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RESUMO

A epilepsia apresenta alta prevaléncia e severidade no mundo. Além da gravidade do
transtorno epiléptico per se, esse distirbio esta normalmente acompanhado de comorbidades
psiquiatricas, sendo a depressdo a mais prevalente. Assim, o tratamento da epilepsia ndo deve
se restringir apenas as crises convulsivas, mas deve incluir também o tratamento da depressao,
uma vez que ambas as condi¢des interferem diretamente na qualidade de vida dos pacientes.
Nesse sentido, foram estudados os efeitos da naringenina em modelos classicos para
ansiedade, depressdo e convulsdo. Foi investigado o envolvimento do adrenorreceptor a; nos
efeitos da naringenina nos modelos supracitados e os efeitos do tratamento com a naringenina
sobre o estresse oxidativo por meio do indice de peroxidagdo lipidica e concentragdo de
nitrito/nitrato nas areas cerebrais. A naringenina foi administrada em camundongos, de forma
aguda e cronica (15 dias), nas doses de 10, 20 e 50 mg/Kg (v.0.) para realizagdo dos testes do
campo aberto, labirinto em cruz elevado (LCE), suspensdo da cauda e convulsdo induzida por
pilocarpina. Os resultados mostraram que os tratamentos agudo e cronico com naringenina
ndo interferiram na atividade locomotora espontanea, rearing e grooming dos animais, nao
apresentaram efeito ansiolitico no teste de LCE, mas mostraram efeito anti-imobilidade no
teste da suspensdo da cauda em todas as doses no tratamento agudo, e nas doses de 10 e 20
mg/kg no tratamento cronico. No teste da convulsdo induzida por pilocarpina, o tratamento
agudo com as trés doses de naringenina nao interferiu na laténcia de convulsdo e morte dos
animais, enquanto tratamento cronico com naringenina nas doses de 20 e 50 mg/kg reduziu a
laténcia de convulsao, com reducao da laténcia de morte no tratamento com a maior dose (50
mg/kg). A investigacdo do envolvimento do adrenorreceptor a; mostrou que esse receptor
parece mediar os efeitos antidepressivos do tratamento agudo e cronico com naringenina na
dose de 20 mg/kg, assim como parece ser responsavel pela reducio da laténcia de convulsio
observada nos tratamentos agudo e cronico com naringenina nas doses de 20 e 50 mg/kg e
pela redugdo da laténcia de morte observada no tratamento croénico com a maior dose. A
avaliacdo do estresse oxidativo mostrou que o tratamento agudo com as trés doses de
naringenina ndo interferiu nesse parametro. Entretanto, o tratamento cronico com naringenina
na dose de 10 mg/kg reverteu o aumento dos niveis de peroxidacgao lipidica, sem interferir na
concentracdo de nitrito/nitrato nas areas cerebrais, o tratamento cronico com a dose de 20
mg/kg ndo interferiu na peroxidagdo lipidica e na concentracdo nitrito/nitrato, € o tratamento
cronico com a maior dose (50 mg/kg) aumentou os niveis de peroxidacdo lipidica no
hipocampo, sem interferir nas outras éareas cerebrais, bem como na concentracdo de
nitrito/nitrato. Em conclusdo, o estudo sugere que a dose de 10 mg/kg se mostrou a mais
segura em relacdo ao tratamento da depressdo comorbida da epilepsia, e que os efeitos da
naringenina sobre a atividade antidepressiva e sobre a laténcia de convulsdo e morte parecem
ser mediados pelo adrenorreceptor a;.

Palavras-chave: Epilepsia. Depressdo. Estresse Oxidativo. Receptor Adrenérgico.
Naringenina.



ABSTRACT

Epilepsy has a high prevalence and severity in the world. Beyond the severity of the epileptic
disorder per se, this disorder is usually accompanied by psychiatric comorbidities, and
depression is the most prevalent. Thus, the treatment of epilepsy should not be restricted only
to seizures, but should also include the treatment of depression, since both conditions directly
affect the quality of life of patients. Accordingly, the effects of naringenin in classical models
of anxiety, depression and seizure were studied. In this work, we investigated the involvement
of the al-adrenoceptor in the effects of naringenin in the models aforementioned, as well as
the effects of naringenin treatment on oxidative stress by means of lipid peroxidation and
concentration of nitrite/nitrate in brain areas. Naringenin was administered in mice, in acute
and chronic (15 days) forms, at doses of 10, 20 and 50 mg / kg (p.o.) to perform the open field
test, elevated plus maze (EPM), tail suspension and pilocarpine-induced seizure. Results
showed that the acute and chronic treatments with naringenin did not affect the number of
crossings, rearing and grooming of the animals. They also did not show anxiolytic effect on
the EPM test but showed anti-immobility effect in the tail suspension test at all doses of the
acute treatment, and in doses of 10 and 20 mg / kg in the chronic treatment. In the test of
seizure induced by pilocarpine, acute treatment with three doses of naringenin did not affect
the latency of seizure onset nor death of animals, however chronic treatment with naringenin
at doses of 20 and 50 mg / kg reduced the seizure latency, reducing also, death latency in the
treatment at the highest dose (50 mg / kg). Research on engagement of the al-adrenoceptor
showed that this receptor seems to mediate the antidepressant effects of acute and chronic
treatments with naringenin at a dose of 20 mg / kg. Likewise, it appears to be responsible for
the reduction of the seizure onset latency observed in acute and chronic naringenin treatments
in doses of 20 and 50 mg / kg, also reducing latency of death observed in chronic treatment at
the highest dose. The evaluation of oxidative stress showed that acute treatment with three
doses of naringenin had no effect on this parameter. However, chronic treatment with
naringenin at a dose of 10 mg / kg reversed the increased levels of lipid peroxidation, without
interfering with the concentration of nitrite/nitrate in brain areas. Chronic treatment at a dose
of 20 mg / kg did not interfere with peroxidation lipid concentration nor nitrite/nitrate and
chronic treatment in the highest dose (50 mg / kg) increased the levels of lipid peroxidation in
the hippocampus, without interfering with other brain areas and in the concentration of
nitrite/nitrate. In conclusion, this study suggests that the dose of 10 mg / kg proved to be the
safest in relation to the treatment of comorbid depression in epilepsy, and that the effects of
naringenin on the antidepressant activity and on the latency of seizure and death appears to be
mediated by al-adrenoceptor.

Keywords: Epilepsy. Depression. Oxidative stress. Adrenergic receptor. Naringenin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epilepsia

A epilepsia pode ser definida como uma doenga neuroldgica complexa,
caracterizada por qualquer uma das seguintes condi¢des: pelo menos duas crises epilépticas
espontaneas (ndo provocadas) ocorrendo com mais de 24 horas de intervalo; uma crise nao
provocada e uma probabilidade de novas crises semelhante ao risco geral de recorréncia apds
duas crises espontaneas (cerca de 75% ou mais); e pelo menos duas crises num contexto de
epilepsia reflexa (FISHER et al., 2014).

Crise epiléptica ¢ definida como a manifestagdo excessiva e/ou hipersincrona
resultante da atividade epiléptica, usualmente autolimitada, de neuronios cerebrais, mas que
podem cursar de forma continua configurando o quadro de status epilepticus. Este, por sua
vez, ¢ definido como uma crise duradoura, que ndo mostra sinais clinicos de interrupgao apos
o tempo habitual da maioria das crises autolimitadas, ou ainda a ocorréncia de crises
recorrentes sem que a fungdo do sistema nervoso central retorne ao periodo interictal
(YACUBIAN, 2002).

As crises epilépticas podem ser classificadas em generalizadas e focais, ou ter
classificagdo desconhecida. Aquelas que ocorrem em redes neuronais bilateralmente
distribuidas sdo classificadas como generalizadas (tonico-clonica, auséncia tipica e atipica,
auséncia com caracteristicas especiais, mioclonica, clonica, tonica e atdnica), e aquelas que
ocorrem dentro de redes delimitadas a um hemisfério ou discretamente localizadas sdo
denominadas focais. Estas ultimas podem ser caracterizadas pelo comprometimento ou nao da
consciéncia durante a crise. Em caso de ndo comprometimento da consciéncia, pode-se
observar componentes motores, autondmicos e subjetivos sensoriais ou psiquicos; € em caso
de comprometimento, evoluir para uma crise convulsiva bilateral, envolvendo componentes
tonicos, clonicos, ou tonico-clonicos (BERG, CROSS, 2010; ILAE, 2011).

No mundo, ha cerca de 50 milhdes de pessoas que sofrem de epilepsia com crises
ativas necessitando de tratamento, e 30% desses pacientes apresentam crises refratarias ao
tratamento medicamentoso disponivel no mercado. No Brasil, embora os estudos
epidemiologicos sejam escassos, estima-se que a epilepsia atinja 2% a 4% da populagao,
correspondendo a aproximadamente trés milhdes de pessoas em diferentes idades e classes

sociais (BRODIE et al., 2012; MARCHETTI, 2005).
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A Liga Internacional Contra Epilepsia propde, como etiologia da epilepsia,
alteragdes genéticas, estruturais ou metabolicas, sendo as formas de epilepsia organizadas pela
especificidade em: sindromes eletro clinicas, epilepsias ndo sindrémicas com causas
estruturais, metabolicas ou desconhecidas e constelagdes distintas/sindromes cirtrgicas
(ILAE, 2011).

A epilepsia do lobo temporal (ELT) ¢ a forma mais comum de epilepsia em
adultos, sendo responsavel por 40% dos casos de epilepsia nesta populagdo. Pacientes com
ELT podem apresentar crises focais com comprometimento ou nao da consciéncia,
geralmente precedidas por auras. Estas correspondem a manifestagdes sensitivo-sensoriais ou
psiquicas puramente subjetivas e que ocorrem em 20% a 90% dos pacientes com epilepsia do
lobo temporal (ENGEL, 1996; FERNANDES, 2013; GUILHOTO, 2011; ILAE, 2011;
KOTAGAL, 1991). A ELT pode estar associada a um estimulo inicial precipitante como
status epilepticus, trauma ou crises febris prolongadas (ENGEL, PEDLEY, 1997), e para fins
de estudos, pode ser reproduzida em modelos experimentais, mediante a administragdo
sistétmica de pilocarpina, um agonista colinérgico muscarinico (CAVALHEIRO, 1995;
TURSKI ef al., 1983).

A fisiopatologia da epilepsia ainda ndo foi completamente elucidada, no entanto,
sabe-se que os principais mecanismos envolvidos na génese das crises estdo relacionados a
um desequilibrio ocasionado por um aumento da transmissdo excitatdria glutamatérgica e/ou
diminui¢io da resposta inibitéria GABAérgica (MARES; KUBOVA, 2008). A estimulacio
excessiva dos receptores de glutamato na epilepsia favorece o aumento de calcio livre no
citoplasma. Esse aumento pode ser superior a capacidade dos mecanismos celulares de
regulacdo e, consequentemente, provocam a ativacdo de varios processos dependentes de
calcio, que sdo geralmente inativos ou que ocorrem em niveis basais nas células, resultando
em um estado de excitagdo neuronal (LOPEZ, 2007).

A excitagdo prolongada de neuronios durante as crises epiléticas pode levar a
lesdes e morte resultante de mecanismos bioquimicos subjacentes que ainda ndo sao bem
compreendidos. Um mecanismo plausivel para a lesdo celular envolve a formagdo excessiva
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e, consequentemente, estresse oxidativo (GLUCK et
al., 2000), o qual também pode aumentar a suscetibilidade as convulsdes.

Além do desequilibrio entre a transmissdo excitatoria glutamatérgica e
GABAérgica (MARES; KUBOVA, 2008) com aumento do estresse oxidativo, a génese das
convulsdes também podem estar relacionadas com outros sistemas de neurotransmissao, tais

como serotonérgico, adrenérgico e dopaminérgico, com relagdes e mecanismos nao bem
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elucidados e muitas vezes controversos, € que podem estar relacionados com as comorbidades

psiquiatricas da epilepsia.

1.2 Epilepsia e Comorbidades Neuropsiquiatricas

Comorbidades neuropsiquiatricas, tais como depressdo, ansiedade, psicose,
transtorno de deficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) e problemas cognitivos sao
complicagdes comuns em pacientes com epilepsia, no entanto, a depressdo ¢ a ansiedade
parecem ser as comorbidades psiquidtricas mais frequentes (KALININ et al, 2010;
KANNER, 2016), podendo afetar a qualidade de vida dos pacientes mais do que as proprias
crises (VERROTTI et al., 2014).

Um ensaio clinico de 193 adultos com epilepsia realizadas por Kanner et al.
(2010) revelou que a ocorréncia de transtorno misto depressdo/ansiedade tem um impacto
mais negativo na satde, relacionado com qualidade de vida, do que a ocorréncia de
perturbagdes de ansiedade sozinha. Grabowska-Grzyb et al. (2006) mostraram que a
depressdo era mais comum em pessoas com ELT e Garcia (2012) confirmou essa associagdo
em estudo mais recente.

Uma revisdo sistematica ¢ meta-analise publicada em 2013 na revista Neurology,
incluindo dados de trés grandes bancos de dados on-line com uma quantidade de estudos
clinicos com mais de um milhdo de participantes e mais de 30.000 pacientes com epilepsia,
revelou que a prevaléncia de depressdo na epilepsia foi de quase 20% (FIEST et al., 2013).
Estudos anteriores mostraram que os sintomas de depressdo podem estar presentes em 40 a
60% dos pacientes com epilepsia, € o risco de suicidio € de quatro a nove vezes maiores do
que na populacdo em geral. Uma precisdo maior nesses dados ¢ dificil de se obter,
provavelmente, devido heterogeneidade no desenho dos estudos e no método de diagnostico
da depressao ou da epilepsia (GRABOWSKA-GRZYB et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007,
VERROTTI et al., 2014).

A relagdo entre epilepsia e depressdo ja estd amplamente aceita, no entanto a base
patogénica dessa associacdo ainda ndo esta clara. Sabe-se que existem evidéncias de relagao
entre o inicio da convulsdo e aparecimento da depressdo e que esta relagdo pode ser
bidirecional (KANNER, 2011), ou seja, o diagnostico de epilepsia pode predizer um fator de
risco para o aparecimento da depressdo e a depressdo pode ser um fator de risco para a

epilepsia.
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A epilepsia pode facilitar o desenvolvimento de depressdo através da exposicao ao
estresse cronico. A incerteza e imprevisibilidade das crises podem causar sentimentos de
tristeza, solidao, desespero, baixa autoestima e autocensura nos pacientes com epilepsia,
levando ao isolamento social ou estigmatizagao. Outros fatores de risco associados ao
desenvolvimento de depressdo sdo uma historia familiar de doenca psiquiatrica, a falta de
controle sobre as convulsdes, causas iatrogénicas (farmacoldgicas e cirirgicas) € mecanismos
patogénicos comuns operando na epilepsia e na depressao (VERROTTI et al., 2014).

Como ja foi descrito, um grande niimero de trabalhos ja mostram que pessoas com
epilepsia estdo em maior risco de doencas psiquidtricas do que a populagdo em geral (JACOY
et al., 1996; MCCAGH et al., 2009; MENSAH et al., 2007, POMPILI et al., 2005). No
entanto, as doencas psiquidtricas e psicolégicas sdo altamente subdiagnosticadas e
negligenciadas nesses pacientes (BOER et al., 2008).

O relatorio de 2012 do Instituto de Medicina sobre a epilepsia destacou o
crescente reconhecimento da frequéncia e impacto de comorbidades cognitivas e
comportamentais da epilepsia, entretanto, houve poucos avanc¢os no desenvolvimento de
novas terapias dirigidas especificamente as comorbidades (ENGLAND et al., 2012).

Levando em consideragdo a relacdo bidirecional entre a epilepsia e a depressao, e
sugerindo a existéncia de mecanismos patogénicos comuns operando na epilepsia e na
maioria dos distarbios psiquiatricos, a identificacdo dos mecanismos subjacentes pode nortear
sobre as bases neurobioldgicas desses transtornos, facilitando o desenvolvimento de novas
terapias, bem como a aplicacdo segura das mesmas (KANNER, 2016; LANDMARK ef al.,
2016; VERROTTI et al., 2014).

1.3 Estresse Oxidativo, Epilepsia e Depressiao

A mitocondria € a principal fonte de geragdo de radicais livres, uma vez que o
metabolismo de respiragdo celular normal gera espécies reativas de oxigénio (EROs) e
nitrogénio (ERNs). As EROs e ERNs sdo definidas como moléculas que possuem elétrons
desemparelhados no seu orbital mais externo. Assim, a geracao de radicais livres em baixas
ou moderadas concentragdes € uma caracteristica fisiologica importante para a célula
(HOVATTA et al., 2010).

Quando ocorre um desequilibrio entre a geragdo e a eliminagdo de EROs e ERNS,
ou seja, uma perturbacao no equilibrio pré-oxidante (geracao de radicais livres) e antioxidante

(elimina¢do de radicais livres), em favor do primeiro, pode culminar em uma situacao
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denominada de estresse oxidativo, a qual é potencialmente capaz de causar danos importantes
em macromoléculas celulares, como lipidios, proteinas, carboidratos e &acidos nucléicos
(HOVATTA et al., 2010; SIES, 1986).

O cérebro ¢ extremamente susceptivel ao estresse oxidativo, uma vez que ele
processa grandes quantidades de oxigénio em uma massa relativamente pequena, possui uma
baixa defesa antioxidante e tem um teor elevado de substratos disponiveis para a oxidacao,
tais como o grande conteudo lipidico das bainhas de mielinas (WILHELM et al., 2010).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a agdo das EROs, mas a
membrana ¢ um dos mais atingidos, em decorréncia da peroxidacdo lipidica. A oxidagdo de
acidos graxos poli-insaturados das bainhas de mielina dos neurdnios torna-as mais
hidrofilicas, resultando em alteragdes na fluidez e na permeabilidade da membrana com
comprometimento da funcdo celular, como perda da seletividade na troca idnica e liberagao
do contetido de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomos, ¢ formagdo de
produtos citotdxicos como o malonildialdeido — MDA), que pode culminar na morte celular
(NAKAMURA; LIPTON, 2009; RUMIA et al., 2013).

Os radicais livres tém sido implicados na patogénese de muitas doencas do SNC,
tais como na doenca de Parkinson, de Alzheimer, epilepsia, depressdo, dentre outras. A lista
dessas doencas estd aumentando e isso se deve, pelo menos em parte, ao fato de que as
moléculas reativas podem produzir uma grande variedade de processos danosos, podendo ser
a causa e/ou a consequéncia dos danos (COBB; COLE, 2015).

Na epilepsia, a formagdo excessiva de radicais livres pode ser consequéncia da
excitacdo prolongada de neurdnios durante as crises convulsivas, bem como aumentar a
suscetibilidade as convulsdes (GLUCK et al., 2000). O dano mitocondrial mediado pelo
calcio ¢ um dos fatores-chave para a geracdo de EROs, e isso pode levar a um deficit
energético, que contribui para a perpetuacao do evento de excitotoxicidade. A relagdo entre a
disfungdo mitocondrial e a epilepsia ¢ reforcada pelo fato de que alguns pacientes com
epilepsia do lobo temporal apresentam deficiéncia mitocondrial no foco das convulsoes
(LOPEZ et al., 2007; SHIN et al., 2011).

Além da geracdo de EROs nas crises convulsivas, durante os processos
metabolicos das numerosas drogas antiepilépticas (DAE), especialmente as da geracdo mais
velha, incluindo fenobarbital, fenitoina, carbamazepina e acido valproico, hd uma producao de
metabolitos reativos que podem ligar-se covalentemente a diferentes macromoléculas
endogenas ou aumentar a formagao de espécies reativas de oxigénio (ROS) induzindo o dano

oxidativo. Para apoiar esta teoria, estudos que avaliam a influéncia da epilepsia e das DAEs
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sobre a formacdo de radicais livres mostram que qualquer um deles pode estar ligado ao
estresse oxidativo (LEE, 2014).

Uma condicao de estresse cronico, observada em pacientes com epilepsia em
virtude da incerteza e imprevisibilidade das crises convulsivas, ¢ outra condi¢do importante
para indugdo do estresse oxidativo, uma vez que tal condi¢do ativam circuitos relacionados ao
estresse, com interface entre o sistema endocrino ¢ sistema nervoso central, como o €ixo
hipotalamo-hipofise adrenal (HPA) e, em ultima instancia, vias simpaticas através do locus
ceruleus (MILLER et al., 2009).

O estresse ¢ capaz de estimular a liberacdo do hormoénio cortisol pela glandula
adrenal. O cortisol permite a preparacdo do organismo para desafios fisiologicos ou
ambientais, sendo importante para a consolidagdo da resposta ao estresse. Em niveis
fisiolégicos normais, ele atua no controle/inibi¢do da ativacdo do fator nuclear kappa beta
(NF-kB) por condigdes de estresse oxidativo, por exemplo, atenuando assim a resposta
inflamatoria. No entanto, a persisténcia e/ou a intensidade exagerada do estresse, bem como a
incapacidade do organismo em atenuar a sua exacerbagdo, podem tornar o eixo HPA hiper-
reativo, com dessenssibilizacdo dos receptores de glicocorticoides (RG), principalmente no
hipocampo, area cerebral que tem como fun¢do exercer uma acdo de retroalimentacio
negativa sobre o eixo, levando a liberagdo descontrolada de cortisol, que associada com as
catecolaminas liberadas mediante a situagdo de estressepodem levar a atrofia do hipocampo,
efeitos pro-inflamatorios e pro-oxidantes (KANDRATAVICIUS et al., 2012; MILLER et al.,
2009; NUNES et al., 2013; REUS et al., 2015).

Os sinais inflamatorios centrais e periféricos ativam microglia, que por sua vez,
iniclam uma cascata inflamatéria através da liberagdo de citocinas, quimiocinas, EROs e
ERNs induzindo ativagdo da astroglia e, amplificando assim, os sinais inflamatorios no SNC.
As citocinas, incluindo IL-1, IL-6 e TNF-alfa, ativam uma enzima, denominada indolamina
2,3-dioxigenase (IDO), que decompde o triptofano, o primeiro precursor da serotonina, em
quinurenina, um potente agonista do receptor glutamatérgico N-metil-d-aspartato (NMDA) e
estimulador da liberacdo glutamato. Além disso, uma excessiva exposi¢do a citocinas,
quinurenina, EROs e ERNs, comprometem varias fungdes astrociticas, conduzindo finalmente
a regulagdo génica negativa dos transportadores de glutamato, prejudicando a sua receptacao,
aumentando ainda mais os seus niveis na fenda siniptica. A acumulacdo de glutamato
provoca um aumento de Ca”" intracelular, o que por sua vez pode conduzir & produgdo de

espécies de oxigé€nio reativas (ROS) devido a uma disfungdo mitocondrial e redugdo da
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capacidade antioxidante, com sérios danos as estruturas celulares (MILLER et al., 2009;
NUNES et al., 2013; REUS et al., 2015).

Assim, o estresse oxidativo pode ser consequéncia e/ou causa do processo
inflamatério que contribui para a excitotoxicidade do glutamato, a qual ¢ responsavel por
aumentar a expressao de genes pro-inflamatorias, inibir a expressao de fatores neurotréficos e
levar a célula a apoptose, comprometendo a plasticidade neuronal, condicdo comum na
depressao e epilepsia (KANDRATAVICIUS et al., 2012; MILLER et al., 2009; NUNES et
al., 2013; REUS et al., 2015; SANTELLO; VOLTERRA, 2012).

Os compostos antioxidantes podem atuar na protecdo do organismo contra os
radicais livres. Tais compostos podem ter origem enddgena, como as enzimas catalase,
superoxido dismutase e glutationa, ou serem exogenos, provenientes da alimentagdo, com
destaque para as vitaminas A, C e E, selénio, coenzima Q10, melatonina e os polifendis
(HOVATTA et al., 2010). Neste sentido, agentes antioxidantes naturais ou sintéticos tém sido
recomendados para alivio dos sinais e sintomas de doengas associadas com o estresse

oxidativo e até mesmo para bloquear sua evolucio (NAKAMURA, LIPTON, 2009).

1.4 Sistemas de Neurotransmissores Envolvidos na Epilepsia e Depressiao

Algumas sugestdoes experimentais acerca das alteracdes neurobioldgicas comuns
entre epilepsia e depressdo envolvem os sistemas de neurotransmissdo monoaminérgicos,
gabaérgico e glutamatérgico (KANDRATAVICIUS et al., 2012; KANNER, 2011).

Muitos estudos sugerem uma ligacdo entre o sistema monoaminérgico,
glutamatérgico e gabaérgico com eixo HPA na depressao (BARDEN, 2004; KANNER, 2011;
LANFUMEY et al., 2008; PORTER et al., 2004). Embora ndo haja uma relagdo simples e
bem elucidada entre eles, foi proposto que o aumento sustentado da secrecdo de
glicocorticoides em resposta ao estresse repetido pode ter numerosos efeitos em longo prazo
sobre a neurotransmissao monoaminérgica (LANFUMEY et al., 2008). Varios estudos
descobriram que a hipersecrecdo de glicocorticoides leva a uma supressdo da expressao
génica dos RG, com uma consequente reducdo na expressdo das enzimas responsaveis pela
sintese de monoaminas no cérebro, triptofano hidroxilase e tirosina hidroxilase, contribuindo
para a deficiéncia de monoaminas e, subsequentemente, predispondo a depressao (CLARK et
al., 2008; HEYDENDAEL, JACOBSON, 2009; MAKINO et al., 2002). Um funcionamento
anormal de HPA comparavel aquele encontrado em pacientes depressivos também foi

demonstrado em seres humanos com ELT (ZOBEL et al., 2004).
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A deficiéncia de monoaminas foi ha muito tempo sugerida para explicar a
patogenia da depressdo, numa abordagem que passou a ser comumente conhecida como
“teoria monoaminérgica da depressao” (COPPEN, 1967; KRISHNAN, NESTLER, 2008;
SCHILDKRAUT, 1965; SCHILDKRAUT, 1974). Tal teoria foi fundamentada em parte na
observagdo de que diversas drogas que aumentam os niveis sinapticos de monoaminas, seja
noradrenalina e/ou serotonina, aliviam muitos dos sintomas da depressdo, indicando que a
neurotransmissao envolvendo uma ou ambas as monoaminas ¢ reduzida na vigéncia dessa
doenca.

A falta de equilibrio entre a excitagdo e a inibi¢ao na epilepsia ja ¢ conhecida ha
bastante tempo (KONDZIELLA et al., 2007). No entanto, apenas recentemente o
envolvimento do glutamato e do GABA foi reconhecido nos transtornos depressivos
(KANNER, 2011). Em concordancia com essas descobertas, o uso de agonistas e antagonistas
do GABA ¢ capaz de modular sintomas depressivos e¢ a administracdo cronica de
antidepressivos induz mudancas marcantes na fungdo gabaérgica (KANDRATAVICIUS et
al., 2012; SANACORA et al., 2002). Sugere-se, ainda, que existe uma relacdo evidente entre
a neurotransmissdo glutamatérgica e a monoaminérgica, uma vez que O0s nheurdnios
glutamatérgicos projetam do coértex até os nucleos subcorticais monoaminérgicos, como o
locus ceruleus, os nucleos da rafe e a substancia negra, e que as drogas que aumentam as
concentragdes de noradrenalina e 5-HT geralmente diminuem a resposta ao glutamato,
contribuindo para uma resposta inibitoria, o que beneficiaria pacientes com depressdo e
epilepsia (BONANNO et al., 2005; KANDRATAVICIUS et al., 2012; ROBINSON et al.,
2003).

Jobe et al. (1999) sugeriram que alguns tipos de depressdo e alguns tipos de
epilepsia podem ser associados com a diminuicdo noradrenérgica e serotonérgica no cérebro.
Em estudo realizado por Clinckers et al. (2010), a noradrenalina demonstrou influenciar na
neurotransmissdo dopaminérgica, glutamatérgica e gabaérgica, contribuindo potencialmente
para a supressdao de crises limbicas. No entanto, a neurotransmissdao noradrenérgica ainda
exibe efeitos discordantes no que diz respeito as agdes anti e/ou pro-convulsivantes, as quais
variam dependendo da distribuicdo do receptor adrenérgico nas regides do cérebro, das
espécies animais, modelos em estudo e da seletividade dos agonistas e antagonistas para os
diferentes subtipos de receptores que varia de acordo com a dose do farmaco (CLINCKERS
et al., 2010; GIORGI et al., 2004; PIZZANELLI et al., 2009). Segundo Oliveira et al. (2007)
as drogas com envolvimento noradrenérgico sdo as que estdo significativamente mais

implicadas com a frequéncia de crises convulsivas em pacientes que sofrem com epilepsia.
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1.4.1 Sistema Noradrenérgico

O locus ceruleus, localizado na ponte, ¢ um sistema de projecao generalizado que
libera noradrenalina para todo o sistema nervoso central. A noradrenalina ¢ uma catecolamina
sintetizada a partir do seu aminoacido aromatico precursor L-tirosina. Inicialmente a L-
tirosina ¢ hidroxilada produzindo a diidroxifenilalanina, etapa catalisada pela enzima tirosina
hidroxilase. Este ¢ o passo limitante da sintese, ja que o produto final da via, a noradrenalina,
inibe a enzima tirosina hidroxilase. Na etapa seguinte, a enzima dopa descarboxilase catalisa a
descarboxilagdo da diidroxifenilalanina, convertendo-a em dopamina. A dopamina ¢
hidroxilada pela enzima dopamina-B-hiroxilase dando origem a noradrenalina. A
noradrenalina €, entdo, captada do citoplasma para o interior das vesiculas sindpticas por um
transportar vesicular de monoaminas (BRUNTON, 2012; BOGDANSK, 1988; FELDMAN et
al., 1997).

A neurotransmissdo noradrenérgica ¢ altamente complexa e envolve nove
diferentes receptores adrenérgicos (adrenorreceptores). Os adrenorreceptores pertencem a
superfamilia de receptores de membrana com sete dominios transmembranares acoplados a
diferentes proteinas G. Sao divididos em trés subfamilias (a;, o, € B) cada uma delas contendo
trés subtipos, denominados a4, 0, € Oip; O2a, OB, € Oac; P1, P2 € P3. Os nove subtipos de
adrenorreceptores sdo codificados por genes diferentes e apresentam caracteristicas
farmacologicas distintas (HIEBLE, 2007; PUPO; MINNEMAN, 2001; ZHONG;
MINNEMAN, 1999).

A acdo da noradrenalina, quando liberada na fenda sinaptica mediante a impulso
nervoso, se da por meio da ativagao dos adrenorreceptores localizados pos-sinapticamente (o,
ay € B) ou pré-sindpticamente (ay). Os receptores a, de localizagdo pré-sinaptica agem como
autorreceptores, ou seja, reconhecem a liberagdo de NA e desativam sua liberacdo adicional
(JORM; STAMFORD, 1993; L’HEUREUX et al., 1986; STAHL, 2010). Enquanto que a
ativacdo de receptores a, pos-sinapticos inibe a ativacao das células pds-sinapticas (células-
alvo) e a ativagdo de o, pos-sindptico ¢ responsavel pela ativagdo da neurotransmissao
noradrenérgica (GOBERT et al., 1998).

Sabe-se ainda que a serotonina também regula a neurotransmissao noradrénergica,
e vice-versa. Um aumento da liberagdo de serotonina, mediante dessensibilizacdo de
receptores serotonérgicos pré-sindpticos em neurdnios noradrenérgicos, leva a uma maior

liberagdo de NA e, consequentemente, ativagdo de receptores a; adrenérgicos (GORMAN;
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SULLIVAN, 2000; SZABO, BLIER, 2001a; SZABO, BLIER, 2001b), contribuindo para
atividade antidepressiva.

Para que haja inativacdo da neurotransmissao noradrenérgica, a NA deve ser
retirada da fenda sinaptica. O processo de receptacdo da NA da fenda sinaptica foi descrito
originalmente por Axelrod (1971) e ¢ realizada pelo transportador de noradrenalina (NAT), o
qual localiza-se na membrana plasmatica de neurdnios noradrenérgicos e serve como
mecanismo primario de inativagdo da transmissao noradrenérgica. Este ¢ um processo
competitivo, onde uma variedade de aminas naturais e outras drogas podem ocupar o
transportador e influenciar na captacdo do neurotransmissor. A nivel intraneuronal a
inativagdo da transmissdo noradrenérgica ocorre pela enzima monoaminoxidase (MAO)
(AXELROD, 1971; COSTA; SANDLER, 1972).

A alterag@o no sistema noradrenérgico tem sido implicada em varios distarbios
como depressdo, ansiedade, transtorno do deficit de aten¢do e hiperatividade e epilepsia
(TIMMONS et al., 2004). Assim, a manipulagdo do sistema noradrenérgico foi um dos
primeiros instrumentos relevantes adaptados para o entendimento dos eventos moleculares
envolvidos na regulacdo do humor, desde a primeira observacdo empirica da reserpina
apresentando efeitos depressivos (BAUMEISTER et al., 2003). Acredita-se que a NA modula
o humor particularmente através da atividade dos receptores inibitérios o, pré-sinapticos
(autorreceptores). Além disso, o bloqueio de receptores a;-adrenérgicos mimetiza o estado
depressivo (STONE et al., 2003). A NA exerce efeitos inibitorios e excitatdrios e tais acdes
podem estar relacionadas com a concentracdo da NA na fenda sindptica e ativacdo de
diferentes subtipos de adrenorreceptores especificos nos circuitos-alvo (SALGADO et al.,
2012).

Com relacdo a epilepsia, a NA exerce um papel dual sobre as crises convulsivas,
podendo modular ou participar da elaboragdao de tais fendmenos (GIORGI et al., 2004).
Investigagdes farmacoldgicas com agonistas e antagonistas, visando revelar o papel das
classes dos adrenorreceptores na susceptibilidade de convulsdes, muitas vezes produziu
resultados contraditorios. Efeitos tanto pré6 como anticonvulsivantes tém sido relatados por
muitos compostos, o que impedem a identificagdo consistente de um receptor adrenérgico
anticonvulsivo e/ou pré-convulsivo (PIZZANELLI et al., 2009; WEINSHENKER, SZOT,
2002).
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1.4.1.1 Adrenorreceptores a;

A neurotransmissdo noradrenérgica envolvendo o adrenorreceptor a; ¢ regulada
pelos seus trés subtipos de receptores e tem papel importante na regulagao do comportamento
animal, no entanto existem poucos estudos mostrando o papel de cada subtipo desses
receptores. Um desses estudos mostra uma forte correlagdo entre a poténcia de antagonistas
nao seletivos para os subtipos de adrenorreceptores o em inibir a atividade comportamental
geral e suas afinidades por adrenorreceptores o;g, mas nao por adrenorreceptores o5 ou
adrenorreceptores a;p (STONE et al., 2001).

Tem sido proposto que os adrenorreceptores o, participam da regulacdo de dois
tipos de comportamentos relacionados a depressdo e ao estresse: 0s comportamentos
motivados por estimulos positivos € os comportamentos inibidos por estresse (estimulos
negativos) (STONE ef al.,, 2007). Nesse contexto, a administracio do antagonista de
adrenorreceptores a,, prazosina, aumenta o comportamento de imobilidade de camundongos
no teste de suspensdo pela cauda (STONE et al., 1999; STONE; QUARTERMAIN, 1999),
um modelo animal preditivo de efeitos antidepressivos de drogas em humanos.

Um estudo realizado por Ribeiro (2015) verificou que o antagonismo dos
adrenorreceptores a4 € o;p apresentaram efeito anti-imobilidade, e que o antagonismo de alg
promoveu efeito pro-imobilidade em animais tratados com imipramina, indicando que o
estado normal do comportamento de imobilidade ¢ regulado pelo balanco da ativacgdo de cada
um dos trés subtipos de adrenorreceptores a;. Esses resultados corroboraram com achados de
Stone et al. (2001) que mostraram uma forte correlagdo entre a poténcia de antagonistas de
adrenorreceptores o; em inibir a atividade comportamental geral e suas afinidades por
adrenorreceptores o, mas ndo por adrenorreceptores a4 ou adrenorreceptores op. Stone et
al. (2002) mostraram, ainda, que a capacidade do modafinil em aumentar a atividade geral de
camundongos expostos a um novo ambiente ndo ¢ observada em camundongos nocautepara o
adrenorreceptor o), 0 que sugere a importancia desse adrenorreceptor na atividade
comportamental geral.

O envolvimento dos adrenorreceptores o g também foi observado em crises
convulsivas de camundongos transgénicos que possuem uma superexpressao do receptor op,
0s quais exibiram crises convulsivas espontaneas e que foram parcialmente revertidas, neste
modelo, pela administracdo de terazosina (antagonista seletivo para o adrenorreceptor o, mas

ndo especifico para os seus subtipos), indicando, assim, que o subtipo a,;p sustenta a atividade
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convulsiva e que a terazosina parece ter uma maior afinidade para este subtipo do

adrenorreceptor a; (KUNIEDA et al., 2002; ZUSCICK et al., 2000).

1.5 Terapia Antidepressiva e Convulsoes

Os antidepressivos podem ser incluidos em algumas classes farmacologicas, tais
como os inibidores seletivos da recaptagao da serotonina (ISRSs), os inibidores nao seletivos
da recaptagdo de monoaminas ou antidepressivos triciclicos (ADTs), os inibidores da
monoamina oxidase e os antidepressivos denominados atipicos (LANDMARK et al., 2016).

Pesquisas quanto ao uso de antidepressivos em pacientes com epilepsia ainda sao
limitadas, mas ha um consenso geral de que os antidepressivos podem causar convulsdes em
altas doses ou doses consideradas toxicas (KANNER, 2016). A incidéncia de crises na
populacdo que faz uso de antidepressivos em dose plena varia entre 0,1% e 4,0%. Portanto, de
forma geral, o uso de antidepressivos, quando usados nas doses recomendadas, tem pouca
chance de produzir ou exacerbar crises, embora isso também ndo seja consenso (OLIVEIRA
etal.,2007).

As monoaminas s3o 0s principais neurotransmissores afetados pela terapia com
antidepressivos. E sabido que sdo necessérias varias semanas para observar efeitos clinicos
dessas drogas, que apontam para uma mudanca em longo prazo no equilibrio neuroquimico
dentro dessas redes neuronais. Os antidepressivos podem perturbar o equilibrio neuronal e
controle da excitabilidade, levando a convulsdes, no entanto os mecanismos subjacentes ainda
nao sao claros (CURRAN; PAUW, 1998).

Numa revisdo recente, o papel da serotonina no controle de excitabilidade
neuronal, propagacdo da epileptogénese e convulsdes ¢ enfatizado, e varios efeitos sdo
observados por meio da modulacdo de diferentes subtipos de receptores de 5-HT em todo o
cérebro (HAMID; KANNER, 2013). Os efeitos serotonérgicos e noradrenérgicos dos
antidepressivos parecem apresentar propriedades anticonvulsivantes em doses terapéuticas,
enquanto que doses mais altas podem ativar outras vias neuroquimicas, culminando em crises
convulsivas (FEVALE et al., 1995; JUDGE; RENTMEESTER, 2011).

Quatro antidepressivos, em particular, parecem ter efeitos pro-convulsivantes
mais pronunciados, tais como a clomipramina, um antidepressivo triciclico; a amoxapina ¢ a
maprotilina, inibidores ndo seletivos da MAO, e a bupropiona, um antidepressivo atipico,
inibidor da recaptacdo de noradrenalina e dopamina. Para todos os outros antidepressivos, o

risco para convulsdes ¢ considerado baixo (LANDMARK et al., 2016).
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A clomipramina ndo ¢ mais tdo clinicamente relevante como um antidepressivo ja
que a maioria de uso de antidepressivos € constituida por uma classe de medicamentos mais
seletivos, no entanto ainda ¢ indicada para tratamento do transtorno obsessivo-compulsivo
(TOC). Um efeito pro-convulsivante foi demonstrado apenas em superdoses administradas
em animais (20-40 mg/kg) (PETERSON et al., 1985). As doses terapéuticas em humanos
estdo geralmente sob a ordem de 50 até 150 mg/dia. Alper et al. (2007) verificaram que a
clomipramina quando utilizada para o TOC esta relacionada com o maior risco (0,7%) de
convulsdes entre os medicamentos utilizados. A droga tem um risco intermedidrio (5% -10%)
para as convulsdes induzidas por overdose (JUDGE; RENTMEESTER, 2011). E se possivel,
deve ser evitada em pacientes com epilepsia. Alper et al. (2007) ainda observaram que a
incidéncia de convulsdes foi maior em pacientes que receberam clomipramina do que
naqueles que receberam placebo.

A amoxapina tem um elevado risco (30%) para convulsdes com superdosagens
(LITOVITZ; TROUTMANWG, 1983; WHITE et al., 2008), mas existem varios relatos de
caso que descrevem convulsdes associadas ao tratamento com este medicamento mesmo
dentro das doses terapéuticas (BARRY et al., 2008; GIANNI; PRICE, 1984). O banco de
dados de reagdes adversas a medicamentos da OMS de 1968 a 2006 mostrou a amoxapina
como o segundo antidepressivo mais citado por ter convulsdes como efeito adverso (8,7%) e
deve ser evitada em pacientes com epilepsia (KUMLIEN; LUNDBERG, 2010).

A maprotilina tem sido relatada por aumentar o risco de convulsdes em pacientes
sem epilepsia, com taxa de incidéncia de 15,6% de forma dependente da dose (PISANI et al.,
2002). Convulsodes associadas com este medicamento tém sido descritas em varios relatos de
casos desde a década de 1980 (ATRI; JULIUS, 1984; HOFFMAN; WACHSMUTH, 1982),
mesmo dentro das dosagens normalmente prescritas. Um estudo retrospectivo entre os
pacientes com depressdao mostraram um risco de convulsdo mesmo entre as doses terapéuticas
(75 até¢ 300 mg) (JABBARI, 1985) com o risco dose dependente. O banco de dados de
reagoes adversas a medicamentos da OMS 1968-2006 mostrou a maprotilina como a droga
mais referida com crises convulsivas como efeito adverso (14,4%). Maprotilina deve, por
conseguinte, ser evitada em doentes com epilepsia (KUMLIEN; LUNDBERG, 2010).

A bupropiona ¢ utilizada como um antidepressivo e cada vez mais tem sido
utilizada como tratamento para cessagdo do tabagismo. Inicialmente, foi comercializado com
apresentacdo de liberacdo imediata, mas depois foi aprovada a formula¢do de liberagao
prolongada. Apds a sua introdugdo em 1985, uma significativa incidéncia de convulsdes nas

dosagens normalmente recomendadas originalmente (400-600 mg) conduziu a sua retirada do



29

medicamento do mercado um ano mais tarde. A medida que se verificou que o risco de
convulsdes era dependente da dose, a bupropiona foi reintroduzida em 1989, com uma dose
maxima recomendada de 450 mg/dia (DAVIDSON, 1989). Como esperado, a droga tem um
risco elevado (10%) de ataques induzidos por overdose (JUDGE; RENTMEESTER, 2011).
Em estudos de fase II e III da FDA para os antidepressivos, a bupropiona de liberagao
imediata tinha um aumento no risco de convulsdes (0,6%) semelhante a clomipramina (0,7%),
ao passo que o risco (0,1%) de convulsdes com a apresentacdo de liberacdao prolongada estava
dentro do normal para os outros antidepressivos (ALPER et al., 2007). O banco de dados de
reacdes adversas a medicamentos da OMS 1968-2006 referiu crise convulsiva (9,48%) como
reacdo adversa da bupropiona. Este medicamento aumenta o risco de convulsdes de uma
maneira dose dependente e deve, portanto, ser utilizado com precaugdo, preferencia pela
formulagdo de liberacdo prolongada para evitar elevadas concentracdes séricas maximas.

Os estudos randomizados controlados sobre a frequéncia de convulsdes no
tratamento de doentes com epilepsia com antidepressivos sdo escassos. As classes mais novas
de antidepressivos, ISRS e IRSN, sdo mais seguros para as pessoas com epilepsia, e eles
parecem obter resposta terapéutica, independentemente da frequéncia de crises. Estas drogas
parecem ter at¢é um potencial anticonvulsivante, em vez de efeitos pro-convulsivantes
(ALPER et al., 2007; RIBOT et al., 2012). No entanto, a maioria dessas informa¢des vem da
populacao ndo-epiléptica, de ensaios pré-comercializacdo, onde a epilepsia muitas vezes ¢ um
critério de exclusdo, ou de pos comercializagdo, onde as condi¢des e os dados sdo muito
variaveis. Na populagdo ndo epiléptica, o aumento do risco de convulsdo foi associado com
concentragoes elevadas no soro (CURRAN; PAUW, 1998; PRESKOM, 1992; TOMALIK-
SCHARTE, 2008).

As pessoas com transtornos psiquidtricos, incluindo depressdo, tem risco sete
vezes maior de desenvolver epilepsia/convulsdes em algum estagio da via (ADELOW et al.,
2012; HESDORFFER et al., 2012). Desta forma, a ocorréncia de convulsdes num paciente
com depressdao pode ser uma expressao do curso natural da doenga, e potencializada pela
utilizagdo de drogas antidepressivas sem prescrigdo e monitoramento adequado das doses
(LANDMARK et al., 2016). Assim, qualquer plano de tratamento abrangente de transtornos
epilépticos deve levar em consideracdo a existéncia de comorbidades psiquidtricas e as

medicagdes concomitantes previstas para o seu tratamento (KANNER, 2016).
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1.6 Produtos Naturais na Terapéutica

Os produtos naturais t€ém sido a maior fonte de agentes terapéuticos na histéria
medicinal. A utilizacdo desses produtos com propriedades terapéuticas ¢ tdo antiga quanto a
civilizacdo humana e, ao longo do tempo, os produtos de origem mineral, animal e vegetal
foram as principais fontes do arsenal terapéutico. Nos ultimos anos, tem crescido o interesse
nas terapias alternativas e no uso terapéutico de produtos naturais, principalmente aqueles
derivados de vegetais (CRAGG; NEWMAN, 2013; LALL; KISHORE, 2014; TABASSUM et
al, 2014).

Os vegetais produzem uma larga e diversa ordem de componentes organicos
divididos em metabolitos primarios e secunddrios. Os metabolitos primdrios possuem fungdo
estrutural, plastica e de armazenamento de energia. Os metabolitos secundarios, produtos
secundarios ou produtos naturais, aparentemente ndo possuem relacdo com crescimento e
desenvolvimento do vegetal (TAIZ; ZEIGER, 2006; VIZZOTO et al., 2010).

Embora os produtos secundarios possuam uma variedade de fungdes nos vegetais,
¢ provavel que a sua importancia ecoldgica tenha alguma relagdo com potencial efeito
medicinal para os seres humanos. Por exemplo, produtos secundarios envolvidos na defesa do
vegetal através de citotoxicidade para patdégenos microbianos podem ser Uteis como
medicamentos antimicrobianos em humanos, se ndo forem demasiado téxicos. Da mesma
forma, produtos secundarios envolvidos na defesa contra herbivoros através de atividade
neurotdxica poderia ter efeitos benéficos em seres humanos (ou seja, como antidepressivos,
sedativos, relaxantes musculares ou anestésicos) através de sua agdo no sistema nervoso
central (KAUFMAN et al., 1999; VIZZOTO et al., 2010).

Os metabolitos secundarios derivado de espécies vegetais tem atraido o interesse
de muitos pesquisadores e constituem quase que 50% das novas drogas introduzidas no
mercado farmacéutico de 1981 até 2010 (ARAUJO; ONOFRE, 2011; NEWMAN; CRAGG,
2010).

A busca incessante por produtos naturais pelas industrias farmacéuticas deve-se a
grande diversidade molecular que eles apresentam (BORRIS, 1996; TURNER, 1996). No
entanto, para o desenvolvimento de novos farmacos, existe um desafio, que ¢ de tornar esses
principios ativos naturais num farmaco que seja terapeuticamente efetivo (BORRIS, 1996).
Assim, a incorporagdo dos produtos naturais na terapéutica compreende-se como uma

estratégia 1til para a obtencdo de novos compostos desde que seja realizado um adequado
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planeamento, ou seja, o isolamento, a identificacdo em termos quimicos, a sintese quimica e a
avaliagdo das propriedades farmacéuticas do composto puro (YUNES et al., 2001).

No cenario mundial, obstante a investigacdo intensiva das plantas medicinais,
estima-se que somente 6% de aproximadamente 300.000 espécies de plantas tém sido
investigadas farmacologicamente e cerca de 15% fotoquimicamente (CRAGG; NEWMAN,
2013).

Com o desenvolvimento de técnicas modernas que possibilitaram os estudos
farmacologicos, bioquimicos, moleculares e toxicoldgicos, o interesse na procura de novos
farmacos ou de prototipos de produtos naturais para obtengdo de novos farmacos, aumentou
significativamente. Atualmente, a maioria dos farmacos aprovados pela agéncia FDA derivam
direta ou indiretamente dos principios ativos isolados de produtos naturais (BUTLER, 2008;
CALIXTO et al., 2001; CRAGG, 2005; NEWMAN et al., 2003).

O contributo que os produtos naturais tém dado a medicina ja estd bastante
documentado na terapéutica. A crescente busca por agentes terapéuticos derivados de espécies
vegetais justifica-se pela quantidade de doengas ainda sem tratamento efetivo e pelo
crescimento do conhecimento cientifico a respeito dos fitofarmacos como importantes
alternativas terapéuticas (RAMOS et al., 2015).

Entre os produtos naturais mais estudados e aplicados na terapéutica, destacam-se
os flavonoides pelo vasto conjunto de atividades bioldgicas que lhes tém sido atribuidas

(GEORGIEV et al., 2014; JAIN et al., 2010; TAPAS et al., 2008).

1.7 Flavonoides

Os flavonoides constituem uma classe de metabdlitos secundarios pertencentes a
classe dos compostos polifendlicos, de ampla distribui¢do no reino vegetal, com mais de 4000
tipos ja foram descobertos (JAGER; SAABY, 2011; PATEL; SINGH; PATEL, 2014) e mais
de 10.000 derivados identificados (DIXON; PASINETTI, 2010).

Quimicamente, os flavonoides sdo caracterizados por compostos de baixo peso
molecular, com uma estrutura comum contendo quinze atomos de carbonos (C6-C3-C6),
apresentando um anel aromadtico (anel A) ligado a um anel pirano (anel C), que, por sua vez,
esta ligado a um terceiro anel aromatico (anel B) (DI CARLO et al., 1999; MUSCHIETTI;
MARTINO, 2014).

Conforme a posicao da ligacdo do anel B ao anel C, os flavonoides podem ser

enquadrados em trés classes distintas. Sendo classificados, segundo a nomenclatura da
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IUPAC, em: flavonoides, isoflavonoides e neoflavonoides. E dentro de cada classe, de acordo
com o grau de oxidacdo e insaturacdo do anel C, surgem diferentes grupos de flavonoides
com 0s seus respectivos representantes, tais como os flavan-3-ois (catequina e epigcatequina),
flavononas (naringenina), flavonas (apigenina e luteolina), flavonois (quercetina e
kaempferol), antocianinas (cianidina), isoflavonas (genisteina e daidzeina) e neoflavanonas
(neoflaveno) (DIXON; PASINETTI, 2010; IUPAC, 2015; MARAIS et al., 2006).

As principais fontes alimentares de flavonoides estdo presentes nos grupos dos
flavonois (cebola, brocolis, folhas verdes, maga, feijao), flavan-3-ois (cha verde, vinho tinto e
cacau), flavonas (salsa e aipo), isoflavonas (soja), flavononas (tomate, laranja, tangerina,
limao e horteld) e antocianinas (vinho tinto e frutas vermelhas) (LATIF, 2015).

Embora a ingestdo diaria de flavonoides na dieta ndo seja bem conhecida estima-
se que ela varia de 60 a 350 mg/dia, entre diferentes nac¢des e culturas (ALAM ef al., 2014;
BAl et al., 2014; BEKING; VIEIRA, 2011).

Os flavonoides sdo considerados nutracéuticos, devido as suas distintas
propriedades bioldgicas e farmacologicas (GEORGIEV et al., 2014; JAIN et al., 2010;
TAPAS et al., 2008).As atividades biologicas dos flavonoides tém sido atribuidas a seus
efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e propriedades de sinalizagio celular. A compreensao
clara dos mecanismos de agdo, como antioxidantes e/ou anti-inflamatorios ou moléculas de
sinalizacdo, € crucial para a aplicagdo de flavonoides como nutracéuticos neuroprotetores.

A atividade antioxidante dos flavonoides baseia-se fundamentalmente na sua
capacidade em doar 4tomos de hidrogénio, reduzindo os radicais livres as suas formas
estaveis, ¢ quelar fons metdlicos (Fe’” e Cu®") por complexacio (HALLIWELL, 1992;
SHUKLA; GUPTA, 2010).

As propriedades terapéuticas dos flavonoides associadas a sua a¢do antioxidante
tém sido extensivamente estudadas. Uma dieta rica em flavonoides, que inclua frutas e
vegetais previne doencas associadas ao estresse oxidativo, tais com as doencas do SNC. No
entanto, o grau em que os flavonoides provenientes da dieta podem atravessar a barreira
hemato-encefélica ainda ¢ uma questdo de debate, apesar de Rendeiro et al. (2015) citarem
em um trabalho de revisdo, uma série de estudos que mostraram a presenga de flavonoides e
seus metabolitos no tecido cerebral apds a administracdo oral de epicatequina, quercetina e
naringenina, mostrando uma variedade de efeitos bioldgicos.

Percebe-se claramente que o nimero de trabalhos avaliando as a¢des medicinais
dos flavonoides ¢ superior ao nimero de pesquisas de avaliacdo da sua toxicidade e/ou

reacoes adversas. Isto € preocupante, pois o uso de compostos de origem natural,
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principalmente de maneira indiscriminada, também podem causar danos ao organismo. De
modo geral, sdo exaltadas as propriedades benéficas dos flavonoides, ndo considerando as
possiveis reagdes adversas atreladas a utilizacdo dos mesmos, uma vez que muitos trabalhos
nao deixam claro em quais doses e tempo de exposi¢cdo os flavonoides podem ser toxicos,
resultando, muitas vezes, na falta de interesse de outros pesquisadores em utiliza-los como
referéncia ou modelo para a realiza¢do de outras pesquisas com esses compostos. Acredita-se
que em funcao disso os flavonoides sejam considerados pela literatura cientifica e midia em

geral como isentos de reagdes adversas (RODRIGUES et al., 2015).

1.7.1 Naringenina

A naringenina (4 ', 5,7-trihidroxiflavanona) ¢ um dos principais flavonoides presentes
na dieta ocidental, encontrado no tomate e frutas citricas (principalmente na casca), que vem
atraindo crescente interesse em nutricdo clinica e na clinica médica, na prevengao e
tratamento de doencas. Embora as propriedades de satide dos flavonoides sejam atribuidas a
sua biodisponibilidade apos a ingestdo, e a naringenina apresente baixa biodisponibilidade
(inferior a 10%), devido a um elevado metabolismo de primeira passagem no intestino e
figado, os estudos mostram que ela continua a mostrar inumeros efeitos biologicos
(ORREGO-LAGARON et al., 2015; ORREGO-LAGARON et al., 2016).

Este flavonoide tem sido relatado como tendo multiplos efeitos farmacoldgicos e
muitos deles sobre o sistema SNC possivelmente por efeitos antioxidantes, anti-inflamatdrios
e propriedades de sinalizagdo celular, através de mecanismos diretos ou indiretos
(RENDEIRO et al., 2015).

A naringenina protege contra deméncia e cogni¢cdo com potencial terapéutico para a
doenga de Alzheimer (WILLIAMS et al., 2012; ZAKI et al., 2014), inibe a atividade da
monoamina oxidase (OLSEN et al., 2008), exibe efeito do tipo antidepressivo no teste de
suspensao da cauda mediado, em parte, por sistemas monoaminérgicos, HPA e via fatores
neurotroficos (Y1 et al., 2010; 2012), exerce efeitos neuroprotetores contra a neurotoxicidade
induzida por carbaril (MUTHAIAH et al., 2013), alivia lesdo cerebral isquémica (RAZA et
al., 2013), entre outros efeitos neuroprotetores (LATIF, 2015; RENDEIRO et al., 2015).

Neste sentido, considerando que a naringenina ja foi estudada por suas propriedades
antidepressivas e antioxidantes, ¢ levando em consideragdo que os estudos mostram a
existéncia de mecanismos patologicos subjacentes comuns operando entre a depressdo e a

epilepsia, o presente estudo podera fornecer subsidios para nortear sobre a seguranga e
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risco/beneficio da naringenina como terapéutica alternativa natural no tratamento da
depressdo comorbida na epilepsia, uma vez que ndo encontramos na literatura cientifica
estudos pré-clinicos abordando os efeitos farmacolégicos da naringenina em condig¢des

patologicas que podem ser coexistentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar os efeitos da naringenina sobre o sistema nervoso central em modelos

comportamentais de convulsao e depressao em camundongos.

2.2 Especificos

Analisar os efeitos comportamentais do tratamento agudo e cronico com naringenina

no teste da suspensdo da cauda;

Analisar os efeitos comportamentais do tratamento agudo e cronico com naringenina

no teste do labirinto em cruz elevado;

Analisar os efeitos comportamentais do tratamento agudo e cronico com naringenina

no teste da convulsdo induzida por pilocarpina;

Investigar o envolvimento do adrenorreceptor o, no tratamento agudo e cronico com
naringenina, no teste da suspensdo da cauda e no teste da convulsdo induzida por

pilocarpina;

Determinar os efeitos do tratamento agudo e cronico da naringenina sobre a
peroxidagdo lipidica e formacdo de nitrito-nitrato em tecido cerebral de camundongos

apos convulsdes induzidas por pilocarpina;
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss adultos machos (20-30g) oriundos do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceard — UFC. Os animais foram mantidos na
Hospedaria da UFC — Campus Sobral em caixas de polipropileno com no maximo 8
animais, em condi¢des ambientais semelhantes, em temperatura média de 24 + 2°C, com
ciclo claro/escuro alternado de 12 horas, com luzes acesas as 06:00 horas, recebendo ragao

padrao e agua ad libitum.
3.2 Aspectos Eticos
O protocolo experimental (nimero 17/15) (Anexo A) foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da UFC, e os experimentos foram realizados de acordo
com as normas internacionais para utilizacao experimental de animais.

3.3 Drogas e Reagentes

As drogas e reagentes utilizados para execucdo do trabalho estdo listados no

Quadrol.

Quadro 1 — Drogas e Reagentes Utilizados.

Drogas/Reagentes Origem
Naringenina Sigma Chemical Co.,USA
Diazepam Unido Quimica Brasil
Cloridrato de imipramina Cristalia
Cloridrato de fluoxetina Neo Quimica
Cloridrato de bupropiona Nova Quimica
Minipress® (Cloridrato de prazosina) Laboratorio Pfizer
Cloridrato de pilocarpina Sigma Chemical Co.,USA
Dimetil Sulfoxido (DMSO) Sigma Chemical Co.,USA
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3.4 Preparo das Drogas

A naringenina foi dissolvida em DMSO a 0,01%, a pilocarpina foi dissolvida em

solucao salina e as demais drogas foram dissolvidas em agua destilada.

3.5 Protocolo Experimental

Os experimentos comportamentais foram conduzidos entre 08:00 ¢ 12:00 horas.
Antes dos mesmos, os animais foram colocados em ambiente fechado, desprovido de barulho
externo, com a temperatura constante (24 + 1° C) e iluminacdo de baixa intensidade (Iampada
vermelha de 15 W), para que se adaptassem com o ambiente do experimento. Os testes da
suspensdo da cauda (TSC), campo aberto, labirinto em cruz elevado (LCE) foram realizados
com 0s mesmos grupos de animais, tanto no tratamento agudo (primeiro ¢ segundo dias de
tratamento) como no cronico (décimo quarto e décimo quinto dias de tratamento) (Figura 1),
uma hora apds a administracdo via oral de naringenina ou imipramina ou fluoxetina ou
bupropiona ou prazosina, com exce¢do do teste da convulsdo, que para tratamento agudo,
foram utilizados outros grupos de animais (Figura 2). Os testes comportamentais realizados
com os animais que foram tratados durante 15 dias aconteceram em dias distintos, com
exce¢do do campo aberto e labirinto em cruz elevado que foram realizados no mesmo dia,
seguido um do outro (Figuras 1 e 3). Em todos os testes, com exce¢do do teste da suspensao
da cauda, apds cada observagdo do animal, foi utilizado alcool 10% para remocao de residuos

e odor do mesmo.



Figura 1 - Protocolo Experimental (Tratamento Agudo e Cronico)

Tratamento (15 dias)

1 2 13 14 15
60’ l
TsC Teste do TSC Teste do Teste da
Campo aberto campo aberto convulsido
induzida
1 o=
pilocarpina

Teste do LCE Teste do LCE

Estudos comportamentais

TSC= Teste da Suspensdo da Cauda; LCE= Labirinto em Cruz Elevado.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 2 - Teste da Convulsdo Induzida por Pilocarpina com (Tratamento Agudo)

Tratamento agudo

Dial

Teste da
convulsdo
induzida
por
pilocarpina

Estudos comportamental

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.6 Tratamento dos Grupos Experimentais

As doses da naringenina foram determinadas com base em trabalhos que
avaliaram a atividade antidepressiva deste flavonoide (Y1 et al., 2010; YI et al., 2012). As
doses das demais drogas foram selecionadas a partir de estudos prévios realizados em nosso
laboratério. Os animais receberam um pré-tratamento com naringenina (NAR) (10, 20, 50,
v.0.) ou veiculo (DMSO 0,01%, v.o.) de forma aguda (Quadro 2) e cronica (durante 15 dias)
(Quadro 3), ou prazosina (1 mg/kg, v.0.) (antagonista adrenérgico al) ou prazosina (1 mg/kg,
v.0) com NAR (20 mg/kg ou 50, v.0) durante 15 dias (Quadro 3). Para a avaliagdo da
atividade antidepressiva no teste de suspensdo da cauda, foram utilizadas imipramina 30
mg/kg, fluoxetina 15 mg/kg e bupropiona 5 mg/kg, via oral (v.0.), como padrdes positivos.
Como referéncia ansiolitica nos testes do labirinto em cruz elevado e campo aberto foram
utilizados o diazepam 1 mg/kg (i.p.) e diazepam 2 mg/kg (i.p.), respectivamente. Para o teste

de convulsao foi utilizada a pilocarpina na dose de 400 mg/kg (i.p.).

Quadro 2 — Tratamento Agudo

GRUPOS TRATAMENTOS

1 DMSO 0,01% agudo

DMSO 0,01% agudo + Pilocarpina (400 mg/kg i.p.)

Naringenina (10 mg/kg, v.0.) agudo + Pilocarpina (400 mg/kg i.p.)

Naringenina (20 mg/kg, v.o .) agudo + Pilocarpina (400 mg/kg i.p.)

Naringenina (50 mg/kg, v.o.) agudo + Pilocarpina (400 mg/kg i.p.)

Imipramina (30 mg/kg, v.0) agudo + Pilocarpina (400 mg/kg i.p.)

Fluoxetina (15 mg/kg, v.0) agudo + Pilocarpina (400 mg/kg i.p)

R Q| SN N A W

Bupropiona (5 mg/kg, v.0) agudo + Pilocarpina (400 mg/kg i.p)
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Quadro 3 — Tratamento Cronico

GRUPOS TRATAMENTOS

9 DMSO 0,01% durante 15 dias

10 DMSO 0,01% durante 15 dias + Pilocarpina (400 mg/kg i.p.) no 15° dia

11 Naringenina (10 mg/kg, v.o0.) durante 15 dias + Pilocarpina (400 mg/kg i.p.) no 15° dia

12 Naringenina (20 mg/kg, v.o .) durantel5 dias + Pilocarpina (400 mg/kg i.p.) no 15° dia

13 Naringenina (50 mg/kg, v.0.) durante 15 dias + Pilocarpina (400 mg/kg i.p.) no 15° dia

14 Imipramina (30mg/kg, v.o) durante 15 dias + Pilocarpina (400 mg/kg i.p) no 15° dia

15 Fluoxetina (15 mg/kg, v.0) durante 15 dias + Pilocarpina (400 mg/kg i.p) no 15° dia

16 Bupropiona (5 mg/kg, v.0) durante 15 dias + Pilocarpina (400 mg/kg i.p) no 15° dia

17 Prazosina (1 mg/kg, v.o.) durante 15 dias + Pilocarpina (400 mg/kg i.p.) no 15° dia

18 Prazosina (1 mg/kg, v.o.) durante 15 dias + Naringenina (20 mg/kg, v.0.) + Pilocarpina
(400 mg/kg 1.p.) no 15° dia

19 Prazosina (1 mg/kg, v.0.) durante 15 + Naringenina (50 mg/kg, v.0.) + Pilocarpina (400
mg/kg i.p.) no 15° dia

20 Prazosina (1 mg/kg, v.o.) durante 15 + Imipramina (30 mg/kg, v.0.) + Pilocarpina (400

mg/kg i.p.) no 15° dia

3.7 Estudos Comportamentais

Os estudos comportamentais foram realizados 30 ou 60 minutos apds os

tratamentos via i.p ou v.o0., respectivamente.

3.7.1 Avaliacdo da Atividade Locomotora

3.7.1.1 Teste do Campo Aberto

Este modelo foi proposto por Hall (1936) para a avaliacio da atividade

locomotora dos animais. O aparato para realizacdo do teste consiste em uma caixa de madeira

com piso preto (30 x 30 x 15) dividido em nove quadrantes iguais.
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Para este teste foram utilizados os seguintes grupos de animais: veiculo (DMSO
0,01%, v.0.) ou naringenina (10, 20, 50 mg/kg, v.0.) ou fluoxetina (15 mg/kg) ou imipramina
(30 mg/kg) ou bupropiona (5 mg/kg) ou diazepam (2 mg/kg, i.p.).

Apo6s 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou v.o0., respectivamente, no segundo
e décimo quarto dias de tratamento com veiculo ou naringenina ou imipramina ou fluoxetina
ou bupropiona ou diazepam, os camundongos foram colocados no centro do campo aberto,
um por vez, € o seu comportamento foi observado por 5 minutos. Os parametros observados
foram: a atividade locomotora espontanea(nimero de cruzamentos com as quatro patas entre
as divisdes do campo aberto), o nimero de comportamentos de auto-limpeza (grooming) € o

numero de levantamentos (rearing) sem apoiar nas paredes do campo aberto (Figura 3).

3.7.2 Avaliacao da Atividade Ansiolitica

3.7.2.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) ¢ baseado no modelo proposto, em ratos, por
(PELLOW et al., 1985) e validado por (LISTER, 1987) para camundongos e consiste de dois
bragos abertos opostos (30 x 5 x 25 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm), também opostos,
em forma de cruz grega. Os bragos abertos e fechados estdo conectados por uma plataforma
central (5 x 5 cm). A plataforma, as paredes laterais dos bragos fechados e o chdo sdo
confeccionados em acrilico. O aparelho fica elevado a uma altura de 45 cm do nivel do chao.
Neste modelo, os roedores evitam os bragos abertos do labirinto, restringindo a maioria de
suas atividades aos bracos fechados. Um aumento seletivo nos parametros correspondentes
aos bragos abertos (entradas e tempo) revela um efeito ansiolitico (PELLOW et al., 1985;
PELLOW; FILE, 1986).

Para este teste foram utilizados os seguintes grupos de animais: veiculo (DMSO
0,01%, v.0.) ou naringenina (10, 20, 50 mg/kg, v.0.) ou imipramina (30 mg/kg, v.0.) ou
fluoxetina (15 mg/kg, v.0) ou bupropiona (5 mg/kg, v.o.) ou diazepam (1 mg/kg, i.p.).

Apo6s 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou v.0., respectivamente, no segundo
e décimo quarto dias de tratamento com veiculo ou naringenina ou imipramina ou fluoxetina
ou bupropiona ou diazepam, os camundongos foram colocados no centro do aparelho com a
cabega voltada para um dos bragos fechados e o seu comportamento foi observado por 5 min

(PELLOW et al., 1985) (Figura 3).
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As medidas comportamentais registradas no LCE foram: frequéncia de entradas e
o tempo despendido nos bragos abertos e nos fechados. A frequéncia total de entradas foi
obtida pela soma simples das frequéncias de entradas nos bragos abertos e nos fechados. Para
analise estatistica dos dados e confec¢ao dos graficos, a percentagem de entradas nos bracos
abertos foi calculada dividindo-se a frequéncia de entradas nos bragos abertos pela frequéncia
total de entradas, e esse indice multiplicado por 100. De maneira semelhante foi calculada a
percentagem de tempo em que os animais permaneceram nos bragos abertos. Os parametros
utilizados para a andlise estatistica foram: nimero de entradas nos bragos abertos (NEBA),
tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA), percentagem de entrada nos bragos abertos
(PEBA) e percentagem de tempo nos bracos abertos (PTBA). Para a andlise estatistica todos

os grupos foram comparados ao grupo controle.

Figura 3 - Esquema do Teste do Campo Aberto e Labirinto em Cruz Elevado

_ 5 min ] | & wiliie
T |~ /
Grupos: 1a 16 Parametros avaliados: Parametros avaliados:
- N2 de cruzamentos - NEBA
- N2 de rearing - TPBA
- N2 de grooming = FEBA
- PTBA

NEBA= Numero de entradas nos bragos abertos; TPBA= Tempo de permanéncia nos bragos abertos;
PEBA= Percentagem de entrada nos bracos abertos; PTBA= Percentagem de tempo nos bragos abertos.

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.7.3 Avaliagdo da Atividade Antidepressiva

3.7.3.1 Teste da Suspensdo da Cauda

O teste de suspensdo pela cauda ¢ um dos modelos classicos para avaliagdo da

atividade antidepressiva de farmacos (STERU et al, 1985). Nesse teste, os animais sao
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suspensos pela cauda impedidos de tocar o chdo ou fugir e defrontam-se com o conflito entre
o estresse fisico gerado pela tentativa de fuga sem sucesso € a motivagdo para continuar
tentando. Provavelmente, no momento em que esse estresse fisico ultrapassa a motivagao para
a fuga, eles adquirem uma postura imovel caracteristica (corpo e cabeca alongados, patas
dianteiras unidas e traseiras separadas) cuja duragdo e frequéncia aumentam ao longo do
tempo. Esse modelo tem validade preditiva, uma vez que drogas com atividade antidepressiva
utilizadas na terapia da depressao em humanos diminuem o tempo de imobilidade (efeito anti-
imobilidade) de camundongos nesse teste (CRYAN et al., 2005; STERU et al., 1985).

Para esse teste foram utilizados os seguintes grupos de animais: veiculo (DMSO
0,01%, v.0.) ou naringenina (10, 20, 50 mg/kg, v.0.) ou imipramina (30 mg/kg, v.0.) ou
fluoxetina (15 mg/kg, v.0) ou bupropiona (5 mg/kg, v.0.) ou prazosina (1 mg/kg, v.o.).

Apos 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou v.o., respectivamente, no primeiro
e décimo terceiro dias de tratamento com veiculo ou naringenina ou imipramina ou fluoxetina
ou bupropiona, os camundongos, um por vez, foram suspensos, presos com uma fita adesiva
cerca de 1 cm da cauda, numa plataforma de 58 cm, durante 6 minutos. O pardmetro

observado foi o tempo de imobilidade do animal, em segundos (Figura 4).

Figura 4 - Esquema do Teste da Suspensao da Cauda

6 min

1h

Grupos: 1a 20 Parametro avaliado:
Tempo de imobilidade

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.7.4 Avaliagdo da Convulsao Induzida por Pilocarpina

3.7.4.1 Teste da Convulsao Induzida por Pilocarpina

O teste de convulsdo induzida por pilocarpina consiste na administragdo, via
sistémica, de altas doses do agonista muscarinico pilocarpina em roedores (TURSKI et al.,
1983; CAVALHEIRO, 1995). Para este teste foram utilizados os seguintes grupos de animais:
veiculo (DMSO 0,01%, v.0.) ou naringenina (10, 20, 50 mg/kg, v.0.) ou imipramina (30
mg/kg, v.0.) ou fluoxetina (15 mg/kg, v.0) ou bupropiona (5 mg/kg, v.o.).

Apds 60 minutos dos tratamentos, no primeiro dia (agudo) ou no décimo quinto
(cronico) dias, foi administrado pilocarpina 400 mg/kg (P400), i.p. Logo ap6s a administragdo
de P400, os animais foram colocados em gaiolas individuais e observados por um periodo de
60 minutos. Os parametros analisados foram: laténcia da convulsdo (tempo entre a
administracdo de P400 até a primeira convulsdo) e a laténcia de morte dos animais (tempo

decorrido da administragdo de P400 e morte dos animais), em segundos (FIGURA 5).

Figura 5 - Esquema do Teste da Convulsdo Induzida por Pilocarpina

60 min
% 9
1h Y
Parametros avaliados:
P400 Bl x
- Laténcia de convulsao
Grupos: 1a 20 - Laténcia de morte
P400= Pilocarpina 400 mg/kg. Fonte: Elaborada pelo autor.

3.7.5 Envolvimento do Adrenorreceptor a; na Atividade Antidepressiva e na Convulsdo

Induzida por Pilocarpina no Tratamento com Naringenina

Para investigar a participacdo do adrenorreceptor a; no efeito antidepressivo e na

convulsdo induzida por pilocarpina, os animais foram pré-tratados com prazosina (1
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mg/kg,v.0.), antagonista seletivo de receptores ai-adrenérgicos) trinta minutos antes do
tratamento com naringenina (20 mg/kg, v.o., para o efeito antidepressivo e convulsivante e 50
mg/kg, v.o, para o efeito convulsivante ) ou imipramina (30 mg/Kg, v.0.). Apds 60 minutos
do ultimo tratamento, os animais foram submetidos aos testes comportamentais: teste da
suspensdo da cauda, teste do campo aberto e teste da convulsdo induzida por pilocarpina,
seguindo o mesmo protocolo experimental para os grupos tratados com a naringenina ou

imipramina sozinhas.

3.8 Dissecaciio das Areas Cerebrais

Ap0s o teste da convulsdo induzida por pilocarpina, com o tratamento agudo ou
cronico, os animais que ndo sobreviveram até o final do periodo de observagao
comportamental foram decapitados logo ap6s a morte. Os animais tratados de forma aguda e
cronica com DMSO 0,01% (v.0.) que ndo receberam pilocarpina foram sacrificados duas
horas ap6s o tratamento. O cérebro de todos os animais foram rapidamente removidos e
dissecados sobre gelo (Figura 6). O hipocampo, corpo estriado e cortex pré-frontal foram
removidos e armazenados isoladamente a -80°C para a realizagdo dos estudos neuroquimicos

relacionados ao estresse oxidativo.

Figura 6 - Dissecacdo das areas cerebrais

_I. g b -
: ‘Cort ot ex pré-frontal
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3.9 Avaliacao do Estresse Oxidativo

3.9.1 Determinacio do Indice de Peroxidacio Lipidica
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O grau de lipoperoxidagdo nas areas cerebrais (cortex pré-frontal, hipocampo e
nucleos da base) foi medido através da determinacdo das concentragdes de substincias
reativas do acido tiobarbitirico (TBARS), conforme o método de Draper e Hadley (1990),
seguindo o protocolo a seguir.

Os tecidos cerebrais foram homogeneizados a 10% em tampao fosfato 50 mM
(pH 7,4) gelado. Sessenta e trés microlitros (63 pL) do homogenato foram adicionados em
tubos de eppendorf, seguido da adigdo de 100 pL de acido percldrico (35%). As amostras
foram centrifugadas a 14000 rotagdes por minuto (rpm) por 15 minutos a 4°C. Em seguida,
150 pL do sobrenadante de cada amostra foram transferidos para outros tubos e adicionado 50
uL de acido tiobarbitrico 1,2%. A mistura foi levada ao banho de agua por 30 minutos, a
temperatura de 95°C. A solu¢do foi entdo retirada e colocada para esfriar a temperatura
ambiente e adicionada em placas de 96 pocos para leitura em Elisa 535 nm. Os resultados

foram expressos em micromol de malonildialdeido (MDA) por mg de proteina

- Curva-padrao de malonildialdeido (MDA)

A partir da solugao padrao de MDA, foram preparadas as solugdes a 0,627; 1,247,
2,463; 4,8; 9,16 e 16,77 umol. O branco foi feito com agua destilada. A leitura da absorbancia

foi feita a 535 nm para determinacgdo da equagdo da curva-padrdo de MDA.

3.9.2 Determinacgdo da Concentragdo de Nitrito/Nitrato

Para a determinacdo da produgdo de nitrito/nitrato, primeiramente foi preparado
uma curva padrdo. Para isso, foram pesados 6,9 mg de NaNO, e dissolvidos em 10 mL de
agua bidestilada (estoque-10 mM) e feitas as dilui¢cdes em série (10 e 20 x), ficando 1 mM,
100 uM, 10 pM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM, 0,312 uM. Foi realizada uma equagao
da reta para o célculo das concentragdes do teste (GREEN et al., 1981). Para a determinacao
da concentracdo de nitrito de acordo com o método de Green et al. (1982), foram preparados
homogenatos das areas cerebrais a 10% (p/v) em tampao fosfato 50 mM (pH 7,4). Uma
aliquota de 100 pL dos homogenatos foi centrifugada (11000 g, 15 min) e 50 pL do
sobrenadante foi incubado com 50 pL do reagente de Griess [sulfanilamida 1 % em H;PO4 1
%/N-(-1-naphthyl)-ethylenediamine 0,1 % / H3PO4; 1 % / Agua destilada (1:1:1:1)] a

temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi medida em equipamento de Elisa a
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540 nm. A concentragdo de nitrito (uM) foi determinada a partir de uma curva padrdo de

NaN02 .

3.10 Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada através do software GraphPad
Prism versao 5.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego, California EUA. Copyright
(c) 1992- 2007 por GraphPad Software.

Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni's
Multiple Comparison como teste post hoc.

Em todas as analises estatisticas, os valores foram representados pela Média + Erro
Padrao da Média (EPM) com o nimero de animais entre parénteses, e foi considerado o nivel
critico para rejeicao da hipdtese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05). Os asteriscos (*p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001) caracterizam o grau de significancia, assim como as letras “a” ¢ “b”.
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4 RESULTADOS

4.1. Estudos Comportamentais

4.1.1 Avaliacao da Atividade Locomotora

4.1.1.1 Teste do Campo Aberto

No teste do campo aberto, a naringenina, em todas as doses utilizadas, ndo
aumentou a atividade locomotora espontanea dos animais com tratamento agudo (Figura 7)
[NAR-10: 95,82+4,560 (10); NAR-20: 90,09 + 4,044 (11); NAR-50: 95,00+4,079 (9)] e
cronico (Figura 8) [NAR-10: 78,89+3,553(9); NAR-20: 73,88+5,416 (8); NAR-50: 68,67+
(3,454)] quando comparado com os respectivos tratamentos com o grupo controle [Controle
agudo: 76,67+7,176 (9); Controle cronico: 72,94+3,598 (16)], assim como os tratamentos
agudo e cronico com imipramina [IMP-30 agudo: 103,6+£7,068 (6); IMP-30
cronico:81,67+7,757 (6)] e fluoxetina [FLU-15 agudo: 99,67£8,678 (6); FLU-15 cronico:
80,20+6,264]. Apenas os tratamento agudo e cronico com a bupropiona [BUP-5 agudo:
122,849,724 (6); BUP-5 cronico: 97,00+6,336 (7)] aumentaram a atividade locomotora com
relacdo aos tratamentos agudo e cronico do grupo controle [Controle agudo: 76,677,176 (9)].
O diazepam 2mg/Kg, i.p., usado como droga padrdo, reduziu a atividade locomotora [DZP2:
21,63+1,349(8)] em relagdo aos tratamentos agudo e cronico do grupo controle.

Nao foi observada nenhuma alteracdo no nimero de rearing com os tratamentos
agudo (Figura 9) [NAR-10: 18,83+2,372 (7); NAR-20:11,17 £2,587 (6); NAR-50:
10,14+1,262 (7)] e cronico (Figura 10) [NAR-10: 12,10+£1,206 (12); NAR-20: 10,50+1,500
(6); NAR-50: 12,54;1,289 (13)] com naringenina quando comparado com o0s respectivos
tratamentos do grupo controle [Controle agudo: 17,64+1,533 (11); Controle cronico:], assim
como os tratamentos agudos e cronicos com imipramina [IMP-30 agudo: 17,00+2,608 (6)],
fluoxetina [FLU-15 agudo: 14,00+£3,011(6); FLU-15 cronico: 15,20+0,09695(6)] e
bupropiona [BUP-5 agudo: 12,20+1,497 (6); BUP-5 cronico: 20,80+2,764 (6)].

O diazepam 2mg/Kg, i.p., usado como droga padrio, reduziu o rearing
[4,375+0,4605 (8)] em relagdo aos tratamentos agudo e cronico do grupo controle.

Com relagdo ao numero de grooming nao foi observada nenhuma alteracdo com
os tratamentos agudo e cronico com naringenina nas doses de 10, 20 e 50 mg/kg [NAR-10

agudo: 8,833 = 0,6610 (12); NAR-10 cronico: 8,111 £+ 0,6334 (9); NAR-20 agudo: 7,400 +
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0,3399 (10); NAR-20 cronico: 8,667 + 0,8433 (6); NAR-50 agudo: 10,64 + 1,038 (11); NAR-
50 cronico: 11,14 £+ 0,8442 (14)] quando comparados com os respectivos tratamentos do grupo
controle [Controle agudo: 6,857 + 0,2608 (7); Controle crénico: 8,636 + 0,8342 (11)] (Figura
11 e12).

Os tratamentos agudo e cronico com imipramina e fluoxetina [IMP-30 agudo:
8,400 + 1,030 (5); IMP-30: 11,40 2,600 (5); FLU-15 agudo: 10,17 £ 1, 046 (6); FLU-15
cronico: 14,00 £ 2.160 (5)] ndo mostraram alteragao no numero de grooming com relagao aos
respectivos tratamentos do grupo controle [Controle agudo: 6,857 + 0,2608 (7); Controle
cronico: 8,636 + 0,8342 (11)], enquanto o tratamento agudo com bupropiona [BUP-5 agudo:
14,00 £ 2,345 (5)] aumentou o numero de grooming nos animais, sem interferir neste
parametro com tratamento cronico [BUP-5 cronico: 12,33 £2,951 (6)].

O diazepam 2mg/Kg, i.p., usado como droga padrdo, reduziu o rearing

[4,375%0,4605 (8)] em relacdo aos tratamentos agudo e cronico do grupo controle.



50

Figura 7 - Efeito do tratamento agudo com naringenina sobre a atividade locomotora

espontanea no teste do campo aberto em camundongos.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR, v.0.), imipramina (IMP, v.0.), fluoxetina (FLU,
v.0.), bupropiona (BUP, v.0.) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do
experimento. Os valores representam a média £ EPM do niimero de cruzamentos durante 5 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc.

Valores significativos: *** p< 0,001 vs controle.



51

Figura 8 - Efeito do tratamento cronico com naringenina sobre a atividade locomotora

espontanea no teste do campo aberto em camundongos.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR, v.0.), imipramina (IMP, v.0.) fluoxetina (FLU, v.0.),
bupropiona (BUP, v.0.) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do
experimento. Os valores representam a média £ EPM do niimero de cruzamentos durante 5 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc.

Valores significativos: **p< 0,01 *** p< (0,001 vs controle.
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Figura 9 - Efeito do tratamento agudo com naringenina sobre ntimero o de rearing no teste do

campo aberto em camundongos.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR, v.0.), imipramina (IMP, v.0.), fluoxetina (FLU,
v.0.), bupropiona (BUP, v.0.) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do
experimento. Os valores representam a média £ EPM do niimero de rearing durante 5 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc.

Valores significativos: *** p< 0,001 vs controle.
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Figura 10 - Efeito do tratamento cronico com naringenina sobre nimero de rearing no teste

do campo aberto em camundongos.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR, v.0.), imipramina (IMP, v.0.), fluoxetina (FLU,
v.0.), bupropiona (BUP, v.0.) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM do numero de rearing durante 5 minutos. Para andlise
estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc.

Valores significativos: *** p< 0,001 vs controle.
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Figura 11 - Efeito do tratamento agudo com naringenina sobre o numero de grooming no teste

do campo aberto em camundongos.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR, v.0.), imipramina (IMP, v.0.), fluoxetina (FLU,
v.0.), bupropiona (BUP, v.0.) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM do nimero de grooming durante 5 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc.

Valores significativos: *p< 0,05 *** p<0,001 vs controle.
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Figura 12 - Efeito do tratamento agudo com naringenina sobre o numero de grooming no teste

do campo aberto em camundongos.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR, v.0.), fluoxetina (FLU, v.0.),bupropiona (BUP, v.0.)
e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores
representam a média =+ EPM do ntimero de grooming durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado
ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: ** p<

0,001 vs controle.
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4.1.2 Avaliacao da Atividade Ansiolitica

4.1.2.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O ntimero de entrada nos bragos abertos (NEBA), a percentagem de entrada nos
bracos abertos (PEBA), o tempo de permanéncia nos bragos abertos (TPBA) e a percentagem
do tempo de permanéncia nos bragos abertos (PTBA) foram os parametros avaliados nos
animais jovens ¢ adultos.

Os tratamentos agudo e cronico com a naringenina nas doses de 10, 20 e 50
mg/kg, bem como os tratamentos agudo e cronico com os controles antidepressivos
imipramina (30 mg/kg), fluoxetina (15 mg/kg) e bupropiona (5 mg/kg) ndo interferiram nos
parametros avaliados quando comparados com os respectivos tratamentos do grupo controle
(Figuras 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20). O tratamento com diazepam 1 mg/kg aumentou todos
os parametros analisados [NEBA: 15,33 + 1,93 (6); PEBA: 53,65 + 5,64 (7); TPBA: 1684 +
14,87 (7); PTBA: 61,41 £ 5,98 (7)] em relagdo aos tratamentos agudo [NEBA: 0,4167 +
0,1930 (12); PEBA: 2,180 + 1, 078 (12); TPBA: 4,917 + 2,732 (12); PTBA: 1,821 £ 1,010
(12)] e cronico do grupo controle [NEBA: 0,1667 =0, 1667 (12); PEBA: 1, 667 £ 1, 667 (12);
TPBA: 2,333 £ 2,333 (12); PTBA: 0,9042 + 0,9042 (12)].
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Figura 13 - Efeito do tratamento agudo com naringenina sobre o numero de entrada nos

bragos abertos (NEBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR, v.0.), imipramina (IMP, v.0.) fluoxetina (FLU, v.0.),
bupropiona (BUP, v.0.) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 60 min antes do experimento. Os valores
representam a média £ EPM do niimero de entrada nos bragos abertos durante 5 minutos. Para analise estatistica
foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc. Valores

significativos: *** p< 0,001 vs controle.
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Figura 14 - Efeito do tratamento agudo com naringenina sobre o percentual de entrada nos

bragos abertos (PEBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado.

Tratamento agudo

*k%k

Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR, v.0.), imipramina (IMP, v.0.) fluoxetina (FLU, v.0.),
bupropiona (BUP, v.0.) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 60 min antes do experimento. Os valores
representam a média £ EPM do percentual de entrada nos bragos abertos durante 5 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc.

Valores significativos: *** p< 0,001 vs controle.
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Figura 15 - Efeito do tratamento agudo com naringenina sobre o tempo de permanéncia nos

bragos abertos (TPBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR, v.0.), imipramina (IMP, v.0.) fluoxetina (FLU, v.0.),
bupropiona (BUP, v.0.) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 60 min antes do experimento. Os valores
representam a média =+ EPM do tempo de permanéncia nos bragos abertos durante 5 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc.

Valores significativos: *** p< 0,001 vs controle.
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Figura 16 - Efeito do tratamento agudo com naringenina sobre do percentual do tempo de

permanéncia nos bragos abertos (PTBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR, v.0.), imipramina (IMP, v.0.) fluoxetina (FLU, v.0.),
bupropiona (BUP, v.0.) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 60 min antes do experimento. Os valores
representam a média £ EPM do percentual de permanéncia nos bragos abertos durante 5 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc.

Valores significativos: *** p< 0,001 vs controle.
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Figura 17 - Efeito do tratamento cronico com naringenina sobre o nimero de entrada nos

bragos abertos (NEBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR, v.0.), imipramina (IMP, v.0.) fluoxetina (FLU, v.0.),
bupropiona (BUP, v.o0.) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 60 min antes do experimento. Os valores
representam a média £ EPM do niimero de entrada nos bragos abertos durante 5 minutos. Para analise estatistica
foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc. Valores

significativos: *** p< 0,001 vs controle.
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Figura 18 - Efeito do tratamento cronico com naringenina sobre o percentual de entrada nos

bragos abertos (PEBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR, v.0.), imipramina (IMP, v.0.) fluoxetina (FLU, v.0.),
bupropiona (BUP, v.0.) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 60 min antes do experimento. Os valores
representam a média £ EPM do percentual de entrada nos bragos abertos durante 5 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc.

Valores significativos: *** p< 0,001 vs controle.
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Figura 19 - Efeito do tratamento cronico com naringenina sobre o tempo de permanéncia nos

bragos abertos (TPBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR, v.0.), imipramina (IMP, v.0.) fluoxetina (FLU, v.0.),
bupropiona (BUP, v.0.) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 60 min antes do experimento. Os valores
representam a média = EPM do tempo de permanéncia nos bragos abertos durante 5 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc.

Valores significativos: *** p< 0,001 vs controle.



64

Figura 20 - Efeito do tratamento cronico com naringenina sobre o percentual de tempo de

permanéncia nos bragos abertos (PTBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR, v.0.), imipramina (IMP, v.0.) fluoxetina (FLU, v.0.),
bupropiona (BUP, v.0.) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 60 min antes do experimento. Os valores
representam a média + EPM do percentual tempo de permanéncia nos bragos abertos durante 5 minutos. Para
analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc.

Valores significativos: *** p< 0,001 vs controle.
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4.1.3 Avaliacio da Atividade Antidepressiva

4.1.3.1 Teste da Suspensao da Cauda

O tratamento agudo (Figura 21) com naringenina nas doses de 10, 20 ¢ 50 mg/kg
[NAR-10 agudo: 103,2 + 6,409 (13); NAR-20 agudo: 80,67 + 8,269 (6); NAR-50 agudo:
116,2 + 7,545 (10)] reduziu o tempo de imobilidade dos animais em relagao ao grupo controle
[Controle agudo: 170,1 + 13,75 (14)], enquanto no tratamento cronico (Figura 22), apenas as
doses de 10 e 20 mg/kg [NAR-10 cronico: 91,00 + 8,803 (9); NAR-20 cronico: 59,56 + 4,805
(9)] mostrou efeito anti-imobilidade quando comparadas com o grupo controle [Controle
cronico: 183,3 = 15,78 (9)].

Os antidepressivos imipramina (30 mg/kg), fluoxetina (15 mg/kg) e bupropiona (5
mg/kg), utilizados como padrdes positivos, reduziram o tempo de imobilidade dos animais
tanto no tratamento agudo como no cronico [IMP-30 agudo: 47,17 + 4,453(6); IPM-30
cronico: 38,60 + 3,957 (5); FLU-15 agudo: 97,80 + 8,599 (5); FLU cronico: 79,00 + 8,562
(5); BUP-5 agudo: 68,60 + 10,73(5); BUP cronico: 110,4 + 7,427 (5)], quando comparados
com o grupo controle de ambos os tratamentos [Controle agudo: 170,1 = 13,75 (14); Controle

cronico: 183,3 £ 15,78 (9)].
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Figura 21 - Efeito do tratamento agudo com naringenina sobre o tempo de imobilidade no

teste de suspensdo da cauda.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR, v.0.), imipramina (IMP, v.0.), fluoxetina (FLU,
v.0.), bupropiona (BUP, v.0.) foram administrados 60 min antes do experimento. Os valores representam a
média £ EPM do tempo de imobilidade durante 6 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguida

por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: **p< 0,01 *** p< 0,001

vs controle.
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Figura 22 - Efeito do tratamento cronico com naringenina sobre o tempo de imobilidade no

teste de suspensdo da cauda.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR, v.0.), imipramina (IMP, v.0.), fluoxetina (FLU,
v.0.), bupropiona (BUP, v.0.) foram administrados 60 min antes do experimento. Os valores representam a
média = EPM do tempo de imobilidade durante 6 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida
por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: *** p< 0,001 vs

controle.
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4.1.4 Avaliacdo da Convulsio Induzida por Pilocarpina

4.1.4.1 Teste da Convulsao Induzida por Pilocarpina

Apo6s alguns minutos da administragdo da pilocarpina, 400 mg/Kg, i.p. (P400), os
animais apresentaram sinais colinérgicos periféricos (miose, piloerecdo salivagdo, diarréia,
diurese e tremores) movimentos estereotipados (aumento da atividade de roer, cogar, mastigar
e wet-dog shakes — ato de sacudir semelhante a um cachorro molhado), seguidos por
convulsdes motoras limbicas. Esses sinais foram mais pronunciados nos grupos que
receberam tratamento cronico com naringenina nas doses de 20 e 50 mg/kg.

O tratamento agudo com naringenina nas doses de 10, 20 e 50 mg/kg [NAR-10
convulsdo: 552,4 £ 22,71 (7); morte: 846,0 = 39,90 (7). NAR-20 convulsao: 492,5 + 23,82
(13); morte: 777,1 £ 24,58 (12). NAR-50 convulsao: 512,0 = 27,83 (10); morte: 709,1 + 45,35
(10)], bem como com as drogas antidepressivas imipramina (30 mg/kg), fluoxetina (15
mg/kg) e bupropiona (5 mg/kg) [IMP-30 convulsdo: 498,7 + 31,02 (7); morte: 622,4 + 42,93
(7). FLU-15 convulsdo: 586,3 =+ 22,93 (6); morte: 686,5 £ 22,79 (6). BUP-5 convulsao:
527,0 £ 26,39 (6); morte: 622,0 = 19,98 (6)] ndo interferiram na laténcia de convulsdo e morte
quando comparados com o grupo controle [Convulsdo: 584,6 + 26,73 (10); morte: 735,2 +
39,99 (10)] (Figuras 23 e 24).

Os animais que receberam tratamento cronico com naringenina na dose de 10 mg/kg
ndo tiveram altera¢do quanto a laténcia para o primeiro episédio de convulsdo [Convulsdo:
573,8+£25,40 (12), bem como para a morte [Morte:735,5£18,66] quando comparados com o
grupo controle pilocarpina [Convulsdo: 634,6+30,01(17); Morte: 777,7+43,77 (14)]. No
entanto, aqueles tratados com a dose de 20 mg/Kg tiveram uma redug@o apenas na laténcia
para o primeiro episdédio de convulsdo [Convulsdo: 503,0+15,98 (10); Morte: 709,3+20,92
(11)] quando comparado com o grupo controle pilocarpina [Convulsdo: 634,6+30,01 (17);
Morte: 777,7+43,77(14)], enquanto aqueles tratados com a dose de 50 mg/kg reduziram a
laténcia de convulsdo e morte [Convulsdao: 529,9+16,13 (17); Morte: 609,9+23,839 (20)]
(Figuras 25 e 26).

O tratamento cronico com os controles das drogas antidepressivas: imipramina
[Convulsdo: 609,7+27,43 (6); Morte: 723,3+31,41], fluoxetina [Convulsao: 516,7+£23,56 (6);
Morte: 639,2+66,09 (6)] e bupropiona [Convulsdo: 536,3+30,38 (6); Morte: 667,7+40,92 (6)]

ndo interferiram na laténcia para o primeiro episddio de convulsdo e na laténcia de morte
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quando comparados com o grupo controle pilocarpina [Convulsao: 634,6+£30,01 (17); Morte:

777,7+43,77(14)].
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Figura 23 - Efeito do tratamento agudo com naringenina sobre a laténcia de convulsdo no

teste de convulsao induzida por pilocarpina.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR 10, 20 e 50 mg/kg v.0.), imipramina (IMP 30 mg/kg,
v.0.), fluoxetina (FLU 15mg/kg, v.0.) e bupropiona (BUP 5 mg/kg, v.0.) administrados 60 min (v.0.) antes da
administracdo de pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). Os valores representam a média = EPM da laténcia para o
primeiro episdédio de convulsdo durante uma hora. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por

Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc.
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Figura 24 - Efeito do tratamento agudo com naringenina sobre a laténcia de morte no teste de

convulsao induzida por pilocarpina.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR 10, 20 e 50 mg/kg v.0.), imipramina (IMP 30 mg/kg,
v.0.), fluoxetina (FLU 15mg/kg, v.0.) e bupropiona (BUP 5 mg/kg, v.0.) administrados 60 min (v.0.) antes da
administracdo de pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). Os valores representam a média + EPM da laténcia de morte.
Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post

hoc.
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Figura 25 - Efeito do tratamento cronico com naringenina sobre a laténcia de convulsdo no

teste de convulsao induzida por pilocarpina.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR 10, 20 e 50 mg/kg v.o.), imipramina (IMP 30 mg/kg,
v.0.), fluoxetina (FLU 15mg/kg, v.0.) e bupropiona (BUP 5 mg/kg, v.0.) administrados 60 min (v.0.) antes da
administracdo de pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). Os valores representam a média = EPM da laténcia para o
primeiro episodio de convulsdo durante uma hora. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por
Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: *p< 0,05; ** p< 0,01 vs

controle.
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Figura 26 - Efeito do tratamento cronico com naringenina sobre a laténcia de morte no teste

de convulsao induzida por pilocarpina.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR 10, 20 e 50 mg/kg v.0.), imipramina (IMP 30 mg/kg,
v.0.), fluoxetina (FLU 15mg/kg, v.0.) e bupropiona (BUP 5 mg/kg, v.0.) administrados 60 min (v.0.) antes da
administragdo de pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). Os valores representam a média + EPM da laténcia de morte.
Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post

hoc. Valores significativos: ***p< 0,001 vs controle.
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4.1.5 Envolvimento do Adrenorreceptor a;

4.1.5.1 Atividade Antidepressiva

4.1.5.1.1 Teste de Suspensao da Cauda

Os grupos pré-tratados com prazosina e tratados com veiculo, tanto no tratamento
agudo como no cronico [PRA-1 + veiculo agudo: 179,2 + 16,34 (5); PRA-1 + veiculo
cronico: 165,3 + 9,117 (10)], ndo reduziram o tempo de imobilidade em relagdo ao grupo
controle de ambos os tratamentos [Controle agudo: 170,1 £ 13,75 (14); Controle cronico:
183,3 £ 15,85 (9)] (Figuras 27 e 28).

O pré-tratamento com prazosina associado ao tratamento com NAR-20 reverteu o
efeito anti-imobilidade da naringenina tanto no tratamento agudo como no cronico [PRA-1 +
NAR 20 agudo: 174,3 £ 7,864 (6); PRA-1 + NAR 20 cronico: 205,0 £ 14,44 (7)],
apresentando diferenca significativa em relacdo ao grupo NAR-20 de ambos os tratamentos
[NAR 20 agudo: 80,67 £ 8,269 (6); NAR-20 cronico: 59,56 + 4,805 (9)].

A prazosina também reverteu o efeito antidepressivo quando foi administrada
antes dos tratamentos agudo e cronico com imipramina [PRA-1 + IMP-30 agudo: 114,4 +
5,573 (5); PRA-1 + IMP-30 cronico: 134,4 + 10,50 (5)] quando comparado com o grupo IMP-
30 [IMP-30 agudo: 47,17 + 4,453 (6); IMP-30 cronico: 38,60 + 3,957 (5)].
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Figura 27 - Efeito do tratamento agudo com naringenina (20 mg/kg) sozinho ou em
associagdo com prazosina, antagonista dos adrenorreceptores o;, sobre o tempo de

imobilidade no teste de suspensdo da cauda.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR 20 mg/kg, v.0.) ou impramina (IMP 30 mg/kg, v.0.),
quando sozinhos foi administrada 60 min (v.0.) antes do experimento; quando associados foram administrados
30 min apds a administragdo da prazosina (1 mg/kg, v.0) Os valores representam a média + EPM do tempo de
imobilidade durante 6 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple

Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: *** p< 0,001 vs controle; *p< 0,001 vs NAR-20;
®p< 0,05 vs IMP-30.
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Figura 28 - Efeito do tratamento cronico com naringenina (20 mg/kg) sozinho ou em
associacdo cm prazosina, antagonista dos adrenorreceptores o, sobre o tempo de imobilidade

no teste de suspensao da cauda.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.), naringenina (NAR 20 mg/kg, v.0.) ou imipramina (IMP 30 mg/kg, v.0.)
quando sozinhos foram administrados 60 min (v.0.) antes do experimento; quando associados foram
administrados 30 min apds a administrag@o da prazosina (1 mg/kg, v.0.). Os valores representam a média + EPM
do tempo de imobilidade durante 6 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por
Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: ***p< 0,001 vs controle; *p<

0,001 vs NAR-20; °p< 0,05 vs IMP-30.
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4.1.5.2 Atividade na Convulsdo Induzida por Pilocarpina

4.1.5.2.1 Teste da Convulsao Induzida por Pilocarpina

O grupo pré-tratado com prazosina e tratado com veiculo [PRA-1 + veiculo: 706,9
+ 18,80 (9)], no tratamento crénico, ndo reduziu a laténcia para o primeiro episodio de
convulsdao quando comparado com o grupo controle [Controle: 634,6 £ 30,01 (17)].

O pré-tratamento com prazosina associado ao tratamento com NAR-20 ou NAR-
50 no tratamento cronico [PRA-1 + NAR-20: 678,5 + 32,27 (6); PRA-1 + NAR-50: 738,5 +
23,48 (8)] impediu a redu¢do na laténcia para a primeira convulsdo, apresentando diferenca
significativa em relacdo ao grupo NAR-20 ou NAR-50 [NAR-20: 503,0 + 15,98 (10); NAR-
50: 529,9 £ 16,13 (17)] (Figuras 29 e 30).

O grupo pré-tratado com prazosina e tratado com veiculo [PRA-1 + veiculo: 874,2
+ 30,22 (10)], no tratamento cronico, nao reduziu a laténcia de morte quando comparado com
o grupo controle [Controle: 777,7 + 43,77 (14)].

O pré-tratamento com prazosina associado ao tratamento com NAR-50, no
tratamento cronico, impediu a reducdo na laté€ncia para a primeira convulsao [PRA-1 + NAR-
50: 847,3 +£ 51,47 (6)], apresentando diferenca significativa em relagcdo ao grupo NAR-50
[NAR 50: 600,9 + 23,83] (Figura 31).
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Figura 29 - Efeito do tratamento cronico com naringenina (20 mg) sozinho ou em associa¢ao

com prazosina, antagonista dos adrenorreceptores o, sobre a laténcia de convulsao.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.) ou naringenina (NAR 20 mg/kg, v.0.) quando sozinhos foram
administrados 60 min (v.0.) antes do experimento; quando associados foram administrados 30 min apés a
administracdo da prazosina (1 mg/kg, v.0.). Os valores representam a média + EPM da laténcia para o primeiro
episodio de convuls@o durante uma hora. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's
Multiple Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: **p< 0,01 vs controle; “p< 0,001 vs

NAR-20.



79

Figura 30 - Efeito do tratamento cronico com naringenina (50 mg) sozinho ou em associa¢ao

com prazosina, antagonista dos adrenorreceptores o, sobre laténcia de convulsao.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.) ou naringenina (NAR 50 mg/kg, v.0.) quando sozinhos foram
administrados 60 min (v.0.) antes do experimento; quando associados foram administrados 30 min apés a
administracdo da prazosina (1 mg/kg, v.o0.). Os valores representam a média = EPM da laténcia para o primeiro
episddio de convulsdo durante uma hora. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's
Multiple Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: **p< 0,01 vs controle; *p< 0,001 vs

NAR-20.
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Figura 31 - Efeito do tratamento cronico com naringenina (50 mg) sozinho ou em associacao

com prazosina, antagonista dos adrenorreceptores a;, sobre laténcia de morte.
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Controle (DMSO 0,01% - veiculo, v.0.) ou naringenina (NAR 50 mg/kg, v.0.) quando sozinhos foram
administrados 60 min (v.0.) antes do experimento; quando associados foram administrados 30 min apos a
administragdo da prazosina (1 mg/kg, v.0.). Os valores representam a média = EPM da laténcia para de morte.
Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post

hoc. Valores significativos: **p< 0,01 vs controle; *p< 0,001 vs NAR-50.
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4.1.6 Avaliacdo do Estresse Oxidativo

4.1.6.1 Efeitos do tratamento com naringenina sobre a produgdo de substdncias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) nas dreas cerebrais de animais submetidos ao modelo de

convulsdo induzida por pilocarpina

Os resultados da andlise da producdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) no hipocampo (HC), corpo estriado (CE) e cortex pré-frontal (CPF)
foram expressas em pg de (malonildialdeido)/mg de tecido.

Foi observado um aumento significativo na concentracdo de MDA no HC, CE e
CPF dos animais do grupo controle submetidos aos tratamentos agudo e cronico com o
veiculo, e que receberam pilocarpina (pilo) [Tratamento agudo - Controle pilo HC: 7635 +
337,1 (7); Controle pilo CE: 6852 + 181,9 (6); Controle pilo CPF: 7066 + 182,4 (7).
Tratamento cronico - Controle pilo HC: 6186 + 318,0 (8); Controle pilo CE: 5511 + 341,1 (9);
Controle pilo CPF: 6942 + 228,6 (9)] em relacdo aos grupos controles que receberam apenas
o veiculo [Tratamento agudo - Controle HC: 5318 + 234,9 (10); Controle CE: 4243 + 2744
(13); Controle CPF: 5247 + 264,0 (12). Tratamento cronico - Controle HC: 4284 + 313,2 (5);
Controle CE: 3825 £208,2 (5); Controle CPF: 4850 + 393,5 (5)].

O tratamento agudo com NAR-10, NAR-20 e NAR-50 nao reverteu a elevacao
dos niveis de MDA em relagdo ao grupo controle pilo em nenhuma das areas analisadas
[NAR-10 HC: 7315 + 329,8 (7); NAR-10 CE: 6907 + 188,3 (6); NAR-10 CPF: 7431 + 326,1.
NAR-20 HC: 7076 + 206,4 (6); NAR-20 CE: 6860 + 278,5 (7); NAR-20 CPF: 7137 + 283,8
(7). NAR-50 HC: 6627 + 257,2 (7); NAR-50 CE: 6632 + 259,8 (6); NAR-50 CPF: 6282 +
362,9 (7)] (Figuras 32, 33 e 34).

O tratamento cronico com NAR-10 reverteu a elevagao dos niveis de MDA no
HC e CPF dos animais [NAR-10 HC: 4526 + 256,5 (6); NAR-10 CPF: 4200 + 367,9 (5)] em
relagdo ao grupo controle pilo [Controle pilo HC: 6186 + 318,0 (8)], enquanto o tratamento
cronico com NAR-20 ndo alterou os niveis aumentados de MDA em nenhuma das areas
estudadas [NAR-20 HC: 6524 + 267,4 (6); NAR-20 CE: 5519+255,2 (6); NAR-20 CPF: 6656
+ 275,1 (6)] em relacdo ao grupo controle pilo, e o tratamento cronico com NAR-50 elevou
ainda mais a concentracdo de MDA no HC [NAR-50 HC: 8103 + 595,9 (5)] em relagdo ao
grupo controle pilo, sem influenciar nas demais areas [NAR-50 CE: 6325 + 344,8 (5); NAR-
50 CPF: 6580 + 180,0 (5)] (Figuras 35, 36 e 37).
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Figura 32 - Efeito do tratamento agudo com naringenina sobre a produgdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) no hipocampo de camundongos submetidos ao teste

de convulsao induzida por pilocarpina no 1° dia de tratamento.
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Determinacgdo da ocorréncia de peroxidacdo lipidica com base na concentracdo de MDA. Os valores representam
a média £ EPM da concentracdo de TBARS no hipocampo. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida
por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: “vs DMSO com *p<

0,05; *p<0,01; *p<0,001.
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Figura 33 - Efeito do tratamento agudo com naringenina sobre a produgdo de substincias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) no corpo estriado de camundongos submetidos ao

teste de convulsao induzida por pilocarpina no 1° dia de tratamento.
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Determinacgdo da ocorréncia de peroxidacdo lipidica com base na concentracdo de MDA. Os valores representam
a média £ EPM da concentracdo de TBARS no corpo estriado. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA
seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: *vs DMSO com

a5 0,001.
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Figura 34 - Efeito do tratamento agudo com naringenina sobre a produ¢do de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) no cértex pré-frontal de camundongos submetidos

ao teste de convulsao induzida por pilocarpina no 1° dia de tratamento.
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Determinacdo da ocorréncia de peroxidagéo lipidica com base na concentragdao de MDA. Os valores representam
a média £ EPM da concentragdo de TBARS no cortex pré-frontal. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA
seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: “vs DMSO com

w22 0,001.
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Figura 35 - Efeito do tratamento cronico com naringenina sobre a produgdo de substincias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) no hipocampo de camundongos submetidos ao teste

de convulsao induzida por pilocarpina no 15° dia de tratamento.
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Determinacgdo da ocorréncia de peroxidacdo lipidica com base na concentracdo de MDA. Os valores representam
a média £ EPM da concentracdo de TBARS no hipocampo. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida
por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: *vs DMSO; ° vs DMSO

+ P400 com *p< 0,05; *p< 0,01; **p< 0,001; °p< 0,05; *°p< 0,01.
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Figura 36 - Efeito do tratamento cronico com naringenina sobre a produgdo de substincias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) no corpo estriado de camundongos submetidos ao

teste de convulsao induzida por pilocarpina no 15° dia de tratamento.
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Determinagdo da ocorréncia de peroxidacdo lipidica com base na concentragdo de MDA. Os valores representam
a média £ EPM da concentracdo de TBARS no corpo estriado. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA
seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: *vs DMSO com

p<0,05; *p<0,01; ™p<0,001.
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Figura 37 - Efeito do tratamento cronico com naringenina sobre a produgdo de substincias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) no cértex pré-frontal de camundongos submetidos

ao teste de convulsao induzida por pilocarpina no 15° dia de tratamento.
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Determinacgdo da ocorréncia de peroxidacdo lipidica com base na concentracdo de MDA. Os valores representam
a média £ EPM da concentragdo de TBARS no cortex pré-frontal. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA
seguida por Bonferroni's Multiple Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: *vs DMSO; ° vs

DMSO + P400 com *p< 0,01; **p< 0,001; "p< 0,001.
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4.1.6.2 Efeitos do tratamento com naringenina sobre a produgdo de nitrito/nitrato nas dreas

cerebrais de animais submetidos ao modelo de convulsao induzida por pilocarpina

Foi observado um aumento significativo na concentracao de nitrito/nitrato no
hipocampo (HC), corpo estriado (CE) e cortex pré-frontal (CPF) dos animais dos grupos
controles submetidos aos tratamentos agudo e cronico com veiculo e que receberam
pilocarpina (pilo) [Tratamento agudo — Controle pilo HC: 1,87 + 0,18 (5); CE 1,83 £ 0,10 (6);
CPF: 1,55 £ 0,04 (6). Tratamento cronico - Controle pilo HC: 2,26 + 0,12 (7), CE: 2,25 £ 0,06
(7), CPF: 2,21 £ 0,09] em relagdo aos grupos controles que receberam apenas o veiculo
[Tratamento agudo — Controle HC: 1,44 + 0,04 (6); CE: 1,43 + 0,027 (6); CPF: 1,29 £ 0,04
(8). Tratamento cronico - Controle HC: 1,45 + 0,05 (6), CE: 1,49 £+ 0,08 (5), CPF: 1,52 +
0,10 (5)] (Figuras 38, 39, 40, 41, 42, 43).

Os tratamentos agudo e cronico com NAR-10, NAR-20 e NAR-50 ndo reverteram
a elevagdo dos niveis de nitrito/nitrato no HC, CE e CPF dos animais [Tratamento agudo -
NAR-10 HC: 1,53 + 0,07 (7), CE: 1,72 + 0,05 (7), CPF: 1,44 + 0,03 (7); NAR-20 HC: 1,53 +
0,04 (5), CE: 1,71 £ 0,11 (7), CPF: 1,41 £ 0,03 (7); NAR-50 HC: 1,54 + 0,04 (5), CE: 1,67 £
0,08 (7), CPF: 1,43 £ 0,05 (6). Tratamento cronico - NAR-10 HC: 2,17 + 0,90 (7), CE: 2,34
+ 0,09 (9) CPF: 2,03 + 0,07 (7); NAR-20 HC: 2,09 + 0,12 (6), CE: 2,04 + 0,07 (6), CPF: 2,01
+ 0,09; NAR-50 HC: 2,17 £ 0,22 (5), CE: 2,14 + 0,09 (5), CPF: 2,08 + 0,18] em relagdo ao
grupo controle pilo [Controle pilo HC: 2,26 + 0,12 (7), CE: 2,25 £ 0,06 (7), CPF: 2,21 £ 0,09]
(Figuras 38, 39, 40, 41, 42, 43).
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Figura 38 - Efeito do tratamento agudo com naringenina sobre a concentracdo de

nitrito/nitrato no hipocampo de camundongos submetidos ao teste de convulsdo induzida por

pilocarpina no 1° dia de tratamento.
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Determinacdo da formacdo de nitrito/nitrato. Os valores representam a média + EPM da concentragdo de

nitrito/nitrato no hipocampo. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple

Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: *vs DMSO com *p< 0,05.
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Figura 39 - Efeito do tratamento agudo com naringenina sobre a concentracdo de

nitrito/nitrato no corpo estriado de camundongos submetidos ao teste de convulsao induzida

por pilocarpina no 1° dia de tratamento.
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Determinacdo da formacdo de nitrito/nitrato. Os valores representam a média + EPM da concentragdo de
nitrito/nitrato no corpo estriado. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple

Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: *vs DMSO com *p< 0,05.



91

Figura 40 - Efeito do tratamento agudo com naringenina sobre a concentracdo de

nitrito/nitrato no cortex pré-frontal de camundongos submetidos ao teste de convulsdo

induzida por pilocarpina no 1° dia de tratamento.
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Determinacdo da formacdo de nitrito/nitrato. Os valores representam a média + EPM da concentragdo de
nitrito/nitrato no cortex pré-frontal. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's

Multiple Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: *vs DMSO com **p< 0,01.
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Figura 41 - Efeito do tratamento cronico com naringenina sobre a concentracdo de

nitrito/nitrato no hipocampo de camundongos submetidos ao teste de convulsdo induzida por

pilocarpina no 15° dia de tratamento.
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Determinacdo da formacdo de nitrito/nitrato. Os valores representam a média + EPM da concentragdo de
nitrito/nitrato no hipocampo. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple

Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: *vs DMSO com *p< 0,05; *p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 42 - Efeito do tratamento cronico com naringenina sobre a concentracdo de

nitrito/nitrato no corpo estriado de camundongos submetidos ao teste de convulsao induzida

por pilocarpina no 15° dia de tratamento.
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Determinagdo da formagdo de nitrito/nitrato. Os valores representam a média £+ EPM da concentracdo de
nitrito/nitrato no corpo estriado. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's Multiple

Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: *vs DMSO com *p< 0,01; **p< 0,001.
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Figura 43 - Efeito do tratamento cronico com naringenina sobre a concentracdo de

nitrito/nitrato no cortex pré-frontal de camundongos submetidos ao teste de convulsdo

induzida por pilocarpina no 15° dia de tratamento.
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Determinagdo da formagdo de nitrito/nitrato. Os valores representam a média £+ EPM da concentracdo de
nitrito/nitrato no cortex pré-frontal. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Bonferroni's

Multiple Comparison Test como teste post hoc. Valores significativos: *vs DMSO com *p< 0,05; *p<0,01.
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5 DISCUSSAO

Os efeitos da naringenina, no presente trabalho, foram estudados em modelos de
comportamento animal, tais como campo aberto, labirinto em cruz elevado (LCE), suspensao
da cauda e convulsao induzida por pilocarpina. Foi investigado o envolvimento do
adrenorreceptor a; nos efeitos da naringenina nos modelos supracitados e os efeitos do
tratamento com a naringenina sobre o estresse oxidativo por meio do indice de peroxidacao
lipidica e concentragao de nitrito/nitrato nas areas cerebrais.

Os testes comportamentais realizados com animais sao modelos classicos para
screening de atividades no sistema nervoso central, fornecendo informagdes sobre atividade
ansiolitica, antidepressiva, atividade locomotora, anticonvulsivante ou convulsivante.

Devido a correlagdo entre transtornos de humor em humanos e estresse social, os
modelos animais de ansiedade e depressdo sdo baseados na exposi¢do dos animais a
condigoes estressantes (PALANZA, 2001).

Neste trabalho foi avaliado o comportamento animal no teste do campo aberto,
uma vez que a literatura demonstra que através dessa analise ¢ possivel inferir a respeito da
influéncia da droga sobre o nivel de excitabilidade do SNC, visando reduzir a probabilidade
de resultados falso-positivos ou falso-negativos nos testes de ansiedade e depressao, pois para
que novas drogas sejam caracterizadas como ansioliticas ou antidepressivas é importante
investigar a sua acdo sobre a atividade locomotora dos animais a fim de determinar a
especificidade do efeito ansiolitico ou antidepressivo, uma vez que compostos que apresentam
efeitos sedativos ou psicoestimulantes podem produzir resultados falso negativos ou falso
positivos nos testes de LCE e suspensao da cauda (BORSINI; MELI, 1988; LISTER, 1987).

O teste do campo aberto ¢ empregado para avaliar a atividade exploratdria dos
animais. A tendéncia natural do animal em um ambiente novo ¢ a de explora-lo, apesar do
estresse e do conflito provocado por este ambiente (MONTGOMERY, 1958). Dessa forma, a
locomogdo, o rearing € o grooming em roedores, observados no campo aberto, sdo os
parametros comportamentais mais usados para descrever influéncias dos eventos da vida ou
da administragdo de drogas (ARAKAWA; IKEDA, 1991; MONTGOMERY, 1958; REX et
al., 1996).

Para o teste do campo aberto, foi o utilizado o diazepam na dose de 2 mg/Kg
como droga padrdo e passivel de causar sedagdo, a fim de verificar um possivel efeito
sedativo da droga em estudo neste teste, bem como os antidepressivos utilizados como

controles positivos para o teste de suspensdo da cauda. Foi observado que os tratamentos
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agudo e cronico com naringenina (10, 20 e 50 mg/kg) ndo interferiram na atividade
locomotora espontanea, quando comparados com os respectivos tratamentos de grupo
controle (agudo e cronico) e com os grupos tratados com as drogas antidepressivas fluoxetina
(15 mg/kg) e imipramina (30 mg/kg). No entanto, os tratamentos agudo e cronico com a
bupropiona (5 mg/kg) aumentou a atividade dos animais, possivelmente, por um efeito
psicoestimulante desta droga conferido pela dopamina, uma vez que o farmaco atua inibindo a
recaptacdo desse neurotransmissor (MEYER et al., 2002). O diazepam (2 mg/Kg) diminuiu a
atividade locomotora quando comparado aos demais grupos, indicando o efeito sedativo
comum aos benzodiazepinicos.

Outros dois parametros analisados no campo aberto foram o numero de rearing ¢
grooming. Enquanto alguns estudos apontam o rearing como um comportamento exploratério
(JOHANSSON; AHLENIUS, 1989), outros sugerem que o aumento deste pardmetro esta
relacionado com um aumento da atividade dopaminérgica (SWANSON et al., 1997). Com
relacdo ao grooming, de acordo com MacFarland e Reeder (1974), quase todos os animais
gastam significante parte do tempo nesse comportamento. Embora varios neurotransmissores
parecam modular a expressdo desse comportamento (MOODY ef al., 1988; TRABER, et al.,
2011), a dopamina estd particularmente envolvida (COOLS et al., 2011; DRAGO et al.,
2009). No presente estudo, foi observado que nao houve alteracdo no numero de rearing e
grooming no campo aberto com os tratamentos agudo e cronico com todas as doses de
naringenina, imipramina e fluoxetina, com aumento do grooming apenas no tratamento agudo
com bupropiona, o que pode ter relagdo com o envolvimento dopaminérgico da droga. O
diazepam, na dose de 2 mg/kg, diminuiu o rearing e grooming.

Diante dos resultados observados no teste do campo aberto, pode-se enfatizar que
os efeitos da naringenina encontrados nos testes comportamentais de ansiedade e depressao
ndo foram resultados de interferéncia da naringenina sobre a atividade locomotora.

O labirinto em cruz elevado (LCE) ¢ um teste originalmente desenvolvido por
Pellow et al. (1985) e se tornou um modelo para o estudo do comportamento de ansiedade em
ratos e, subsequentemente, em camundongos (BUCKMAN et al., 2009; CORNELIO:;
NUNES-DE-SOUSA, 2009; GRUNDMANN et al., 2009; LISTER, 1987;). E baseado na
aversao natural que os roedores apresentam a areas abertas e elevadas (CAROLA et al., 2002;
RABBANI et al., 2008; RAUPP et al., 2008), sendo o teste mais utilizado na busca de
agentes semelhantes aos benzodiazepinicos (CHEN et al., 2004; LAPIN, 1995; PELLOW et
al., 1985).
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Durante o teste do LCE, os roedores sdo normalmente cautelosos ao explorar os
espacos abertos. Apds uma exploracdo inicial geral, os animais evitam os espagos abertos e
tendem a permanecer nos dois bragos fechados do labirinto (BERTOGLIO; CAROBREZ,
2000). Sabendo de tal fato, observa-se que a diminui¢do na ocupacao dos bragos abertos e a
redu¢do do nimero de entradas nesses bragos, em relagdo ao numero total de entradas, ¢
indicativo de um estado de ansiedade. Esse comportamento ¢ atenuado pelo uso de drogas
ansioliticas e exacerbado pelo uso de drogas ansiogénicas (BUCKMAN et al, 2009;
SONAVANE et al., 2002).

No presente estudo, o diazepam na dose de 1 mg/Kg foi utilizado como padrao
positivo no LCE e, como esperado, produziu significativo aumento em todos os parametros
analisados: nimero de entradas nos bragos abertos (NEBA), percentual do nimero de entradas
nos bragos abertos (PEBA), tempo de permanéncia nos bragos abertos (TPBA) e percentual
do tempo de permanéncia nos bragos abertos (PTBA). Isso indica a atividade ansiolitica do
diazepam, uma vez que o tratamento diminuiu a aversdo natural dos animais aos espacos
desprotegidos e elevados.

Foi observado que a naringenina nos tratamentos agudo e crénico, nas trés doses
estudadas (10, 20 e 50 mg/kg), bem como a imipramina (30 mg/kg), fluoxetina (15 mg/kg) e
bupropiona (5 mg/kg) nao diferiram do controle nos tratamentos agudo e cronico em todos os
parametros analisados no LCE, sugerindo auséncia de efeito ansiolitico deste flavonoide e das
drogas antidepressivas no modelo estudado. Tais resultados corroboram com os de Baretta
(2012), que, estudando os possiveis efeitos ansioliticos de doses mais baixas de naringenina
(0,3; 1,0 e 3,0 mg/kg) no LCE e no teste de esconder esferas, também nao identificou efeito
ansiolitico do flavonoide. A auséncia do efeito ansiolitico da naringenina, bem como dos
controles antidepressivos em relagdo aos animais tratados com o diazepam, observada no
presente estudo, pode estar relacionada ao fato do modelo estudado ser mais sensivel aos
benzodiazepinicos. Apesar do teste do LCE estar entre os modelos animais de ansiedade mais
utilizados para o estudo experimental de drogas com potencial ansiolitico, os estudos dos
efeitos ansioliticos de drogas antidepressivas tém se mostrado contraditdrios nesse modelo,
podendo estas apresentar efeitos ansioliticos ou nenhum efeito (ANDREATINI et al., 2001),
corroborando com os nossos resultados.

Levando em considera¢do que a depressdo € a comorbidade psiquiatrica mais
frequente e relevante em pacientes com epilepsia e que estudos anteriores ja avaliaram o
efeito da naringenina no teste de suspensdo da cauda, demonstrando suas propriedades

antidepressivas, tais como efeito anti-imobilidade, aumento da concentragdo de serotonina e
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noradrenalina, bem como de fatores neurotroficos em modelos animais ¢ inibicdo da MAO in
vitro (OLSEN et al., 2008; Y1 et al., 2010; 2012; 2014), reproduzimos o teste da suspensdo da
cauda com as doses que apresentaram efeito antidepressivo no trabalho realizado por Yi et al.
(2010) e investigamos o envolvimento do adrenorreceptor o; no efeito antidepressivo da
naringenina.

Modelos animais de depressdo podem ser reproduzidos pelo teste de suspensao da
cauda, o qual ¢ um dos modelos classicos para avaliacdo da atividade antidepressiva de
farmacos. E baseado no “desespero comportamental”, uma vez que os animais sio impedidos
de fugir e tocar o chdo, experimentando, assim, curtos periodos de estresse inescapavel,
tendendo a assumir uma postura imovel, a qual parece ser prevenida com o tratamento com
drogas antidepressivas (CRYAN et al., 2005; STERU et al., 1985).

O estresse ¢ considerado como um fator importante no desenvolvimento de
transtornos do sistema nervoso central, tais como depressdo. Estudos tém mostrado que
experiéncias estressantes aumentam a vulnerabilidade a esse disturbio (HENNINGSEN et al.,
2009; KAROLEWICZ; PAUL, 2001).

Embora a relagdo entre a imobilidade observada em modelos animais de
depressdo e a depressdo em humanos permaneca controversa, uma grande variedade de
compostos que apresentam potenciais antidepressivos reduzem o tempo de imobilidade nos
testes da suspensdo da cauda e do nado forcado (BILKEI-GORZO et al., 2002; CRYAN et
al., 2005; DHIR; KULKARNI, 2007; YAO et al., 2009). No presente estudo, foi observado
que o tratamento agudo com naringenina nas doses de 10, 20 e 50 mg/kg reduziu o tempo de
imobilidade dos animais no teste de suspensdo da cauda, assim como as drogas
antidepressivas (imipramina, fluoxetina e bupropiona) utilizadas como controles positivos. No
entanto, no tratamento cronico, a dose de 50 mg/kg perdeu o seu efeito anti-imobilidade.

Sabendo que Olsen et al. (2008) observaram que a naringenina apresenta
atividade inibidora da MAO, e que Yi et al. (2010) encontraram uma maior concentracao de
serotonina e noradrenalina com o tratamento com naringenina, sugerimos que o tratamento
cronico com naringenina na dose de 50 mg/kg pode elevar ainda mais a concentra¢do desses
neurotransmissores, causando um desequilibrio na resposta noradrenérgica normal.

Ribeiro (2015), estudando o envolvimento de subtipos de adrenorreceptores o, no
efeito anti-imobilidade da imipramina no teste da suspensdao da cauda com antagonistas
seletivos, observou queos subtipos de adrenorreceptores o; tém papéis opostos no
comportamento de camundongos nesse teste, € que a ativacdo dos adrenorreceptores

ajpassociados com antagonismo dos adrenorreceptores aja € ojp pode ser um dos
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mecanismos envolvidos na atividade antidepressiva da imipramina e de outros antidepressivos
triciclicos, indicando, assim, que o estado normal do comportamento de imobilidade ¢
regulado pelo balango da ativacdo de cada um dos trés subtipos de adrenorreceptores o
(RIBEIRO, 2015; RIBEIRO; PUPO, 2015). Nesse sentido, sugerimos que o tempo de
tratamento e a elevacdo da dose de naringenina pode potencializar a neurotransmissao
noradrenérgica, com possivel desequilibrio na ativacdo desses receptores, resultando na
auséncia de efeito anti-imobilidade no tratamento cronico com a maior dose (50 mg/kg).

Investigando o envolvimento dos adrenorreceptores o; com o antagonista
prazosina no efeito anti-imobilidade da naringenina e imipramina no teste de suspensdo da
cauda, foi observado que os animais tratados com prazosina, meia hora antes, do tratamento
com a naringenina na dose de 20 mg/kg, reverteu o efeito anti-imobilidade do flavonoide,
assim como o efeito anti-imobilidade da imipramina (30 mg/kg), sugerindo uma importante
participagdo da noradrenalina e dos adrenorreceptores a; no comportamento anti-imobilidade
da naringenina. Corroborando os nossos resultados, estudos mostram que o antagonismo de
adrenorreceptores o; com prazosina previne o efeito anti-imobilidade da creatina, do extrato
de Hoodia gordonii, da deidrozingerona, do cloreto de cromo, do &cido eldgico e da riparina I
derivada da Aniba riparia (CITO et al., 2015; CUNHA et al., 2013; de SOUSA et al., 2014
GIRISH et al., 2012; MARTINEZ et al., 2014; PIOTROWSKA et al., 2013), sugerindo que a
ativacao desses receptores ¢ essencial para o efeito antidepressivo de tais compostos.

Estudos pré-clinicos demonstraram que os receptores a; adrenérgicos parecem ser
responsaveis por mediar a resposta aos antidepressivos (DANYSZ et al., 1986; MASUDA et
al., 2001). Complementando tais evidéncias, outros estudos apontaram que o bloqueio de
receptores a;-adrenérgicos mimetiza o estado depressivo, que, assim como o estresse cronico,
estd associado a dessensibilizagdo desses receptores, e que o tratamento cronico com
antidepressivos aumenta a densidade e a atividade dos receptores a;-adrenérgicos no cortex
frontal e hipocampo (STONE et al., 2003). Adicionalmente, o tratamento cronico com
antidepressivos diminui gradualmente a densidade (downregulation) dos autorreceptores ;-
adrenérgicos, receptores acoplados a proteina G inibitoria, cujo principal efeito parece ser a
diminui¢do da taxa de disparo do neurdnio noradrenérgico e que se encontram em maior
ntimero em pacientes com depressio (FLUGGE et al., 2003; ORDWAY et al., 2003).

Levando em consideragdo que as drogas antidepressivas com envolvimento
noradrenérgico parecem ter um duplo papel nas crises convulsivas, podendo apresentar
atividade moduladora com efeitos anti ou pro-convulsivantes em pacientes com epilepsia

(CLINCKERS et al., 2010; GIORGI et al., 2004), e observando neste trabalho que o efeito
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anti-imobilidade da naringenina parece ser mediado pela ativacdo de adrenorreceptores a.,
estudamos o efeito da naringenina em modelo de convulsdo induzida por pilocarpina.

O teste da convulsdao induzida por pilocarpina consiste na administragdo do
agonista muscarinico pilocarpina em roedores e assemelha-se, em muitos aspectos, as crises
convulsivas da epilepsia do lobo temporal, nos padroes -eletroencefalograficos,
comportamentais e sequelas morfologicas (CAVALHEIRO et al., 1991; LEITE et al., 1990;
TURSKI et al., 1989; VEZZANI et al., 2013). De uma maneira geral, as convulsdes induzidas
por pilocarpina podem produzir lesdes neuronais em diversas areas e, especialmente, nas
estruturas limbicas, causando perda neuronal no hipocampo, amigdala, cortex entorrinal e
piriforme, indicando o envolvimento de diferentes areas no estabelecimento do processo
epiléptico (CAVALHEIRO, 1995; FERNANDES, 2013; LEITE et al., 1990; TURSKI et al.,
1983).

No teste da convulsdo induzida por pilocarpina, foi observado que o tratamento
agudo com a naringenina nas doses de 10, 20 ¢ 50 mg/kg, bem como com as drogas
antidepressivas imipramina (30 mg/kg), fluoxetina (15 mg/kg) e bupropiona (5 mg/kg) ndo
interferiu na laténcia de convulsdo e morte dos animais, semelhante aos resultados observados
no tratamento crénico com naringenina (10 mg/kg), imipramina (30 mg/kg), fluoxetina (15
mg/kg) e bupropiona (5 mg/kg). No entanto, o tratamento cronico com as doses mais altas de
naringenina (20 e 50 mg/kg) reduziu a laténcia para o primeiro episddio de convulsdo, com
redu¢do da laténcia de morte observada apenas nos animais que receberam o tratamento
cronico com a maior dose (50 mg/kg). Dessa forma, o tempo de tratamento com naringenina
e a elevacao da dose parecem estar relacionados com a intensificagdo das crises convulsivas,
possivelmente em virtude de alteragdes no contetido de neurotransmissores, uma vez que 0s
estudos mostram que a naringenina pode inibir a enzima MAO (OLSEN et al., 2008) e elevar
os niveis de serotonina e noradrenalina (YI et al., 2010, 2012). Além disso, uma possivel
alteragdo no nimero de receptores noradrenérgicos também pode explicar os resultados
encontrados nesse trabalho, pois segundo Stone et al. (2003) o tratamento cronico com
antidepressivos pode aumentar a densidade e a atividade dos receptores a,-adrenérgicos no
cortex frontal e hipocampo.

Considerando, ainda, que a neurotransmissdao noradrenérgica pode influenciar
outros neurotransmissores no SNC, tais como serotonina, dopamina, GABA e glutamato, e
que o fator determinante para as drogas psicotrdpicas, em termos de excitacdo/inibi¢do, € a
dosagem (CLINCKERS et al., 2010), sugerimos que a redu¢do do limiar convulsivo

observada nos animais submetidos ao tratamento cronico com naringenina nas maiores doses
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(20 e 50 mg/kg), pode estar relacionada com um desequilibrio entre a neurotransmissao
excitatoria/inibitoria, e esse desequilibrio pode ser explicado pela potencializagdo da
transmissao excitatoria por meio da estimulagdo dos adrenorreceptores (CLINCKERS et al.,
2010). Estudos mostram que altas concentragdes de noradrenalina, dopamina e serotonina
podem ser pré-convulsivantes em modelo de epilepsia focal (CLINCKERS et al., 2004;
CLINCKERS et al., 2010).

Investigando o envolvimento do adrenorreceptor a; na redugdo da laténcia de
convulsdo no tratamento cronico com NAR-20 e na redugdo da laténcia de convulsao ¢ morte
no tratamento cronico com NAR-50 no modelo de convulsdo induzida por pilocarpina, foi
observado uma reversdao desses efeitos nos animais que receberam o tratamento com
prazosina antes do tratamento com naringenina. Dessa forma, os nossos resultados sugerem o
envolvimento do adrenorreceptor o na reducao do limiar para convulsdes, corroborando com
estudos realizados com camundongos transgénicos para uma superexpressao do receptor op-
noradrenérgico, os quais demonstraram que os animais exibiram crises convulsivas
espontaneas parcialmente revertidas pela administracdo de terazosina, um antagonista de
receptores o, indicando, assim, que esse subtipo do receptor a; sustenta a atividade
convulsiva (KUNIEDA et al., 2002; ZUSCICK et al., 2000). Complementando tais
evidéncias, um estudo com camundongos nocaute para o receptor o;g-noradrenérgico,
demonstrou que a auséncia desse receptor protege os animais contra crises epilépticas
(PIZZANELLI et al., 2009), e um trabalho realizado por Felippotti (2010) referiu que o efeito
da noradrenalina sobre adrenorreceptores a; pode ser responsavel pelo aparecimento de crises
convulsivas.

Sabendo que a formagdo de radicais livres ¢ comum em modelos de convulsdo
induzida por pilocarpina (NEJM et al., 2015), e investigando o estresse oxidativo nas areas
cerebrais (hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado) dos animais, foi observado que o
tratamento agudo com naringenina nas doses de 10, 20 e 50 mg/kg ndo interferiu na
peroxidagdo lipidica e nas concentragdes de nitrito/nitrato nas trés areas cerebrais. No entanto,
o tratamento cronico com a naringenina na menor dose (10 mg/kg) foi capaz de proteger os
animais da peroxidagao lipidica, uma vez que observamos uma reducdo na produgdo de MDA
no hipocampo e cortex pré-frontal desses animais, sem encontrar alteracdes nas concentragdes
de nitrito/nitrato quando comparado com o grupo controle que recebeu pilocarpina, enquanto
o tratamento cronico com a maior dose (50 mg/kg), coincidentemente com a reducdo na
laténcia de convulsdo, aumentou a peroxida¢ao lipidica no hipocampo dos animais, apesar de

nao ter interferido na concentracao de nitrito/nitrato, ¢ o tratamento cronico com a dose de 20,
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embora também tenha reduzido a laténcia de convulsdo, ndo interferiu nas concentragoes de
MDA e nitrito/nitrato, o que pode ser sugestivo de um equilibrio entre a atividade pro-
oxidante decorrente da intensificagao da crise convulsiva e a atividade antioxidante conferida
pela naringenina. Dessa forma, a reducao da peroxidagao lipidica observada no tratamento
cronico com naringenina na dose de 10 mg/kg pode ser explicada pela possivel atividade
antioxidante conferida pelo flavonoide em doses menores no modelo estudado, ja que essa
atividade antioxidante nao foi observada com o tratamento crénico com a dose de 20, e que
um efeito pro-oxidante foi encontrado no tratamento cronico com a maior dose (50 mg/kg) de
naringenina. Esse resultado pode ser sugestivo de uma excitotoxicidade pelo glutamato
decorrente da potencializacdo da neurotransmissao noradrenérgica em virtude da elevagdo da
dose de naringenina, com consequente desequilibrio entre o efeito pro-oxidante do glutamato
e antioxidante do proprio flavonoide, em favor do primeiro, principalmente porque a maior
concentragdo de MDA foi observada no hipocampo dos animais tratados com NAR-50, sendo
esta area descrita como o sitio da atividade convulsiva (TURSKI et al., 1983).

Com base nos resultados obtidos, sugerimos que o tratamento cronico com a dose
de 10 mg/kg de naringenina se mostrou o mais seguro em relagdo ao tratamento da depressao
em pacientes com epilepsia, uma vez que apresentou atividade anti-imobilidade no teste de
suspensdo da cauda, um indicativo de atividade antidepressiva; nao reduziu a laténcia de
convulsdo e ainda minimizou a peroxidagao lipidica. No entanto, sdo necessarios estudos mais
aprofundados com modelos experimentais de epilepsia e depressdo, que induzam, de fato, tais
patologias e reproduzam os sintomas cronicos das mesmas, a fim de verificar se o tratamento
com a naringenina continua a produzir os mesmos efeitos observados neste estudo. Além
disso, enfatiza-se a importancia de estudos visando esclarecer o envolvimento dos trés
subtipos do adrenorreceptor a; nos efeitos antidepressivos e na reducdo da laténcia de
convulsdo conferidos pela naringenina, bem como o envolvimento dos outros sistemas de

neurotransmissao.
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6 CONCLUSAO

A andlise dos resultados apresentados neste trabalho nos permitiu concluir que:

* A naringenina nao apresentou efeito ansiolitico no teste do labirinto em cruz elevado;

= A naringenina reduziu o tempo de imobilidade no teste de suspensdao da cauda,

confirmando o efeito antidepressivo ja descrito na literatura cientifica;

= No teste do campo aberto, a naringenina ndo alterou a atividade locomotora dos
animais, permitindo concluir que o efeito antidepressivo conferido pela droga no teste
da suspensao da cauda ¢ especifico ¢ ndo relacionado a um possivel efeito

psicoestimulante;

* O efeito antidepressivo da naringenina parece ter envolvimento do adrenorreceptor a;,
visto que o pré-tratamento com o antagonista deste receptor impediu o efeito anti-

imobilidade do flavonoide;

» O tratamento agudo com naringenina nao interferiu na laténcia de convulsdo e morte

dos animais no teste da convulsdo induzida por pilocarpina;

= O tratamento cronico com NAR-20 e NAR-50 reduziu a laténcia de convulsdo dos

animais, € o tratamento com NAR-50 reduziu a laténcia de morte;

= A redugdo da laténcia de convulsdo e morte com o tratamento cronico com
naringenina parece ter envolvimento noradrenérgico, via adrenorreceptor o, uma vez
que o pré-tratamento com o antagonista deste receptor impediu a reducao da laténcia

de convulsado e morte dos animais;

* O tratamento agudo com naringenina ndo impediu o aumento da peroxidacdo lipidica

observada nos animais tratados com pilocarpina;

= O tratamento cronico com a menor dose naringenina (NAR-10) reverteu a peroxidacao

lipidica conferida pela pilocarpina;
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Os tratamentos agudo e crénico com naringenina ndo interferiram nos niveis de

nitrito/nitrato nas areas cerebrais dos animais.

O tratamento cronico com a menor dose de naringenina (NAR-10) pode ser

considerado seguro para o tratamento da depressao comorbida da epilepsia.
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