonetos,
alcoois, aldeidos, cetonas, entre outros, os quais sdo responsaveis por suas propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas (MELO, 2014; SUNTRES; COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 2015).

Estes podem estar presentes em todos os 6rgaos de plantas, incluindo botdes, flores,
folhas, sementes, ramos, caules, flores, frutos, raizes ou casca, mas geralmente estdo
armazenados em células secretoras, cavidades, canais, tricomas glandulares ou células
epidérmicas. E apresentam diversas atividades bioativas, como antimicrobiana, antioxidante e

antioncogénico (SHARIFI-RAD et al., 2018).
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Dentre os compostos dos 6leos essenciais, hd o CVC, um monoterpenos (Cio) 2-
metil-5-(1-metiletil)-fenol, encontrados em diversas plantas aromaticas sendo biossintetizados
a partir do y-terpineno e do p-cimeno. O CVC tem peso molecular de 150,22 g/mol e apresenta-
se em forma liquida de coloragdo amarelo-clara, cuja densidade ¢ de 0,975 g/mL (20°C). Possui
caracteristica pungente e odor aromatico, semelhante ao orégano, bem como pouca solubilidade
em agua e ¢ considerado seguro para o consumo (ARAUJ 0, 2016; SHARIFI-RAD etal., 2018).

Além disso, o CVC também ¢ denominado quimicamente por S-isopropil-2-metil-
fenol (Figura 2), isdbmero do timol, que compde Oleos essenciais de determinadas plantas
aromaticas como o orégano, o tomilho e o alecrim-pimenta. Esta substancia ¢ bastante utilizada
na culinaria como um flavorizante e conservante, bem como na industria cosmética como
fragrancia para suas formulagdes (DE VINCENZI et al., 2004; BOTELHO et al., 2007; MELO,
2014; SUNTRES; COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 2015).

Figura 2 - Estrutura quimica bidimensional e tridimensional do carvacrol.

Fonte: <https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/10364#section=2D-Structure>;
<https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/10364#section=3D-Conformer>.

O CVC por ser utilizado como um aditivo no preparo de muitos alimentos ¢
considerado seguro para o consumo, contudo, informacdes sobre a toxicidade sdo limitadas.
Em testes com cobaias foi observado que a administracao intraperitoneal na dose de 33,3 mg/kg
ndo promoveu nenhum efeito adverso e na dose de 50 mg/kg apresentou ligeira ataxia, sem
observa¢do de morte dos animais. Entretanto, os camundongos que receberam doses de 110,
166,6 e 233,3 mg/kg, via intraperitoneal, morreram. Com isso, nessas doses foram observados
ataxia, sonoléncia e redu¢do da atividade locomotora espontanea. Ja na administragdo via oral
aguda, encontrou-se uma dose letal (DLso) oral aguda de 810 mg/kg em ratos (ANDERSEN,

2006). Além disso, no estudo realizado por Melo (2014) foi observado que animais tratados
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com CVC, via oral, na dose de 2000 mg/kg apresentaram letargia e um de trés animais veio a
obito. Verificou-se que DLso, via oral ¢ > 300 mg/kg e <2000 mg/kg (MELO, 2014).

Contudo, o CVC tem se apresentado como uma potencial molécula terapéutica e
diversos estudos tém evidenciado suas acdes farmacologicas de atividade antisséptica
(ALMEIDA, 2016), esquistossomicida (ARAUJO, 2016), antimicrobiana (DA SILVA
SANTOS; PICCOLI; TEBALDI, 2017), antifungica (CHAVAN; TUPE, 2014), hepatoprotetor
(KHAN et al., 2019) e sob o sistema nervoso, favorecendo a diminuicdo da ansiedade e
atividade antidepressiva associada ao sistema dopaminérgico, provavelmente pelo estimulo dos
receptores D1 e D2 (MELO et al., 2011; CUSTODIO, 2019).

O CVC se apresentou como uma molécula promissora, tendo em vista que
observou efeitos do tipo antidepressivo no TNF e TSC em estudo envolvendo indugdo da
depressdo somente por estresse durante 8 dias, além disso, se mostrou eficaz em aumentar os
niveis de glutationa reduzido nas areas cerebrais, se mostrando importante contra os danos

gerados pelo estresse oxidativo (CUSTODIO, 2019).

1.1.7 Modelos animais para investigacdo de drogas antidepressivas

O conceito de doenca animal ¢ aquele cujos mecanismos patoldgicos sao
suficientemente similares de uma doenga humana, servindo a doeng¢a animal como modelo,
assim, a doenga animal pode ser tanto de ocorréncia natural, como induzida. Com isso, 0s
modelos animais sdo bastante utilizados para a compreensdo dos mecanismos envolvidos na
etiologia e tratamento de diversas doencas, incluindo a depressdo e ansiedade (BALMUS et al.,
2016; ZHANG et al., 2019).

Sendo assim, para um protocolo ter validade o modelo animal deve possuir:
semelhantes respostas comportamentais e fisiologicas observadas em humanos, ser sensivel a
agentes farmacolodgicos clinicamente eficazes, possuir respostas inversas a medicacdo com
efeito oposto, os agentes que ndo tém efeito na clinica ndo devem ter efeito nesses testes, que a
etiologia do comportamento e os fatores biologicos subjacentes ao distirbio sejam similares em
animais e humanos (BOURIN, 2015).

Assim, os modelos animais experimentais de depressdo e ansiedade simbolizam
uma valiosa ferramenta para o estudo dos aspectos neurobioldgicos da depressdo, de novas
alternativas terapéuticas e da elucidacdo dos mecanismos de agdo pelos quais estes exercem
seus efeitos. Estes modelos deveriam atender pelo menos trés critérios de validagdo: validagao

de face, indicando que, para o modelo, ¢ necessiria uma similaridade comportamental,
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neurobioldgica e motivacional; validacdo preditiva, onde o modelo deve apresentar resposta as
intervengoes terapéuticas testadas, contudo ndo mimetizam sintomas ou bases neurobioldgicas
da doenca; e validagdo construtiva, onde seja possivel construir teorias sobre a etiologia da
doenca (BOURIN, 2015; CZEH et al., 2016).

Além destes critérios, os modelos animais devem se assemelhar as condig¢des
humanas em varios aspectos como: similaridade entre o perfil fenotipico comportamental e de
sintomas clinicos; melhoria ou reducdo dos sintomas ao utilizar os antidepressivos; o
desencadeamento de eventos importantes que sdo identificados no distirbio em humanos; e
embasamento neurobiolégico similar ao dos humanos (CZEH et al., 2016).

Como a depressdo estd correlacionada ao estresse, muitos modelos e testes para a
depressdo em camundongos sdo caraterizados pela exposi¢do do animal a situacdes de estresse
inescapavel, acarretando um estado de desespero comportamental, notado pela tentativa inicial
de escape ou luta para sair desta situagdo (BALMUS et al., 2016). Desse modo, o
comportamento de imobilidade induzido em camundongos quando submetidos a uma situagao
de estresse inescapavel, pode acarretar em um estado de desespero comportamental no animal,
que ¢ comparado e relacionado ao estado depressivo em humanos (BORGES FILHO, 2014).

Em relacdo aos testes com validade preditiva, de maneira geral, para modelos de
depressdo o teste do nado forgado (TNF), descrito por Porsolt et al. (1977), ¢ utilizado para
avaliar a atividade antidepressiva de farmacos, devido sua facil reprodutibilidade e
confiabilidade. Assim como, o teste de suspensdo pela cauda (TSC), descrito por Steru et al.
(1985), também ¢ utilizado para avaliar a atividade antidepressiva de um composto. Ambos os
testes consistem em submeter o camundongo a uma situacdo de estresse e visualizar sua
capacidade em lidar com aquela situacio (CRYAN; HOLMES, 2005; DUMAN;
MONTEGGIA, 2006).

Contudo, o TNF e TSC possuem algumas desvantagens, como a seguinte situacao:
se a droga apresentar alguma alteracdo na locomo¢ao do animal, aumentando seu tempo de
imobilidade, hé possibilidade de se ter um resultado falso negativo. Para evitar a ambiguidade
desse resultado, geralmente associa esses testes com o teste do campo aberto (TCA), o qual
avalia atividade locomotora do animal (LIN et al., 2015).

O TCA foi descrito por Siegel (1946) e validado por Acher (1973), em que ¢
utilizado para medir a atividade exploratdria do animal, podendo ser utilizado para avaliar a
atividade locomotora. Com isso, o0 TCA pode ser realizado para excluir possibilidade de uma
substancia psicoestimulantes reduzir o tempo de imobilidade nos outros testes para a depressao

(TATEM et al., 2014),
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O teste do labirinto em cruz elevado (TLCE) (plus maze), descrito por Lister (1987),
avalia a atividade ansiolitica ou ansiogénica de agentes farmacologicos de maneira geral,
através da aversdo natural dos animais aos locais abertos e iluminados. O teste em animais nao
consegue prever todas as caracteristicas da ansiedade em humanos, mas o TLCE ¢ fundamental,
pois o paciente depressivo geralmente apresenta caracteristicas correlacionadas a ansiedade
(BOURIN, 2015).

Além dos testes com validade preditiva, ¢ possivel destacar os modelos baseados
na indu¢do de estresse e os modelos farmacoldgicos para depressdo, como, por exemplo, o
modelo de indugdo de depressdo pela administracdo exdgena de corticosterona (CORT)
(PAZINI, 2013). Diante do exposto, a CORT ¢ um glicocorticoide envolvido em resposta ao
estresse de camundongos equivalente ao cortisol em humanos, sendo elevado em condicdes de
estresse. Portanto, o0 modelo de exposi¢do cronica & CORT tem sido descrito como eficaz em
caracteristicas semelhantes a depressdo em animais. Esse pardmetro pode ser observado em
testes comportamentais e neuroquimicos, sendo considero um modelo util no estudo da
depressdo, incluindo a depressdo resistente ao tratamento (ZHAO et al., 2008;

VASCONCELOS et al., 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar o efeito do CVC em modelo de depressdo animal induzida por

corticosterona.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar as alteragdes comportamentais promovidas pela administragio do CVC em
modelos do nado for¢ado, suspensao da cauda, labirinto em cruz elevado e campo aberto

apos a indu¢do da depressao por meio da administragdo cronica de CORT;

e Determinar o indice de peroxidacdo lipidica através da medigdo do conteudo de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) no hipocampo, cortex pré-frontal

e corpo estriado;

e Determinar a concentracdo de nitrito/nitrato no hipocampo, cortex pré-frontal e corpo

estriado;

e Determinar a concentragdo glutationa reduzida no hipocampo, cortex pré-frontal e corpo

estriado.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da raga Swiss, pesando entre 20-25 g,
provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceara (UFC). Os animais foram mantidos em gaiolas de propileno em
ambiente com temperatura e umidade controladas, cerca de 25 + 2°C, com ciclo claro/escuro
alternado de 12 horas, com luzes acesas as 07:00h, e com livre acesso a racdo adequada e dgua.

Os animais tiveram o minimo de ruidos e condi¢des higi€nico-sanitarias apropriadas.

3.1.1 Aspectos éticos

Durante o estudo alguns procedimentos poderiam gerar incomodo aos animais,
entretanto, foram seguidas as recomendacdes de cuidado e manejo dos animais durante o
estudo, objetivando reduzir o sofrimento e possiveis danos que estes viessem a sofrer.

Com isso, o protocolo experimental seguiu os principios éticos na experimentagao
animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), sendo aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFC, campus Sobral, sob o nimero de
protocolo 08/17 (Anexo I). Todos os procedimentos experimentais ocorreram conforme as
normas estabelecidas na Lei 11.794 de outubro de 2008, que dispde sobre a utilizagdo de

animais para fins cientificos (BRASIL, 2008).

3.2 Obtencao e preparo das drogas

As drogas e reagentes que foram utilizados para a realiza¢do dos experimentos estao

descritos no Quadro 2.



40

Quadro 2 - Drogas e reagentes que foram utilizados durante a execug¢ao do protocolo experimental.

DROGA/REAGENTE PREPARO

Carvacrol 6,25 e 12,5 mg/kg, via gavagem. Dissolvido
. . em agua destilada contendo 0,5% de Tween
(Sigma, St. Louis, MO, EUA) 30,

Fluvoxamina 50 mg/kg, via gavagem. Dissolvida em agua
(Abbott) destilada contendo 0,5% de Tween 80.
Corticosterona 20 mg/kg, via subcutanea. Dissolvida em

solugdo salina contendo 0,1% de Tween 80
e 0,1% de DMSO.

Agua destilada Via gavagem. Dissolvida em 0,5% de
Tween 80.

(Sigma, St. Louis, MO, EUA)

(UFC, Laboratorio de Neurofarmacologia)

Fonte: Elaborado pela autora.

A fluvoxamina (FLUV) foi usada como antidepressivo padrdo, porque entre os
ISRS, essa droga tem se mostrado eficaz em varios estudos envolvendo monoterapia, sem a
necessidade de associacdo com antipsicoticos, e apresentado alta razdo de resposta entre os
pacientes (VASCONCELOS, 2015). Assim, esta foi dissolvida com dgua destilada obtendo-se

a concentracdo final de 5 mg/mL, para ser administrada na dose de 50 mg/kg.

3. 3 Delineamento experimental

3.3.1 Protocolo experimental - Inducdo da depressdo por administracido exdgena de

corticosterona

Custodio (2019), realizou o protocolo de administracao repetida de CVC, em que
os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais, sendo estes: grupo
controle; FLUV 50 mg/kg/dia; CVC 6,25 mg/kg/dia e 12,5 mg/kg/dia, por 8 dias apenas com
inducdo através do estresse comportamental. No entanto, o presente estudo com o intuito de
aprofundar os conhecimentos acerca das propriedades do CVC no tratamento da depressao,
objetivou investigar o efeito antidepressivo do CVC em modelo de depressdo induzida por
CORT durante 22 dias, ou seja, induzir a depressdo cronica por meio de administragdes
subcutaneas de CORT.

Assim, para realizacdo do referido protocolo foram utilizados um total de 60
animais divididos em grupos experimentais contendo 30 animais cada, como observado no

Quadro 3.
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Quadro 3 - Distribui¢ao quantitativa dos animais por cada grupo experimental do protocolo.

DOSAGENS
GRUPO TBARS/Nitrito Glutationa
Veiculo + Veiculo 6 6
CORT + Veiculo 6 6
CORT + CVC 6,25 6 6
CORT +CVC 12,5 6 6
CORT + FLUV 6 6
Total 30 30
Total Geral 60 animais

Fonte: Elaborado pela autora. CVC - carvacrol; CORT - corticosterona; FLUV - fluvoxamina.

A administracdo da CORT exogena ocorreu durante os 22 dias de experimento, via
subcutanea, onde cada animal recebeu uma dose de 20 mg/kg/dia, as 08:00 horas. Durante os
22 dias todos os grupos receberam inje¢des subcutaneas de CORT, exceto o grupo controle que
recebeu apenas veiculo (solugdo salina, Tween 80 e DMSO), via subcutinea. A partir do 15°
dia, uma hora apdés a administragio de CORT ou veiculo, os grupos CORT+CVC 6,25,
CORTHCVC 12,5, CORT+FLUYV receberam respectivamente as drogas teste, via gavagem:
CVC 6,25 mg/kg, CVC 12,5 mg/kg e FLUV 50 mg/kg. O grupo CORT+Veiculo, recebeu
veiculo (dgua destilada e Tween 80) via gavagem. Pretendeu-se com este protocolo induzir a
depressao nos camundongos.

Os ensaios comportamentais foram realizados uma hora apos os tratamentos e
ocorreram durante alguns dias do protocolo. No dia 1° e dia 14° os animais foram submetidos
ao TNF a fim de observar as alteragdes provocadas pela CORT no comportamento dos animais.
Nos dias 20, 21 e 22, apds 60 minutos da administracdo das drogas, os animais foram
submetidos ao TNF (dia 20), TCA e TLCE (dia 21), e TSC (dia 22). Ainda no dia 22, ap6s a
realizacdo do ultimo teste comportamental, os animais foram eutanasiados para a obtengao das

areas cerebrais do hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado (Figura 3).
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Figura 3 - Esquema de administragdo das drogas e de realizagdo dos testes comportamentais do protocolo.

DROGAS TESTES

CORTICOSTERONA OU VEICULO

Fonte: Elaborado pela autora. TNF - Teste do Nado Forgado; TCA - Teste do Campo Aberto; TLCE- Teste do
Labirinto em Cruz Elevado; TSC - Teste da Suspensao da Cauda.

3.4 Testes comportamentais

3.4.1 Teste do nado forcado

Para este experimento foram utilizados cilindros de 15 cm de diametro e 40 cm de
altura, contendo 4gua em temperatura ambiente (25 + 2°C) até a metade do cilindro de vidro,
cerca de 20 cm (Figura 4). Ap6s 60 minutos do tratamento por gavagem, os animais foram
colocados, um por vez, no cilindro onde o tempo de imobilidade, em segundos, foi registrado
durante 5 minutos. O animal foi considerado imovel quando permaneceu flutuando na agua,

podendo ter feito até leves movimentos para manter a cabe¢a acima da d4gua (PORSOLT et al.,
1977).

Figura 4 - Representagdo esquematica do teste comportamental do nado forgado, onde foi avaliado o tempo de
imobilidade (em segundos) durante 5 minutos. CORT — corticosterona; FLUV - fluvoxamina; CVC — carvacrol.

”»

fl‘é \
« VEICULO /A \ \\
» CORT 20 mg/kg § T{ ‘\/ PARAMETRO:
0 gzg ?,222 mﬁg > {J ” \] =) Tempo de Imobilidade (s)
. 5 mg/kg 5 0 = i ~ S minut
« FLUV 50 mgkg ! /’f 60 minutos < @ minutos
&\

Fonte: Elaborada pela autora. Imagens retiradas do banco de dados: <https://mindthegraph.com>.



43

3.4.2 Teste do campo aberto

Este teste foi realizado para analisar a atividade exploratdria do animal, bem como
o comportamento emocional (ARCHER, 1973). O aparato para camundongos ¢ feito de acrilico
(paredes brancas e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e dividido em 9 quadrantes iguais (Figura 5).
Apds 60 minutos do tratamento por gavagem, os animais, um por vez, foram colocados no
centro do campo aberto onde o nimero de cruzamentos com as quatro patas (atividade
locomotora espontanea), o nimero de levantamentos com as patas traseiras sem encostar nas
paredes (rearing) e o numero de movimentos de autolimpeza (grooming) foram registrados

durante um tempo de 5 minutos.

Figura 5 - Representagdo esquematica do teste comportamental do campo aberto. Foram avaliados, durante 5
minutos, o nimero de cruzamentos, rearing e grooming. CORT - corticosterona FLUV - fluvoxamina; CVC —
carvacrol.

+ VEICULO

* CORT 20 mg/kg
* CVC6,25 mg/kg .
* CVC 125 mgkg LA 60 minutos )
* FLUV 50 mg/kg % % @ 5 minutos

PARAMETROS:

» - NUmero de cruzamentos
- Nomero de Rearing

- Nomero de Grooming

REARING  GROOMING

Fonte: Elaborada pela autora. Imagens retiradas do banco de dados: <https://mindthegraph.com>.

3.4.3 Teste do labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (p/us maze) consiste em um aparato confeccionado em
madeira, que possui quatro bragos perpendiculares, dos quais dois sdo abertos (30 x 5 cm) e
dois sdo fechados (30 x 5 x 25 cm). Os bracos estdo ligados entre si por uma plataforma
quadrada (5 x 5 cm). O aparato estava elevado do chao cerca de 45 cm. Ap6s 60 minutos do
tratamento realizado com as drogas, os animais, um a um, foram colocados no centro do
aparato, com a cabeca voltada para um dos bracos abertos e o comportamento foi filmado
durante um tempo de 5 minutos. Os parametros comportamentais avaliados foram: nimero de
entradas nos bracos abertos (NEBA) e nimero de entradas nos bragos fechados (NEBF), ¢ o
tempo de permanéncia nos bragos abertos (TPBA) e o tempo de permanéncia nos bragos

fechados (TPBF) (Figura 6). Esses resultados foram langados na férmula, para se obter o
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percentual de entradas nos bragos abertos (PEBA) e o percentual do tempo de permanéncia nos

bracos abertos (PPBA) (LISTER; 1987). Para calcular a PEBA e PPBA foram utilizadas as

formulas abaixo:

Numero de entradas nos bragos abertos
PEBA =

100

Numero de entradas no total (em ambos os bragos)

Tempo nos bragos abertos
PPBA = 4 £

100

Tempo total (em ambos os bragos)

Figura 6 - Representagdo esquematica do teste comportamental do labirinto em cruz elevado. Foram avaliados,
por 5 minutos, o nimero de entradas e permanéncia nos bragos abertos e fechados. CORT — corticosterona;
FLUYV - fluvoxamina; CVC — carvacrol.

. Q

a

/. CD 5 minutos
TN \
o S \
- VEfCULO AN\ \ |
* CORT 20 mg/kg 17%) N —> ‘
« CVC 6,25 mg/kg > / = ( \\,// » (
* CVC 125 mg/kg & WY J\ _
« FLUV 50 mg/kg ) 60 minutos
“\hji\\» PARAMETROS:

- NOUmero de entradas e tempo de permanéncia
nos bragos abertos e fechados.

Fonte: Elaborada pela autora. Imagens retiradas do banco de dados: <https://mindthegraph.com>.

3.4.4 Teste da suspensdo da cauda

Neste experimento proposto por Steru e colaboradores (1985), apds 60 minutos do
tratamento por gavagem, os animais, um por vez, foram suspensos, presos com uma fita adesiva
acerca de 1 cm da ponta da cauda, numa plataforma elevada a cerca de 58 cm acima da bancada,

durante 6 minutos. O parametro observado foi o tempo de imobilidade do animal, em segundos

(Figura 7).
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Figura 7 - Representagdo esquematica do teste comportamental da suspensao da cauda, onde foi avaliado o tempo
de imobilidade (em segundos) durante 6 minutos. CORT — corticosterona; FLUV - fluvoxamina; CVC — carvacrol.

+ VEICULO

s N 2 PARAMETRO:

¢ CVC6,25 mg/kg \ N4 et

- CVC 125 mg/kg LI nd Tempo de Mobildade (s)
* FLUV 50 mg/kg | AT 60 minutos @ 6 minutos

Fonte: Elaborada pelo autor. Imagens retiradas do banco de dados: <https://mindthegraph.com>.

3.5 Ensaios neuroquimicos

3.5.1 Determinacio da peroxidacio lipidica por medicio do contetido de substiancias
reativas do acido tiobarbitirico (TBARS)

O grau de lipoperoxidagdo nas areas do hipocampo, cortex pré-frontal e corpo
estriado foi medido através da determinagdo das concentragdes de TBARS, conforme o método
de Draper e Hadley (1990). Foram preparados homogenatos das areas cerebrais supracitadas a
10% em solucdo de tampao fosfato 150 mM. Um volume de 100 pL de &cido perclérico 35%
foi adicionado a 63 pL do homogenato e centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C. Em
seguida, 150 pL do sobrenadante foi retirado e adicionado 50 pL do 4cido tiobarbiturico 1,2%
e levado ao banho maria por 30 minutos, a 95°C. Em seguida, foi transferido para placa de
ELISA e realizada a leitura no comprimento de onda a 535 nandmetros (nm). Os resultados

foram expressos em micrograma (ug) de MDA por grama de tecido.

3.5.3 Determinacio da concentrac¢ao de nitrito/nitrato

Para a determinag¢@o da producao de nitrito, primeiramente foi preparado uma curva
padrdo. Para isso, foram pesados 6,9 mg de NaNO; e dissolvidos em 10 mL de dgua bidestilada
(estoque-10mM) e feitas as diluigdes em série (10 e 20 x), ficando 1 mM, 100 uM, 10 uM, 5
uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM, 0,312 uM. A partir das diluigdes, foi realizada uma equagao
da reta para o calculo das concentragdes do teste (GREEN et al.,1981). Para a determinagdo da
concentragdo de nitrito em cada tecido, foram preparados homogenatos das areas cerebrais a

10% (1:9) em solugdo de tampao fosfato 150 mM. Apds centrifugagdo a 11000 rpm a 4°C por
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15 minutos, os sobrenadantes foram coletados e a produgdo de 6xido nitrico (NO) determinada
através da reacdo de Griess. Uma aliquota de 50 uL. do sobrenadante foi incubada com 50 pL.
do reagente de Griess (acido fosforico 5% + sulfonilamida 1% diluida em é4cido fosforico 5%
+ NEED (N-1-naftiletilenodiamono dicloridrato) 0,1% + agua destilada, na propor¢do de
[1:1:1:1]) sob temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi medida em leitor de
placa de ELISA no comprimento de onda de 570 nm. A concentracdo de nitrito foi determinada
a partir de uma curva padrao de NaNO; e os resultados foram expressos em micromolar (uM)

de nitrito/nitrato por grama de tecido.

3.5.4 Determinac¢io da concentracio da glutationa reduzida (GSH)

A determinacdo da concentracdo da GSH baseia-se na reacdo do reagente de
Ellman, o 5,5’-ditiobis (4cido 2-nitrobenzoico) (DTNB) com o tiol livre originando um
dissulfeto misto mais 4cido, 2-nitro-5-tiobenzodico. A medida do produto de reacdo formado foi
feita por leitura da absorbancia a 412 nm, conforme descrito por Sedlak e Lindsay (1988). Para
isso, foram preparados homogenatos a 10% das areas cerebrais coletadas/estudadas, em EDTA
0,02 M. Em seguida foram retirados 40 pL do homogenato e adicionados 50 uL de agua
destilada + 10 pL de 4cido tricloroacético a 50%. Logo apds, foram centrifugados a 5000 rpm
por 15 minutos, a 4°C. Posteriormente foram retirados 60 pL do sobrenadante e acrescido 102
pL da solugdo de tampao Tris-HC1 0,4 M, pH 8,9 + DTNB 0,01 M, ap6s 1 minuto da reagdo
foi feita a leitura da absorbancia em 412 nm, através de um espectrofotdmetro. A concentragao

da glutationa reduzida foi expressa em pg de GSH por grama de tecido.
3.6 Dissecacao das areas cerebrais

Os encéfalos foram retirados e colocados sobre papel aluminio em placa com gelo,
em seguida com o auxilio de uma pinga reta e tesoura de microdissecacao foram retirados o
hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado. Terminada a dissecacdo, cada area foi colocada
em tubos de microcentrifuga, sob gelo, pesada e armazenada a -80 °C para uso posterior.

3.7 Eutanasia e descarte dos animais

A eutanasia dos animais se deu por meio de deslocamento cervical, sendo

justificado nesse caso pela necessidade da manutencdo dos indices bioquimicos das areas
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cerebrais, que poderiam ser alterados quando utilizadas outras técnicas de eutanasia
(CHORRILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007). Logo apds o sacrificio e a retirada das areas
cerebrais, as carcagas dos animais foram acondicionadas em sacos plasticos, armazenadas em
freezer e posteriormente, ocorreu o descarte sob responsabilidade do Biotério da UFC/ campus

Sobral.

3.8 Analise dos dados

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism
versdao 8.02 para Windows, GraphPad Software, San Diego California EUA, (Copyright ©
1992-2009 GraphPad Software, Inc). Os resultados foram analisados por One-way ANOVA
(Andlise de Variancia) seguida pelo teste de Bonferroni’s como teste post hoc, sendo os valores
representados pela Média + Erro Padrao da Média (EPM). O critério de significancia utilizado

foi quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 Avaliacio comportamental

4.1.1 Teste do Nado Forcado

Nesse teste, o parametro avaliado foi o tempo de imobilidade em segundos do
animal. Por intermédio do TNF foi possivel verificar a indugdo da depressao por meios do
aumento do tempo de imobilidade (Figura 8) com o perpassar dos dias de tratamento. Quando
os animais tratados com a CORT no Dia 1 (31.00 = 4.95 [17]) ndo apresentaram altera¢ao
significativa frente ao grupo veiculo (21.69 + 3.86 [16]) com relagdo ao tempo de imobilidade.
No entanto, observou-se um aumento significativo do tempo de imobilidade no Dia 14 (55.67

+6.24 [15]) e Dia 20 (57.35 + 5.09 [17]), em relagdo ao grupo veiculo.

Figura 8 — Efeito da administracdo cronica de CORT, via subcutanea, na indug¢ao da depressdo por meio do
tempo de imobilidade (s) no TNF.

100
aaa, bb aaa,bb

-
—

Tempo de imobilidade (s)

40— ‘
20— 99295%%
0- ! 2
VEIC DIA 1 DIA 14 DIA 20

Corticosterona
(20 mg/kg, s.c.)

Fonte: Propria autora. Cada coluna representa a média + EPM (n= 15-17 animais/grupo) do tempo de imobilidade
(s) durante 5 minutos. A analise dos resultados foi feita através da ANOVA seguido por Bonferroni’s como teste
post hoc. Na figura, valores significativos: *p < 0,001 vs veiculo; " < 0,01 vs Dia 1. Abreviagdes: VEIC —
veiculo; CORT - corticosterona.
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Além disso, conforme se verifica na Figura 9, ficou demostrado que o tratamento
com CVC 12,5 mg/kg (33.17£5,51 [18]) e FLUV 20 mg/kg (42.21 &+ 8.47 [14]) foram capazes
de reverter o aumento do tempo de imobilidade provocado pela administragdo da CORT (74.28

+8.49 [18]).

Figura 9 - Tempo de imobilidade no TNF dos animais submetidos ao modelo de depressdo induzida pela
administragdo cronica de CORT, via subcutinea, e submetidos posteriormente ao tratamento com CVC e FLUV,
via gavagem.
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VEIC CORT CVC6,25 CVC12,5 FLUV

Corticosterona
(20 mg/kg, s.c.)

Fonte: Propria autora. Cada coluna representa a média + EPM (n= 12-18 animais/grupo) do tempo de imobilidade
(s) durante 5 minutos. A analise dos resultados foi feita através da ANOVA seguido por Bonferroni’s como teste
post hoc. Na figura, valores significativos: %p < 0,05 vs veiculo; °p < 0,05 vs CORT 1; *p < 0,001 vs CORT.
Abreviagdes: VEIC — veiculo; CORT — corticosterona; CVC — carvacrol; FLUV — fluvoxamina.

4.1.2 Teste de Suspensdo pela Cauda

Como mostra na Figura 10, no TSC a administracdo cronica de CORT (74.10 +
4.47 [20]) aumentou significativamente o tempo de imobilidade dos animais quando comparado
ao grupo veiculo (45.21 + 5.08 [14]). Os grupos CVC 6,25 (53.26 + 4.01 [19]), o CVC 12,5
(50.33 £4.71 [15]) e FLUV (53.73 £ 5.41 [19]) conseguiram reverter de forma significativa o

aumento do tempo de imobilidade provocado pela CORT.
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Figura 10 — Tempo de imobilidade no TLCE dos animais submetidos ao modelo de depressdo induzida pela
administragdo cronica de CORT, via subcutinea, e submetidos posteriormente ao tratamento com CVC e FLUV,
via gavagem.
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Fonte: Propria autora. Cada coluna representa a média + EPM (n= 14-20 animais/grupo). A analise dos resultados
foi feita através da ANOVA seguido por Bonferroni’s como teste post hoc. Na figura, valores significativos: *p <
0,01 vs veiculo; ®p < 0,05 vs CORT; **p < 0,01 vs CORT. Abreviagdes: VEIC — veiculo; CORT — corticosterona;
CVC - carvacrol; FLUV — fluvoxamina.

4.1.3 Teste do Campo Aberto

Foi realizado o TCA com o intuito de observar a atividade locomotora e parametros
de ansiedade do animal. Como mostra a Figura 11A, o grupo CORT (72.63 +3.29 [16]) obteve
diferenga estatistica entre o grupo veiculo (47.29 + 5.29 [14]) no nimero de cruzamentos
(crossings). Outro parametro avaliado foi o numero de rearing (Figura 11B), onde observou-se
que ndo houve alteracdo significativa entre os grupos. Na Figura 11C, a CORT (2.26 + 0.18
[15]) provocou uma redugdo no nimero de grooming comparado ao grupo VEIC (4.44 £ 0,74
[9]), j4 o CVC 12,5 (4.35 + 0.34 [17]) conseguiu reverter o efeito causado pela CORT no
niamero de grooming, diferentemente dos outros grupos que ndo apresentaram alteragdes

significativas.
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Figura 11 — Numero de Cruzamentos (A), Numero de Rearing (B) e Numero de Grooming (C) no TCA dos animais
submetidos ao modelo de depressdo induzida pela administragao cronica de CORT, via subcutinea, ¢ submetidos
posteriormente ao tratamento, via gavagem.
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4.1.4 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (Plus Maze)

O teste do labirinto em cruz elevado foi realizado para avaliar caracteristicas
associadas aos sintomas da ansiedade. Ao analisar NEBA, observou-se que a CORT (1.61 +
0.16 [18]) diminuiu o nimero de entradas, quando comparado ao grupo veiculo (4.33 £ 0.23
[15]). Contudo, 0o CVC 6,25 (4.52 + 0.50 [17]) reverter essa diminui¢cao quando comparado ao
grupo CORT. Semelhantemente o CVC 12,5 (6.53 + 0.26 [13]) reverteu o numero de entradas
em relagdo ao grupo CORT e CVC 6,25. Do mesmo modo, a FLUV (5.46 = 0.47 [15] conseguiu
aumentar o nimero de entradas em relacdo ao grupo CORT (Figura 12A).

Em relagdo ao PEBA, a CORT (16.59 + 1.89 [20]) diminuiu significativamente o
percentual de entradas quando comparado ao grupo veiculo (26.50 + 0.94 [15]). O CVC 6,25
(25.57 £2.50 [20] conseguiu reverter a diminui¢do provocada pela CORT. Assim como, 0 CVC
12,5 (38.29 £ 1.92 [20]) aumentou de forma significativa o percentual de entradas em relagao
ao grupo CORT e CVC 6,25. De modo semelhante, a FLUV (27.04 £+ 2.60 [19]) aumentou de
forma significativa o percentual de entradas quando comparado a CORT e CVC 12,5 (Figura
12B).

Observou-se que a CORT (15.47 +2.44 [15]) diminuiu o TPBA quando comparado
ao grupo veiculo (34.00 &+ 1.20 [12]). No entanto, o CVC 12,5 (50.67 + 5.03 [15]) aumentou o
TPBA de forma significativa quando comparado a CORT (15.47 + 2.44 [15]) e ao CVC 6,25
(30.67£4.93 [15]). Assim como, a FLUV (31.17 £ 5.89 [15]) apresentou alteragdo significativa
quando comparado a CVC 12,5 (Figura 12C). De modo similar, a CORT (9.79 £ 1.40 [20])
diminuiu de forma relevante a PPBA em relagdo ao grupo veiculo (21.87 £ 1.48 [17]),e 0 CVC
12,5 (33.96 + 2.79 [20]) aumentou quando comparado ao grupo CORT e ao CVC 6,25 (18.07
+ 2.41 [20]); da mesma forma, a FLUV (21.49 £+ 2.93 [19]) aumentou significativamente o
percentual de permanéncia quando comparado a CORT e CVC 12,5, porém foi menor que o

CVC 12,5 (Figura 12D).
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Figura 12 — NEBA (A), PEBA (B), TPBA(C) e PPBA(D) no TLCE dos animais submetidos ao modelo de
depressdo induzida pela administracdo cronica de CORT, via subcutanea, e submetidos posteriormente ao
tratamento com CVC e FLUV, via gavagem.
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4.2 Dosagem para estresse oxidativo

4.2.1 Determinacdo da peroxidacdo lipidica por medicdo do conteudo de substincias

reativas do dacido tiobarbiturico nas dreas cerebrais

A dosagem das substincias reativas ao acido tiobarbiturico foi realizada para
determinar a peroxidacdo lipidica nas trés areas cerebrais (hipocampo, cortex pré-frontal e
corpo estriado). Ao realizar a dosagem na regido do hipocampo (Figura 13A), nos grupos CORT
(2646 £ 183.0 [6]), CVC 6,25 (2456 + 183.0 [6]), CVC 12,5 (2651 + 195.7 [6]) e FLUV (2037
+ 187.5 [6]) ndo foram observadas alteragdes significativas nos niveis de MDA quando
comparados com o grupo veiculo (2167 + 165.1 [6]).

No corpo estriado (Figura 13B), pode-se observar que administragdo cronica de
CORT (2646 + 140.9 [6]) aumentou de forma significativa os niveis de MDA quando
comparado como grupo veiculo (1908 + 192.9 [6]). No entanto, nos grupos CVC 6,25 (1601 +
103.7[6]), CVC 12,2 (1699 £ 148.8 [6]) e FLUV (1649 £ 201.4 [6]) observou-se que 0s animais
foram capazes de reduzir a concentracdo de MDA aumentada pela CORT.

Quando analisada a concentracdo de MDA no cortex pré-frontal (Figura 13C),
observou-se que os grupos CORT (3252 + 232.4 [5]) ndo alteraram significativamente quando
comparados ao grupo veiculo (2933 £ 94.06 [6]). Contudo, o CVC 12,5 (1761 + 165.3 [5])
diminuiu a concentracdo de MDA em relagdo aos grupos veiculo, CORT e CVC 6,25. Da
mesma forma, a FLUV (2196 + 157.3 [5]) reduziu os niveis de MDA quando comparado ao
grupo veiculo e CORT.
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Figura 13 — Concentragdo de substincias reativas do acido tiobarbitirico (TBARS) nas areas cerebrais do
Hipocampo (A), Corpo Estriado (B) e Cortex Pré-Frontal (C) dos animais submetidos ao modelo de depressdao
induzida pela administragao cronica de CORT, via subcutinea, e submetidos posteriormente ao tratamento com
CVC e FLUYV, via gavagem.
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Fonte: Propria autora. Cada coluna representa a média + EPM da concentragdo em pg de malondialdeido (MDA)
por grama de tecido da area cerebral (n= 5-6 animais/grupo). A analise dos resultados foi feita através da ANOVA
seguido por Bonferroni’s como teste post hoc. Na figura, valores significativos: *p < 0,05 vs veiculo; **p < 0,001
vs veiculo; ®p < 0,01 vs CORT; ***p < 0,001 vs CORT; ¢p < 0,05 vs CVC 6,25. Abreviagdes: VEIC — veiculo;
CORT - corticosterona; CVC — carvacrol; FLUV — fluvoxamina.
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4.2.2 Determinacgdo da concentragdo de nitrito/nitrato nas dreas cerebrais

A concentracdo de nitrito/nitrato também foi avaliada nas trés areas cerebrais dos
animais: hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado. No hipocampo (Figura 14A),
observou-se que ndo houve alteracdo significativa quando comparadas as concentragdes de
nitrito/nitrato nos grupos de animais que receberam a CORT (0.001658 + 0.0005 [6]), CVC
6,25 (0.001623 + 0.0005 [6]), CVC 12,5 (0.001695 + 0.0005 [6]) quando esses foram
comprados com o grupo veiculo (0.001952 + 0.0002125 [5]. No entanto, a FLUV (0.001520 +
0.0005 [6]) apresentou uma diminui¢do da concentracdo de nitrito/nitrato quando estes foram
comparados ao grupo veiculo.

De forma semelhante ndo foi observada nenhuma altera¢do significativa quando
analisada a concentragdo de nitrito/nitrato no corpo estriado (Figura 14B), ao comparar os
grupos: CORT (0.0014 + 0.0005 [6], CVC 6,25 (0,0017 + 0,00012 [6]); CVC 12,5 (0,0015 +
0,0005 [56); FLUV (0,0015 £ 0,0005 [6]) e veiculo (0,0016 + 0,0005 [6]).

Quando analisada a concentragdo no cortex pré-frontal (Figura 14C), também foi
observado que os grupos dos animais que receberam CORT (0.0012 + 0.0005 [6]), CVC 6,25
(0,0020 + 0,0002 [6]), CVC 12,5 (0,0015 £ 0,0005 [5]), ¢ FLUV (0,017 = 0,0005 [6]) ndo
apresentaram nenhuma alteragao significativa quando comparados ao grupo veiculo (0,0015 +

0,0003 [6]).
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Figura 14 — Concentragdo de nitrito/nitrato nas areas cerebrais do Hipocampo (A), Corpo Estriado (B) e Cortex
Pré-Frontal (C) dos animais submetidos ao modelo de depressdo induzida pela administragao cronica de CORT,
via subcutanea, e submetidos posteriormente ao tratamento com CVC e FLUV, via gavagem.
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Fonte: Propria autora. Cada coluna representa a média = EPM da concentragéo nitrito/nitrato por pM de tecido da
area cerebral (n= 5-6 animais/grupo). A andlise dos resultados foi feita através da ANOVA seguido por
Bonferroni’s como teste post hoc. Na figura, valores significativos: %p < 0,05 vs veiculo. Abreviagdes: VEIC —
veiculo; CORT - corticosterona; CVC — carvacrol; FLUV — fluvoxamina.
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4.2.3 Determinacgdo da concentragdo de glutationa reduzida nas dreas cerebrais

Foi realizada ainda a dosagem de glutationa reduzida nas trés areas cerebrais de
interesse. Foi observado que o CVC nas doses 6,25 (115.7 =7.02 [5]) e 12,5 (106.7 + 3.92 [6])
promoveram um aumento de forma significativa nos niveis de GSH do hipocampo quando
comparado com o grupo veiculo (78.25 £+ 10.46 [6]) e CORT (76.02 = 3.73 [5]).
Semelhantemente a FLUV (134.7 £ 6.30 [5]) aumentou significativamente o nivel de GSH
quando comparado ao veiculo, CORT e CVC 12,5 (Figura 15A).

No corpo estriado, 0 CVC 6,25 (129.4 £ 14.06 [4]) e CVC 12,5 (121.3 £ 6.84 [4])
conseguiram reverter significativamente a diminui¢do dos niveis de GSH provocados pela
administracao cronica de CORT (60.77 + 8.32 [4]). De modo semelhante a FLUV (170.5 + 8.67
[5]) aumentou os niveis de GSH comparado ao veiculo (96.19 + 8.72 [6]), CORT e CVC 12,5
(Figura 15B).

O CVC 12,5 (153.9 £ 11.82 [6]) e a FLUV (135.1 £ 11.23 [6]) também foram
capazes de aumentar significativamente os niveis de GSH no cortex pré-frontal em comparagao
aos animais que receberam apenas veiculo (82.38 = 14.37 [6]) e os que receberam administragao
cronica de CORT (59.96 + 14.39 [4]). Por outro lado, o CVC 6,25 (105.3 £+ 8.21 [5]) ndo

apresentou nenhuma alteracdo significativa (Figura 15C).
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Figura 15 — Concentragio dos niveis de glutationa reduzida (GSH) nas areas cerebrais do Hipocampo (A), Corpo
Estriado (B) e Cortex Pré-Frontal (C) dos animais submetidos ao modelo de depressao induzida pela administragdo
cronica de CORT, via subcutanea, e submetidos posteriormente ao tratamento com CVC e FLUV, via gavagem.
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Fonte: Proprio autor. Cada coluna representa a média = EPM da concentragdo glutationa reduzida (GSH) por pg
de tecido da area cerebral (n= 4-6 animais/grupo). A analise dos resultados foi feita através da ANOVA seguido
por Bonferroni’s como teste post hoc. Na figura, valores significativos: p < 0,05 vs veiculo; *p < 0,01 vs veiculo;
iy < 0,001 vs veiculo; ®p < 0,05 vs CORT; ®p < 0,01 vs CORT; **°p < 0,001 vs CORT; % < 0,05 vs CVC 12,5.
Abreviagdes: VEIC — veiculo; CORT — corticosterona; CVC — carvacrol; FLUV — fluvoxamina.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, os efeitos do CVC foram analisados em modelos experimentais de
depressao e ansiedade, dentre eles o TNF, TCA, TLCE e TSC. Além disso, os efeitos do tratamento
com CVC sobre o estresse oxidativo também foram avaliados, por meio da quantificagcdo dos niveis
de peroxidacdo lipidica, nitrato/nitrito e concentracdo de glutationa reduzida nas éareas do
hipocampo, corpo estriado e cortex pré-frontal.

No TNF, a resposta obtida do grupo CORT em relagio ao grupo VEIC foi muito
similar aos resultados do estudo de ZHAO et al. (2008), que demonstra que os efeitos
comportamentais esperados apos a indugdo do modelo de depressao pela inje¢ao de CORT por
7 a 35 dias se manifestam de uma maneira tempo-dependente, ou seja, na inducdo por 7 dias,
ndo ha diferenga significativa entre o grupo induzido e o grupo controle; entretanto, a partir de
21 dias, hd um aumento significativo do tempo de imobilidade em relagdo ao grupo controle.

Neste presente estudo, foi evidenciado um aumento significativo do tempo de
imobilidade ap6s apenas 14 dias, sendo este aumento similar ao valor encontrado ap6s 20 dias,
sem diferenga significativa estatisticamente. Logo, tais resultados sugerem que um periodo de
14 dias pode ser suficiente para que sejam estabelecidas as alteracdes comportamentais
esperadas. Diante destes resultados e da evidéncia de que os niveis de CORT enddgena sao
significativamente mais baixos ap6s duas semanas de estresse repetido quando comparados ao
primeiro e ao sétimo dia (GALEA et al., 1997), 14 dias parece ser um tempo razoavel de
tratamento para o modelo de depressdo induzido pela CORT, especialmente para a avaliagdo
por meio do TNF.

A reducdo significativa do tempo de imobilidade observada no TNF no grupo
tratado com CVC na dose de 12,5 mg/kg em relacdo ao grupo CORT, comparavel a resposta
obtida com a FLUV, corrobora com evidéncias publicadas nos ultimos anos acerca do CVC e
de substancias semelhantes (terpenoides), como o Timol (isdmero do carvacrol), alterando o
comportamento dos animais (PARENTE et al., 2018; VALENTIM, 2020). Entretanto as vias,
o tempo de administragdo, a apresentagdo e as doses do tratamento variam notavelmente entre
os estudos: resultados semelhantes foram obtidos com inje¢do intraperitoneal 0,2ml/kg de CVC
6,93% (0leo essencial de orégano) por 14 dias (AMIRESMAEILI et al., 2018) e com
administracdo via oral por gavagem de CVC 50mg/kg por 14 dias (VALENTIM, 2020). De
modo semelhante, Parente et al. (2018), em seu estudo acerca do efeito antidepressivo do leo

essencial da Lippia sidoides, observaram uma redu¢do no tempo de imobilidade no TNF.
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E possivel notar que, mesmo em diferentes doses e formas de administracio, o CVC
tem mostrado capacidade de reduzir o tempo de imobilidade de modo semelhantes aos farmacos
antidepressivos ja bem estabelecidos e utilizados como controle positivo. Diante do fato que
este resultado no TNF tem relacdo com diversas alteragdes comportamentais relacionadas a
depressdo presentes em ratos, como alteragdes patologicas no consumo de alimentos,
anormalidade do sono e anedonia (YANKELEVITCH-YAHAYV etal., 2015), ¢ possivel afirmar
que o CVC ¢ uma substancia potencialmente promissora no contexto da pesquisa de novas
drogas para o tratamento destes sintomas.

Outro teste importante para a avaliacao da atividade antidepressiva ¢ o TSC. Neste
teste foi observada uma significativa reducdo no tempo de imobilidade dos animais nos grupos
tratados com CVC (6,25 e 12,5 mg/kg), em comparagdo ao grupo CORT. A reducdo também
foi observada nos animais que receberam a FLUV, demonstrando assim seu efeito
antidepressivo. No estudo realizado por Melo et al. (2011), obtiveram resultados muito
similares com doses maiores (12,5; 25 e 50 mg/kg), onde o CVC foi capaz de reduzir o tempo
de imobilidade no TSC, assim como, Parente et al. (2018), em seu estudo acerca do efeito
antidepressivo no 6leo essencial da Lippia sidoides, observou uma redu¢do no tempo de
imobilidade no TSC.

A atividade locomotora dos animais foi avaliada principalmente por meio do teste
do TCA. Um aumento desta atividade classicamente estd relacionado a um efeito
psicoestimulante da substancia testada, enquanto uma diminui¢do costuma denotar um efeito
sedativo (BEZERRA et al., 2019). Na anélise do numero de cruzamentos, foi possivel constatar
um aumento da atividade locomotora homogéneo e com diferenca significativa dos grupos
tratados com CORT em relacdo ao VEIC, mas as substincias testadas (CVC e FLUV) ndo
tiveram influéncia importante sobre esse aumento. Tal resultado diverge de outros estudos, visto
que, em relacdo a atividade locomotora, na maioria das vezes ndo ha diferenca entre o grupo
induzido ao modelo de depressao e o grupo controle (GREGUS et al., 2005).

Nao obstante este resultado, foi possivel constatar que o CVC ndo teve influéncia
no numero de cruzamentos, ndo apresentando efeito psicoestimulante ou sedativo importante
(BEZERRA et al., 2019). Tendo em vista que um dos principais efeitos colaterais dos
antidepressivos sdo as alteragdes na psicomotricidade (KATO et al., 2010), ¢ desejavel que a
substancia testada como agente antidepressivo ndo influencie de forma importante nestes
parametros, como foi observado neste estudo com o uso do CVC.

A atividade locomotora vertical (avaliada pela contagem do numero de rearings)

ndo sofreu um efeito de reversdo das alteragdes comportamentais observadas no grupo CORT
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por meio da administragdo de CVC. Tal resultado esta de acordo com diversos outros estudos,
como de Valentim (2020) e de Melo et al. (2010). Tendo em vista que o comportamento de
rearing ¢ de carater essencialmente multifatorial, com baixa objetividade em sua interpretacao
quantitativa e grande variabilidade dentre os diferentes estudos (LEVER et al., 2006), o
parametro “ntimero de rearings” ainda ndo parece ser uma variavel por meio da qual se pode
extrair isoladamente informacdes de grande relevancia na avaliagdo do potencial atividade
antidepressiva do CVC.

No contexto da depressdo, o comportamento de grooming parece estar relacionado
a multiplos aspectos da rica sintomatologia da doenca. Por exemplo, um padrdo de grooming
temporalmente mais longo esta relacionado a comportamentos patoldgicos de perseveragao em
humanos, enquanto a redu¢do do niumero de groomings esta associada aos sintomas de anedonia
e higienizagdo pobre, sendo estes um dos principais sintomas que influem negativamente na
convivéncia social do individuo e importantes marcadores para o diagndstico clinico da doenga
(KALUEFF et al., 2016). No presente estudo, a reducao significativa do nimero de groomings
no grupo CORT e um ntimero destes significativamente maior no grupo CVC 12,5 sugere que
o CVC reverte em algum grau as alteragdes patoldgicas sobre o circuito neural que dé origem
ao comportamento de grooming. Este circuito envolve uma complexa intera¢do entre nucleos
da base, corpo estriado, neocortex, cerebelo, amigdala, hipotdlamo e tronco encefilico
(OBESO; LANCIEGO, 2011).

Muitas drogas antidepressivas, como os ISRS, possuem também uma agdo
ansiolitica sendo eficazes no tratamento da ansiedade generalizada, panico, transtorno
obsessivo-compulsivo e ansiedade social (HILAL-DANDAN; BRUTON, 2015). Com isso, a
realizacdo de testes para ansiedade se mostra relevante devido essas condigdes estarem
geralmente associadas. A analise do comportamento ansioso ¢ medida através do nimero de
entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos, no TLCE. No presente estudo, observou-
se que 0 CVC (6,25 e 12,5 mg/kg) foi capaz de aumentar tanto o nimero de entradas nos bragos
abertos, assim como, o CVC (12,5 mg/kg) também aumentou o tempo de permanéncia do
animal nos bragos abertos. Desta forma, no TLCE, a reducdo da entrada e permanéncia nos
bragos fechados nas duas doses de CVC testadas e no grupo FLUV fortalece a evidéncia de que
o CVC apresenta atividade ansiolitica, visto que a aversao natural que os roedores tém de evitar
espagos abertos ¢ classicamente reduzida por agentes ansioliticos e acentuada por agentes
ansiogénicos (SONAVANE et al., 2002). Poucos sdo os estudos que avaliam a a¢do ansiolitica

do CVC em roedores, entretanto, tal resultado € muito semelhante aos resultados de Melo et al.
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(2010) que obteve efeito ansiolitico significativo com uso de CVC oral nas doses de 12,5; 25 e
50 mg/kg no TLCE em ratos ndo induzidos a um modelo de depressao.

No estudo de Melo et al. (2010), foi também investigado o mecanismo de agao do
CVC, em que este foi comparado com o diazepam, benzodiazepinico com agdo ansiolitica
relacionada a modulacdo dos receptores do acido gama-aminobutirico (GABA). Os resultados
dos testes comportamentais evidenciaram que, apos a administra¢do de flumazenil (antagonista
do sitio de ligagdo dos benzodiazepinicos), houve reversdo do efeito ansiolitico tanto do
diazepam quanto do CVC, o que sugere que a a¢do ansiolitica do CVC possui relacdo com a
atuagdo sobre os receptores GABA (MELO et al., 2010; REINER, LABUCKAS, GARCI'A.,
2009).

A obtencgao de resultados ansioliticos semelhantes no TCLE em animais submetidos
ao tratamento com CORT e em animais sem tratamento, refor¢a a evidéncia de que o CVC ¢
um agente promissor que ndo necessariamente se restringem ao tratamento da depressao maior.
Com isso, evidencia-se uma perspectiva de que um farmaco na mesma dose pode ser
antidepressivo e ansiolitico a0 mesmo tempo, fato que ndo foi observado com a FLUV nesse
estudo, mas que observado com alguns antidepressivos.

Em suma, no presente estudo, observou-se que ndo houve diferenca significativa
entre os grupos CVC 6,25 e 12,5 mg/kg, o que evidencia que o CVC ja pode apresentar efeito
ansiolitico em doses a partir de 6,25 mg/kg, contudo, o efeito antidepressivo foi melhor na
maior dose, sendo possivel observar que os efeitos podem ser diferentes a depender da dose.
Importante notar que o efeito antidepressivo-simile pode ser falso positivo no caso de
substancias que aumentam a motricidade do animal, sem necessariamente possuir um efeito
antidepressivo. Entretanto, este erro pode ser evitado ao seguir os protocolos internacionais
atuais que orientam que seja mensurada a atividade locomotora do animal no TCA e que esta
seja comparada a redu¢do no tempo de imobilidade nos TSC e no TNF. Se a substancia nao
apresentar aumento da motricidade no TCA e causar uma redugdo do tempo de imobilidade no
TSC ou no TNF, pode-se atribuir esta redugdo a um efeito antidepressivo e ndo a um efeito
estimulante psicomotor, ja que tal efeito causaria tanto uma redug@o no tempo de imobilidade
no TSC e no TNF quanto um aumento na atividade locomotora no TCA (SLATTERY et al.,
2012). Com isso, na andlise do nimero de cruzamentos no TCA n3o houve aumento na
motricidade nos grupos CVC, tal resultado foi também observado em estudos semelhantes,
sendo possivel sugerir que o efeito do CVC nos testes comportamentais estudados se deva
majoritariamente @ uma ac¢do antidepressiva e ndo um componente estimulante da

psicomotricidade (GREGUS et al., 2005; VALENTIM, 2020; BEZERRA et al., 2019).
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Além da avaliagdo comportamental, se faz necessario uma avaliagdo neuroquimica
de fatores associados a fisiopatologia da depressdo. Em relagdo a peroxidagdo lipidica,
mensurada pela dosagem de MDA/g de tecido, a reducdo de seus niveis foi significativa no
cortex pré-frontal, tanto no grupo CVC 12,5 mg/kg, quanto no grupo FLUV, o que ¢ condizente
com os resultados de Valentim (2020), que demonstrou que o CVC € capaz de reduzir os niveis
de MDA no coértex pré-frontal. J& no hipocampo, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos, sendo este resultado discordante da maioria dos trabalhos que demonstraram uma agao
antioxidante do CVC no hipocampo, seja em modelos de depressdo (VALENTIM, 2020) ou
em modelos de outras condi¢des patoldgicas, como na neuroinflamagdo induzida por
lipopolissacarideo (HAKIMI et al., 2020) ¢ na doenca de Parkinson (HAMZEHLOEI;
REZVANI; RAJAEI, 2019).

Logo, a despeito dos resultados deste estudo, a literatura traz evidéncias de que o
CVC possui uma atividade antioxidante e neuroprotetora no hipocampo, inclusive com
repercussdes comportamentais positivas relacionadas a funcao desta estrutura cerebral, como
melhora em func¢des amnésicas e de localizagdo espacial (HAMZEHLOEI; REZVANI;
RAJAEI, 2019; HAMIKI et al., 2020). Quanto a dosagem de MDA no corpo estriado, o CVC
mostrou-se eficaz em normalizar os niveis de MDA nos grupos tratados, sem diferenca entre as
diferentes doses. Nao foram encontrados na literatura estudos que avaliem a atividade do CVC
sobre os niveis de MDA no corpo estriado em modelos de depressdo, entretanto no modelo de
doenga de Parkinson foi obtido resultado antioxidante semelhante, o que sugere que a
capacidade do CVC de reduzir os niveis de MDA ndo se restringe apenas a um processo
patologico especifico e sim a condi¢des que aumentem o estresse oxidativo nesta area
(HAMZEHLOEI; REZVANI; RAJAEI, 2019).

Além das espécies reativas de oxigénio, a determinacdo da concentracdo de
nitrito/nitrato se faz importante para avaliar o estresse nitrosativo, que também promove dano
tecidual. Desta forma, observou-se que os niveis de nitrito e nitrato ndo apresentaram diferencga
significativa dentre os grupos em nenhuma das trés areas cerebrais dos animais, com isso, nao
sendo observado estresse nitrosativo secundario a injecdo de CORT e nem uma redu¢do dos
niveis dessas substancias apds o tratamento com CVC, podendo sugerir que o CVC pode atuar
como uma molécula neuroprotetora em situagdes em que ha elevado estresse oxidativo.
Resultado semelhante foi encontrado no estudo de Custddio (2019), que em nenhuma das doses
(6,25 e 12,5 mg/kg) o CVC promoveu alteracao significativa na concentracdo nitrito/nitrato do

hipocampo, cortex pré-frontal ou corpo estriado.
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Entretanto, no estudo de Valentim (2020), houve um aumento significativo nos
niveis de nitrito e nitrato no grupo submetido ao modelo de estresse cronico imprevisivel, sendo
estes niveis reduzidos no grupo submetido ao modelo e tratado com CVC na dose de 50 mg/kg.
De forma semelhante, Melo (2014) observou em seu estudo que o CVC na dose 50 mg/kg foi
capaz de reduzir os niveis de nitrito/nitrato no hipocampo e corpo estriado, apds inducao do
estresse oxidativo, demonstrando uma provavel a¢do antioxidante. Sugere-se que tal altera¢ao
nos niveis de nitrito/nitrato encontrados nos estudos citados anteriormente pode ser associada
a uma administracdo de uma dose bem maior do CVC, do que a usada neste presente estudo
(6,25 e 12,5 mg/kg).

Em outros estudos, envolvendo modelos de estresse cronico, o CVC tem se
mostrado eficaz em prevenir a peroxidacao lipidica por meio da reducao de diversos mediadores
de estresse oxidativo e nitrosativo, dentre ele o oOxido nitrico, relacionado aos niveis de
nitrito/nitrato (HARIRI et al., 2010). Diante disso, como nao ha estudos prévios que avaliem a
dosagem de nitrito/nitrato nas areas cerebrais estudadas em modelos de depressdo induzida por
CORT em ratos, ndo ¢ possivel afirmar se a auséncia de uma atividade antinitrosativa do CVC
nesta pesquisa se deve a uma particularidade do modelo de depressdo induzida pela CORT ou
a outros fatores, sendo necessarios mais estudos futuros para fins de comparagao.

A dosagem de GSH, por sua vez, apresentou um aumento em todas as trés areas
estudadas, tanto na dose de 6,25 mg/kg, quanto na dose de 12,5 mg/kg, entretanto, no cortex
pré-frontal, tal efeito so foi observado no grupo CVC 12,5 mg/kg, o que pode denotar que, nesta
area, ¢ necessaria uma dose maior de CVC para se obter o efeito antioxidante, visto que em
outros estudos em que o corpo estriado foi analisado e foi obtido um aumento dos niveis de
GSH, a dose de CVC utilizada foi maior, como 25 mg/kg (HAMZEHLOEI; REZVANI;
RAJAEI, 2019).

Nas demais areas, o aumento dos niveis de GSH corrobora com a hipotese de que
o CVC aumenta a atividade antioxidante enddgena nido s6 nos modelos de depressao
(VALENTIM, 2020), mas também em outros modelos de condi¢des patologicas que cursam
com comprometimento dos mecanismos antioxidantes naturais (HAMZEHLOEI; REZVANI;
RAJAEI, 2019; HAMIKI et al., 2020). Além disso, foi observado ainda que a FLUV também
foi capaz de aumentar os niveis de GSH nas areas cerebrais estudadas, caracteristica comum a
alguns ISRS, como a sertralina e fluoxetina, o que pode sugerir seu efeito contra o estresse
oxidativo em pacientes depressivos (ABDEL-SALAM; MORSY; SLEEM, 2011).

Estes achados sdo de grande relevancia pois atualmente ha forte evidéncia de que a

GSH esta implicada de diversas formas na fisiopatogenia da depressao. Estudos post-mortem
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de tecido cerebral do cortex pré-frontal de humanos evidenciaram menor concentracao de GSH
nos pacientes com diagndstico de depressdo quando comparados a controles saudaveis
(GAWRYLUK etal., 2011). Ademais, a severidade da anedonia, sintoma cardinal da depressao,
correlaciona-se inversamente com os niveis de GSH em humanos, aferidos por meio de estudos
que usam a ressonancia magnética com espectroscopia para detectar a concentracdo de GSH
em regides cerebrais de interesse, especialmente zonas occipitais (GODLEWSKA et al., 2015).
A relacdo entre deplecao de GSH e depressao ¢ tdo ampla que estes achados ndo se limitam
apenas ao sistema nervoso central, visto que ha também evidéncias de que pacientes com
depressdo possuem menores niveis séricos de GSH quando comparados ao grupo controle
(MAES et al., 2011). Diante dos resultados concordantes em estudos animais ¢ humanos em
relag@o ao papel da GSH na depressao, € possivel inferir que a aplicagdo do CVC com finalidade
de potencializar os mecanismos antioxidantes endogenos futuramente possa ser transacionadas

para estudos em humanos.
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo e a comparacao destes com dados da literatura permitem
observar que o modelo de inducdo de depressdo com CORT administrada por via subcutinea
por 14 dias ¢ capaz de induzir efeitos comportamentais depressivos em camundongos. O CVC
se mostrou eficaz em promover uma redugdo significativa nas alteragdes comportamentais
causadas pela CORT, apresentando efeito antidepressivo especialmente na maior dose e efeito
ansiolitico nas duas doses testadas de maneira similar.

Ademais, o tratamento com o CVC foi capaz de reduzir a peroxidacao lipidica no
corpo estriado e no cortex pré-frontal e elevando os niveis de GSH no corpo estriado, cortex
pré-frontal e hipocampo. Diante disso, ¢ possivel concluir que o CVC ¢ uma substancia com
um possivel potencial terapéutico no tratamento da depressao e ansiedade, sendo necessarios
mais estudos em modelos animais e em seres humanos para estabelecer sua real eficacia no
tratamento deste transtorno e para definir qual a posologia ideal a ser aplicada para esta

finalidade.
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ANEXO I - PARECER DO COMITE DE ETICA

Universidade Federal do Ceara — Campus Sobral
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA
Rua: Av. Comte. Maurocélio Rocha Pontes, 100, Derby
CEP: 62.042-280 Sobral-CE
Fone/Fax: (88) 3611.8000

CERTIFICADO

Certificamos que o adendo da proposta intitulada: Estudo da atividade
antidepressiva do carvacrol em modelo de depressao induzida pela corticosterona
em camundongos, registrada com o n°® 08/17, sob a responsabilidade do Profa. Dra.
Carla Thiciane Vasconcelos de Melo que envolve a producdo, manutencio ou utilizagcao
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) Campus Sobral, em reuniao de 13/08/2019.

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagao 01/09/2019 até 01/09/2021

Espécie/linhagem/raca Camundongos Swiss

N° de animais 90 do projeto inicial e 30 do adendo —
Total 120

Peso/Idade Camundongos: 20-25g

Sexo Jd' Machos

Origem Biotério Central de Fortaleza

. Sobral, 04 de setembro de 2019.
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