UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

VICTOR CELSO CAVALCANTI CAPIBARIBE

POTENCIAL ANTIDEPRESSIVO DO TIMOL: EFEITOS SOBRE OS NiVEIS DO
FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO (BDNF) NO MODELO DE
ESTRESSE CRONICO INDUZIDO POR CORTICOSTERONA EM
CAMUNDONGOS

FORTALEZA-CE
2018



VICTOR CELSO CAVALCANTI CAPIBARIBE

POTENCIAL ANTIDEPRESSIVO DO TIMOL: EFEITOS SOBRE OS NiVEIS DO
FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO (BDNF) NO MODELO DE
ESTRESSE CRONICO INDUZIDO POR CORTICOSTERONA EM
CAMUNDONGOS

Dissertagdo apresentada a Coordenagao do
Programa de P6s-Graduagdo em Farmacologia,
da Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial para obtengcdo do grau de
Mestre em Farmacologia.

Orientadora: Profa. Dra. Francisca Cléa
Florengo de Sousa

FORTALEZA-CE
2018



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacdo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria

Gerada automaticamente pelo modulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo autor

C242p Capibaribe, Victor Celso Cavalcanti.
Potencial Antidepressivo Do Timol: Efeitos Sobre Os Niveis Do Fator Neurotréfico Derivado Do

Cérebro (Bdnf) No Modelo De Estresse Cronico Induzido Por Corticosterona Em Camundongos /
Victor Celso Cavalcanti Capibaribe. — 2018.
81 f.:il. color.,

Dissertacdo (mestrado). — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncias da Satde, Faculdade
de Medicina, Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Programa de P6s-Graduagdo em
Farmacologia, Mestrado em Farmacologia, Fortaleza, 2018.

Orientagdo: Profa. Dra. Francisca Cléa Florenco de Sousa.

1. Timol. 2. Depressdo. 3. BDNF. 4. Antidepressivo

CDD 615.1




VICTOR CELSO CAVALCANTI CAPIBARIBE

POTENCIAL ANTIDEPRESSIVO DO TIMOL: EFEITOS SOBRE OS NiVEIS DO
FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO (BDNF) NO MODELO DE
ESTRESSE CRONICO INDUZIDO POR CORTICOSTERONA EM
CAMUNDONGOS

Dissertagao apresentada a
Coordenacao do Programa de Pos-
Graduagdo em Farmacologia, da
Universidade Federal do Ceara,
como requisito parcial para
obtencao do titulo de Mestre em
Farmacologia.

BANCA EXAMINADORA

Profa Dra. Francisca Cléa Florenco de Sousa
Universidade Federal do Ceara - UFC

Prof. Dr. Expedito Rogildo Cordeiro Carlos
Universidade de Fortaleza - UNIFOR

Prof. Dr. Flavio Nogueira da Costa
Centro Universitario Catdlica de Quixada - UNICATOLICA



A Gléria do Grande Arquiteto do
Universo, aos meus pais € a minha

familia.



[...] So understand
Don’t waste your time always
searching for those wasted years.
Face up, make your stand. And
realize you’re living in the Golden
Years [...]

(Iron Maiden)



AGRADECIMENTOS

A realizagdo deste sonho eu ofereco ao Grande Arquiteto do Universo, que me
presenteou com momentos maravilhosos dentro do laboratério. Agradeco pela oportunidade
de pesquisar e contribuir para a comunidade cientifica. Por Ele e para Ele, hoje e sempre!

A minha Mae, Tereza Cavalcanti, uma guerreira sem igual, que acredita e luta por
mim sempre. Nao seria metade do homem que sou hoje sem seus conselhos, sem a sua
parcimoénia e a sua dedicacao. Este trabalho ¢ fruto de uma vida materna dedicada a mim e
com ele eu mostro o quanto estou agradecido pelo apoio e amor que a Senhora me proveu. A
Senhora é minha heroina, minha Mulher Maravilha. Insubstituivel, Inabalavel e Imortal sdo
trés palavras que definem o meu amor pela Senhora. Muito obrigado!

Ao meu pai, Afonso Celso, pelo exemplo de pai, de médico, de homem e de cidadao.
Sua falta na minha vida € incontestavel papai, gostaria que o senhor estivesse presente, em
vida, nos momentos de vitdria e luta que passei. Sei que nunca soltou a minha mao e que
nunca ird soltar. Agradego por todos os sacrificios, beijos e abragos! Se a minha mae ¢ a
Mulher Maravilha, vocé, com certeza, ¢ o meu Lanterna Verde!

Aos meus irmaos, Almir e Milena, por todo o apoio, conselhos e conversas sobre o
futuro, por acreditarem em mim, no meu potencial ¢ na minha vida como Farmacéutico e
Professor. Todas as palavras de vocés, abragos e sorrisos estdo gravados no meu coragao,
podem ter certeza disso. Me orgulho de fazer parte desta familia tdo unida fundamentada no
amor. A vocés, meu muito obrigado!

Dedico as minhas segundas maes, Tia Nely e Tia Krmely por terem feito parte de
todos os meus passos, desde o ensino fundamental ao ensino superior e, por fim, na pos-
graduacao. Por todos os momentos, todos os sorrisos € todos os conselhos, vocés sdo meus
alicerces, um exemplo de unido e prova que o amor consegue superar qualquer barreira. Nao
poderia ter nascido em uma familia melhor, afinal, a minha ¢ a melhor do mundo! Obrigado!

A minha melhor amiga, minha irma, minha confidente, minha companheira de vida,
Auriana Vasconcelos. Uma mulher sem igual que me acolheu de uma forma impar e acreditou
em mim sempre. Deixo registrado aqui a certeza de que Deus a colocou na minha vida como
um Anjo da Guarda, olhando por cada passo que eu dei nessa estrada. A ela também devo a
realizagao do meu sonho, pois foi a responsavel pelo encontro com a minha mae cientifica, a

professora Cléa Florenco.



O que falar da minha mae cientifica... um exemplo de profissional, de carisma, de
ciéncia e, claro, de mae. Todos n6s nos sentimos acolhidos pela sua aura de luz que envolve
todo o laboratério! Obrigado por ter acreditado em mim e na minha competéncia, obrigado
por tornar o meu sonho realidade, obrigado por me deixar fazer parte do #NeuroTeam e do
#TeamCléa! Prometo que ndo vou lhe decepcionar!

Gostaria de agradecer a todos os envolvidos no laboratério, pois sem a ajuda deles ndo
teria conseguido elaborar, trabalhar e escrever a presente pesquisa. Obrigado Lena, Vila,
Luciana, Natalia, Raquell, Mariana Fernandes, Iris Cristina e aos ICs mais competentes que a
Farmacologia poderia ter: Tiago, Daniel, Mariana e Joao Victor! Gostaria também de
agradecer em especial a lardja, por todo apoio durante o processo seletivo do mestrado,
durante os experimentos e até na defesa, muito obrigado!

Ao Adriano Maia por toda a paciéncia e dedicacdo em fazer esta pesquisa acontecer.
Por todos os conselhos e ideias que partilhamos, meu muito obrigado!

Ao meu irmao Diego Falcao por mais de 25 anos de amizade, apoio, dedicagao
companheirismo e mais pura irmandade! Obrigado por ter me feito “enxergar a luz” e ter sido
responsavel pela maior mudanga na minha vida! Dedico também essa pesquisa meu irmao!
Muito Obrigado! Estarei sempre de pé e a ordem por voceé!

Aos professores Flavio Nogueira, Rogildo Carlos e Jair Mafezoli, pelos exemplos de
profissionais e dedicagdo com a docéncia. Espelho-me muito em vocés e gragas a isso que
enveredo pela vida académica hoje. Obrigado por serem esta inspira¢ao para mim.

A banca examinadora de qualificagdo, que aceitou de muito bom grado, muito
obrigado professora Mary Anne e Marta, por terem aceito o convite! Gostaria de agradecer
em especial a professora Arlandia por ser esta farmacologista de ponta que me incentivou
desde a UNIFOR a ser um excelente profissional.

Aos professores da UNIFOR e da UFC que fizeram parte da minha vida, me ajudando
e formando o profissional que hoje eu sou.

A banda Iron Maiden por ter sido autora de todas as musicas que me proporcionaram
momentos unicos na construg¢ao desta dissertacao. Thank you very much! Up The Irons!

Aos meus irmaos do peito Douglas Loureiro, Mario Lopes e David Bolinelson, por
todos os risos, as descontragdes, incentivos € musicas tocadas juntos. Nao estaria aqui sem a
presenca de voc€s meus irmaos, muito obrigado!

Ao meu irmao George Rolim por todos os conselhos e apoio que vocé tem me dado.

Nossa amizade ¢ imortal, pode ter certeza disso!



Aos meus amigos Tiago Costa e Isaque Marques por todos os conselhos, todos os
puxdes de orelha e por todas as vezes que me incentivaram a ingressar na vida académica,
meu muito obrigado pra vocés! Vocés sdao simplesmente os melhores!

Agradeco a Ravenna Bessa, por todo o apoio e por acreditar na minha competéncia
como profissional, sempre me encorajando a voar mais alto e a buscar sempre ser o melhor.
Estou realizado e devo isso gragas ao seu companheirismo e exemplo de mulher batalhadora e
guerreira. Muito obrigado Rav!

Agradeco a Melina Cavalcante por ter lutado comigo até o momento final do processo
seletivo do mestrado, se fazendo presente 24hs por dia antes da minha apresentacdao e se
dispondo inteiramente ao meu sonho de ingressar no Mestrado. Muito obrigado por todo o
sacrificio e por ter acreditado em mim.

Agradeco também a Mariana Araujo por toda a compreensdo, dedicagdo,
companheirismo, cumplicidade e paciéncia que teve para a confec¢do deste trabalho. Me
ajudando de varias formas e sendo autora de algumas imagens nesta pesquisa, vocé foi peca
fundamental para a concretizagdo deste sonho. Nao tenho palavras para te agradecer! Muito
obrigado!

A Laura do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, por ter sido um doce comigo,
por toda a paciéncia e vontade de fazer este trabalho nascer.

Aos camundongos que fizeram tudo isso possivel, a CAPES e ao CNPQ por todo o

apoio financeiro e por acreditar no cientista brasileiro, meu muito obrigado!



RESUMO

O transtorno depressivo maior (TDM), mais conhecido como depressao, ¢ uma patologia que
atinge milhares de pessoas, sendo responsdavel pela incapacitagcdo funcional e
comprometimento da saude fisica e mental. Existem vdrias teorias que explicam o quadro
depressivo, porém atualmente a mais aceita seria a teoria monoaminérgica da depres

Vinculada a esta teoria estaria a neurogénese, responsavel pela plasticidade neuron... .
sabidamente expressada por um padrao comportamental ndo depressivo. Com base nesta
premissa e visando o aprimoramento terap€utico deste tipo de paciente, verificou-se os efeitos
terapéuticos centrais na via neurogénica do Timol, um terpeno derivado da Lippia sidoides
com varias acdes terapéuticas incluindo atividade antidepressiva buscando elucidar o
envolvimento desta molécula na depressdao. Para realizacio do estudo se utilizou da
administracao cronica de corticosterona, pela via subcutanea, em camundongos swiss fémeas,
para indu¢do do quadro depressivo durante 23 dias. A partir do 14° dia de corticosterona, foi
introduzido o Timol, a droga padrdo positiva (Fluvoxamina) e veiculo para ser feito o
comparativo. Ao final do tratamento de 23 dias os testes comportamentais foram iniciados e,
ao término de todos, os animais foram sacrificados por guilhotina sendo dissecados para
avaliacdo hipocampal de BDNF. Os testes comportamentais escolhidos foram o campo aberto,
nado forgado, suspensao da cauda, preferéncia pela sacarose, claro/escuro, interagao social,
y-maze, plus-maze, placa perfurada para averiguar, dentre outros parametros, a ansiedade,
memoria, depressao e anedonia. Para corroborar com os demais comportamentos foi realizado
duas metodologias neuroquimicas, ELISA e Western Blot, para avaliar os niveis de BDNF,
fator este envolvido na neurogénese celular. Como resultados foi obtido que o Timol ¢ a
Fluvoxamina foram capazes de reverter o quadro depressivo avaliado pelos testes do nado
forcado e suspensdo da cauda, além de melhorar o quadro ansioso mensurado pela placa
perfurada, plus-maze e interagdo social. O quadro aneddnico e o prejuizo na memoria foram
reduzidos com o tratamento. Nos testes neuroquimicos tanto o Timol como a Fluvoxamina
restauraram os niveis de BDNF, melhorando o quadro depressivo. Este trabalho elucidou a
interacdo do Timol com a via neurogénica-BDNF, abrindo precedentes para novas

investigacoes visando o emprego desta molécula como alternativa terapé€utica.

Palavras-chave: 1. Timol. 2. Depressao. 3. BDNF. 4. Antidepressivo.



ABSTRACT

Antidepressant Potential of Thymol: Effects on Brain Derived Neurotrophic Factor

Levels (Bdnf) in the Chronic Stress-Induced Model of Corticosterone in Mice.

Major Depressive Disorder (MDD), better known as depression, is a pathology that attracts
thousands of people, being the force of functional disability and impairment of physical and
mental health. There are many theories that explain the depressive picture, but currently the
most accepted would be the monoaminergic theory of depression. Linked to this theory would
be the neurogenesis, responsible for neuronal plasticity and known as expressed by a non-
depressive behavioral pattern. Based on this and the enhanced for pharmaceuticals of this
type, the central therapeutic effects of Thymol, a terpene with several therapeutic actions,
including the antidepressant activity derived from Lippia sidoides, were verified in the
neurogenic pathway, seeking to elucidate the involvement of the molecule and depression . To
perform the study, chronic subcutaneous administration of corticosterone was used in swiss
females to induce depressive symptoms for 23 days. From the 14th day of corticosterone,
Timol, a standard positive drug (Fluvoxamine) and vehicle was administered to be made
comparative. At the end of the 23-day treatment of the behavioral tests were initiated and, at
the end of all, the animals sacrificed by guillotine were dissected for hippocampal evaluation
of BDNF. Test objects were performed, forced swim test, tail suspension, sucrose preference,
light / dark, social interaction, y-maze, plus-maze, hole-board, to access memory, depression
and anhedonia. To assess the level of efficacy, ELISA and Western Blot, to assess BDNF
levels, this factor is involved in cellular neurogenesis. As a result, Thymol and Fluvoxamine
were able to reverse the depressive symptoms assessed by forced-swim and tail-suspension
tests, as well as to improve the anxious frame measured by hole-board, plus-maze and social
interaction. The anhedonic and idle memory in the memory of problems was restored with the
treatment. In the neurochemical tests both Thymol and Fluvoxamine restored BDNF levels,
improving the depressive condition. This work aimed to evalueted the interaction of Thymol
with the neurogenic pathway-BDNF, opening up precedents for new investigations aiming the

use of the molecule as a therapeutic alternative for this pathology.

Keywords: 1. Thymol. 2. Depression. 3. BDNF. 4. Antidepressant.
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INTRODUCAO

1.1 Aspectos Epidemiolégicos da Depressao

A depressao ¢ um mal que atinge, mundialmente, mais de 300 milhdes de pessoas, de
todas as faixas etarias e apresenta frequéncia relevante em meio a outras desordens
psiquiatricas. E uma das principais causas de incapacitagio em todo o mundo, podendo
induzir sofrimento, reduzir a produtividade no trabalho, no ambito escolar e influenciar
negativamente o relacionamento familiar. Aproximadamente, cerca de 800 mil pessoas

morrem por suicidio a cada ano, devido ao quadro depressivo apresentado (BETRY et al.

2015; MARCINKIEWCZ & DEVINE, 2015; WHO, 2017).

O suicidio ja representa 1,4% de todas as mortes ao redor do mundo, sendo alocado no
ano de 2012 como a décima quinta causa de mortalidade apresentada na populagdo geral.
Entre os jovens de 15 até 29 anos chega a ser a segunda principal causa de morte (WHO,
2017). Entre os transtornos mentais mais comuns associados ao quadro de suicidio, a
depressao aparece evidenciada, ficando claro a prevaléncia e a preocupagao que deve-se ter

sobre a tematica supracitada (BERTOLOTE & FLEISCHMANN, 2002; BOTEGA, 2014).

A depressdao encontra-se mais expressiva no sexo feminino, apresentando-se mais
frequente de duas a trés vezes quando comparada com a incidéncia no sexo masculino (TENG
& DEMETRIO, 2012; WHO, 2017). Segundo o Boletim Epidemiolégico intitulado "Suicidio.
Saber, agir e prevenir” (2017), no periodo de 2011 a 2016, em territorio nacional, foram
notificados no SINAN 1.173.418 casos de violéncias interpessoais e autoprovocadas. Desse
total, 176.226 (15,0%) foram relativos a pratica de lesdo autoprovocada, sendo 116.113
(65,9%) casos em mulheres e 60.098 (34,1%) casos em homens. Considerando-se somente a
ocorréncia de lesdo autoprovocada, identificaram-se 48.204 (27,4%) casos de tentativa de

suicidio, sendo 33.269 (69,0%) em mulheres e 14.931 (31,0%) em homens.

Nao obstante, os transtornos mentais representam 30% da carga global de doencas nao
fatais. (WHO, 2016). Enquanto em 2017 este nimero diminuiu, para aproximadamente 300
milhdes de pessoas que sofrem de depressdo, sendo o equivalente a 4,4% da populacao
mundial. O Brasil possui uma situagdo mais delicada, uma vez que lidera o ranking mundial
de prevaléncia de transtornos de ansiedade e ocupa a quinta posicdo de pessoas com

depressdo (WHO, 2017, SOUZA & MACHADO-DE-SOUSA, 2017).
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1.2 Transtorno Depressivo Maior (TDM)

O TDM, mais conhecido como depressao, ¢ uma condi¢ao relativamente comum, de
curso cronico e recorrente. Esta freqiientemente associado com incapacitacao funcional e
comprometimento da saude fisica. Os pacientes deprimidos apresentam limitagdo da sua
atividade e bem estar, além de uma maior utilizacdo de servigos de saude (FLECK et al.,
2009). A depressao pode possuir dois extremos. Um deles seria caracterizado pela tristeza da
vida, desencadeada por perdas, desapontamentos ou ainda por isolamento social; nessas
circunstancias, a tristeza pode ser considerada uma experiéncia necessaria, porque convida a
reflexdo e ao autoexame. Em um outro extremo a depressio pode ser uma doenga
devastadora, associada a grande comprometimento funcional, da saude fisica e do bem-estar,

podendo, inclusive, ser fatal MCWHINNEY; FREEMAN, 2010; SUS, 2013).

Segundo o DSM - V (Manual de Diagnéstico e Estatistica dos Transtornos Mentais - 5
edicao) o TDM, ¢ caracterizado por episodios distintos de pelo menos duas semanas de
duragdo (embora a maioria dos episodios dure um tempo consideravelmente maior)
envolvendo alteragdes nitidas no afeto, na cognicdo e¢ em fungdes neurovegetativas, €
remissoes interepisodicas. Ressalta-se que o luto pode induzir grande sofrimento, mas nao
costuma provocar um episddio de transtorno depressivo maior. Quando ocorrem em conjunto,
os sintomas depressivos e o prejuizo funcional tendem a ser mais graves, € o prognostico €
pior comparado com o luto que nao ¢ acompanhado de transtorno depressivo maior. A
depressao relacionada ao luto tende a ocorrer em pessoas com outras vulnerabilidades a
transtornos depressivos, € a recuperagdo pode ser facilitada pelo tratamento com

antidepressivos.

Ja a Classificagao Estatistica Internacional de Doencas e Problemas Relacionados a
Satde, CID-10 (2008), caracteriza o quadro depressivo por alteragdes da capacidade de
experimentar o prazer, perda de interesse, diminui¢ao da capacidade de concentragdo e fadiga.
E observado em geral problemas do sono e diminuigdo do apetite. Existe rotineiramente uma
diminui¢do da auto-estima, autoconfianga e o aparecimento frequente de idéias de

culpabilidade e ou de indignidade.

O humor depressivo varia pouco de dia para dia ou segundo as circunstancias ¢ pode
se acompanhar de sintomas ditos “somaticos”, por exemplo perda de interesse ou prazer,

despertar matinal precoce, agravamento matinal da depressao, agita¢ao, perda de apetite, peso
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e da libido. A CID-10 traz ainda uma tipificacdo do episddio depressivo como mostra a tabela

1.

Tabela 1 - Tipificacao dos Episodios Depressivos segundo a Classificagao Estatistica

Internacional de Doencas e Problemas Relacionados a Saude (CID-10).

CODIGO TIPIFICACAO
F32.0 Episodio depressivo leve.
F32.1 Episodio depressivo moderado.
F32.2 Episodio depressivo grave sem sintomas psicoticos.
F32.3 Episodio depressivo grave com sintomas psicoticos.
F32.8 Outros episodios depressivos.
F32.9 Episodio depressivo ndo especificado.

Fonte: CID - 10 (2008).

Dificuldades no processo de aprendizagem e de memorizagdo sao comuns nesta
patologia, o que pode estar relacionado com alteragdes quimicas, neurologicas e circulatorias,
que por sua vez afetam a fungao cerebral (BRAVER; BRACH, 2002; GARCIA et al., 2006).
Na avaliagdo neuropsicologica de pacientes deprimidos, os dominios cognitivos mais
comumente afetados sdo: aquisigdo da memoria, atengdo, concentracdo, flexibilidade
cognitiva e abstragdo (ZAKZANIS; LEACH; KAPLAN, 1999; PORTO; HERMOLIN;
VENTURA, 2002). Entretanto, ¢ importante ressaltar que nem todos os pacientes deprimidos
apresentam estes déficits. Estudos constatam que os déficits de memoria vinculados a
depressdo sao similares aos de pacientes com disfungdo subcortical (por exemplo, em
pacientes com coréia de Hungtington) (LAKS ef al, 1999; PORTO; HERMOLIN;
VENTURA, 2002). Segundo o estudo de Bieliauskas (1993) ficou evidenciado que os déficits
de memoria estdo diretamente relacionados a depressao em pacientes idosos, principalmente
em pacientes com historico cronico e recorrente de quadros depressivos. Ja Basso e Bornstein
(1999) relatam que os pacientes com TDM que apresentavam episddios recorrente possuem
uma maior probabilidade de ter déficits cognitivos do que aqueles que apresentam episodio

anico.
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A memoria, assim com outros fatores neuropsicologicos como atencdo e
concentragdo, apresentam-se de forma problematica e recorrente no TDM, sendo marcante a

sua presenga na patologia (PORTO; HERMOLIN; VENTURA, 2002).

Vérios outros sintomas, além da memoria, podem estar envolvidos no TDM. Dois
dos principais sintomas do quadro depressivo ¢ a anedonia e a tristeza. O termo anedonia €
oriundo do grego antigo e quer dizer "sem prazer" sendo introduzido na psiquiatria por
Théodule-Armand Ribot em 1896, significando a inabilidade de experienciar prazer, fazendo
referéncia tanto ao sintoma como ao trago de personalidade apresentado por certos individuos

(MARTINOTTI et al., 2012; HESHMATI; RUSSO, 2015).

Atualmente o DSM - V define a mesma como sendo a falta de prazer, envolvimento
ou energia para as experiéncias da vida; déficits na capacidade de sentir prazer e ter interesse
nas coisas. Além do humor deprimido a anedonia ¢ considerada um sintoma central para
diagnostico da depressao, como aponta o DSM - IV - TR tendo como exemplo o caso do
subtipo melancélico do quadro de depressdo maior. E sabidamente responsiva a tratamentos

farmacologicos (FURLANETTO et al., 2006; MARTINOTTI et al., 2012).

Como supracitado a depressdo possui um conjunto sintomatologico extenso e tanto
ela como a ansiedade estdo entre as doencas mais comuns na comunidade. Nao € raro
pacientes com quadro depressivo apresentam caracteristicas de transtornos de ansiedade,
assim como 0s pacientes que possuem o quadro ansioso instalado, comumente, também

possuirem depressao (TILLER, 2012).

Castillo (2000) define ansiedade como sendo um sentimento vago e desagradavel de
medo, apreensdo, caracterizado por tensdao ou desconforto derivado de antecipagdo de perigo,
de algo desconhecido ou estranho. O tratamento farmacoldgico considerado de primeira linha
para o transtorno de ansiedade generalizada, por exemplo sdo os antidepressivos Inibidores
Seletivos da Recaptacdo de Serotonina (ISRS) e os Inibidores Seletivos da Recaptagao de

Serotonina e Norepinefrina (IRSN) (MOCHCOVITCH, 2015).

1.3 Etiologia do TDM

Apesar de sermos expostos repetidamente a adversidades e situagdes de cunho
estressantes durante a vida, a rede dos sistemas hormonal, neurobiolégico e circadiano
mantém a homeostase fisiologica e comportamental na maioria dos individuos. Porém,

interrupcdes nas interagdes e desequilibrios entre estes sistemas podem originar varias
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desordens neurocomportamentais, como a depressao. Mesmo frente a tantos avancos notorios
nesta esfera cientifica a causa especifica da depressdao continua sem uma posi¢cao definitiva.
Nao obstante, varias teorias foram formuladas para embasar o quadro
fisiopatoldgico/sintomatolégico depressivo (SOBOCKI, 2006; MASSART; MONGEAU;
LANFUMEY, 2012).

A disfuncao na neurotransmissao monoaminérgica ¢ uma das teorias mais estudadas
atualmente (PRINS; OLIVER; KORTE, 2011), assim como a relacdo do eixo hipotalamico-
hipofisario-adrenal (¢HHA) com a depressao (ANACKER et al, 2011), do ciclo circadiano
(MCCLUNG, 2007) e os processos neuroimunoldgicos (MILLER, 2010).

Vismari e colaboradores (2008) ressaltam que por mais de trés décadas, as bases
biologicas dos transtornos depressivos tem seio na hipotese monoaminérgica da depressao. A
teoria propoe que a depressao seja desencadeada devido a uma menor oferta de aminas
biogénicas cerebrais, em particular de serotonina (5-HT), norepinefrina (NE) e/ou dopamina
(DA). O mecanismo de agdo dos antidepressivos utilizados embasa esta hipotese, pois o
aumento da disponibilidade desses neurotransmissores na fenda sinaptica, seja pela inibi¢do
(seletiva ou nao) de suas recaptagdes, seja pela inibigdo da enzima responsavel por suas
degradacdes (inibidores da monoaminoxidase), melhoram, comprovadamente, o quadro
depressivo do paciente. A teoria monoaminérgica da depressdao e suas caracteristicas
particulares como a cascata de sinalizagdo intracelular, a modulacao da expressao dos genes,
participacgdo de fatores neurotréficos, tais como o Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (do
inglés, Brain derived neurotrophic factor - BDNF), corroboram para que ela seja uma das

mais aceitas atualmente.

Com a constante busca pela elucidacao da etiologia depressiva, os estudos apontaram
para uma nova vereda hipotética vinculada ao BDNF, a hipotese neurotrofica que, por sua
vez, parece contribuir para a instalacdo do quadro patologico de TDM . Tal hipodtese propde
que alteracdes relacionadas ao estresse diminuam os niveis de BDNF, corroborando para o
processo patogénico depressivo (REGIANE et al., 2003; DUMAN; MONTEGGIA, 2006;
PHILLIPS, 2017). Esta nogao estd fundamentada na evidéncia de que as neurotrofinas sdao
fatores de crescimento que possuem papel fundamental na formacao e plasticidade neuronal,
somando a isto temos que pessoas com TDM apresentam alteragdes nos niveis e

funcionalidade de BDNF. Existe um Upregulation de BDNF na amigdala e no nucleo
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accumbens em pessoas com TDM e um Downregulation desta neurotrofina no hipocampo e

cortex pré-frontal medial (PHILLIPS, 2017).

Sugere-se, portanto, que com esta gama de evidéncias os niveis e fungdes alteradas de
BDNF contribuem para atrofia e desconexao simpatica, ao passo que o aumento dos niveis
desta neurotrofina facilitam a plasticidade sinaptica e a remodela¢ao, modulam o gene de
expressao da plasticidade e, por conseguinte, promove o alivio dos sintomas depressivos

(KRISHNAN; NESTLER, 2008; DUMAN, 2014; PHILLIPS, 2017).

1.4 Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) - Sintese, Liberacao,

Receptores e Localizacao

As neurotrofinas s3o uma familia de proteinas que estdo intimamente ligadas ao
cérebro contribuindo para o crescimento, manutengdo neuronal e sobrevivéncia. Participa
também de uma variedade de fung¢des neuronais vinculadas ao aprendizado € memoria. As
neurotrofinas dos mamiferos incluem o BDNF, o fator de crescimento neural (Nerve Growth
Factor - NGF), neurotrofina-3 e neurotrofina 4-5. Dentre as neurotrofinas supracitadas o
BDNF ¢ a que aparece com mais frequéncia na literatura vinculado a depressao (GIRALT et

al.,2010; KANDEL et al., 2014; PHILLIPS, 2017).

A producao desta neurotrofina ocorre tanto no sistema nervoso central como no
periférico e em regides responsaveis pelas fung¢des emocionais e cognitivas, como o
hipocampo e a areas frontal e parietal do cérebro. Esta sintese ocorre em neurdnios alvo e
também em astrocitos apds certas situagdes como injuria ou administragdo de antidepressivos.
E sabido que no cérebro os neurénios sdo uma fonte celular expressiva de BDNF, estando em
maior concentracdo em certas areas cerebrais como o cortex, hipocampo e amigdala
(RUDGE; PASNIKOWSKI; LINDSAY, 1995; MAROSI; MATTSON, 2014; PHILLIPS,
2017) .

As neurotrofinas possuem afinidade por duas categorias de receptores, os receptores
do tipo tirosina cinase (Trk), que possuem trés classes, como ilustra a figura 1, e o receptor
p75, pertencente a familia de moléculas transmembrana servindo também como receptor de
citocinas pertencentes a familia do fator de necrose tumoral (TNF-a), induzindo a morte
celular. O BDNF se liga em receptores do tipo TrkB que por sua vez regula a fungdo
neuronal, promove a sobrevivéncia celular e melhora a plasticidade sindptica (CHAO, 1994;

YANG et al, 2009; MAROSI; MATTSON, 2014; KANDEL, 2014; PHILLIPS, 2017).
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Figura 1 - Receptores do tipo Tirosina Cinase das neurotrofinas. Em amerelo receptor TrkA,

em verde receptor TrkB, em azul receptor TrkC, em roxo receptor p75.

NGF BDNF

o U

NGF BDNF NT-3

U

Fonte: Kendel (2014)

O BDNF se origina a partir de seu precursor, pro-BDNF, que apds o processo de
transcrigdo, ¢ conduzido até o reticulo endoplasmatico, sendo entdo alocado em vesiculas
secretoras até sofrerem um estimulo de liberagdo ou serem liberadas de forma espontanea. O
pro-BDNF ¢ entdo secretado e posteriormente € convertido em BDNF maduro pelas proteases
extracelulares, como por exemplo a plasmina e fator ativador de plasminogénio extracelular.
O pro-BDNF ¢ responsavel pela regulacio de BDNF maduro, porém nao possui afinidade
pelo receptor TrkB e sim pelo receptor p75 de neurotrofinas, tendo a capacidade de promover
a apoptose celular, resultando na morte da célula, assim como, na atenuagdo da transmissao

sinaptica (BARBOSA, 2009; YANG et al., 2009).

Barbosa (2009) elucida que a acdo do BDNF se da através da sua ligacdo ao
receptor TrkB, ativando uma cascata de sinalizadores intracelulares e de transcrigdo em
varios sistemas neuroquimicos, como por exemplo MAPK e PLC. A ativagao via Trk-B e
p75, por sua vez, estimula e suprime, respectivamente, o crescimento dendritico, assim como
uma potenciacdo ou depressao sinaptica. Vale ressaltar que o equilibrio entre estimulos
ocasionados pelas ligagdes BDNF-TrkB e pro-BDNF-p75 sdo cruciais para as alteracdes
das estruturas sinapticas e densidade das espiculas dendriticas, sendo fundamental para a

plasticidade sinaptica.
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A funcdo e importancia do BDNF estdo diretamente implicadas na fisiopatologia de
varias doencas neuronais, incluindo o TDM. Vérios artigos sugerem que a expressao do
BDNF estd diminuida em diversas doengas, como por exemplo a esquizofrenia, transtorno
bipolar e na depressao maior. (KNABLE ef al., 2004; GERVASONI et al., 2005; KAREGE et
al., 2005, NUMAKAWA; SUZUKI; ADACHI, 2010).

Estudos como o de Tsankova e colaboradores (2007), demonstraram que a regulacdo
génica do BDNF poderia ser afetada por diversos fatores, dentre eles, o estresse cronico
estaria em evidéncia. O estresse cronico em camundongos pode ocasionar diversas alteracdes
comportamentais, como, por exemplo, reclusdo social, sendo esta revertida com tratamento
continuo de antidepressivos. Os autores relatam que o mecanismo mediador de tal processo

seria devido a modifica¢des no gene que codifica o BDNF.

Numakawa (2010) destaca que o hormodnio liberado em caso de estresse
(glicocorticoide) esta diretamente relacionado com a fisiopatologia depressiva afetando a

fungdo sinaptica e participando da instalagdo do TDM.

1.5 Corticosterona (CORT) e Depressao: Relacao Experimental.

Segundo Steibel e Almeida (2010) a depressao esta diretamente ligada a elevacao dos
niveis de cortisol, podendo ser uma hipdtese explicativa da morte neuronal localizada na
regido do hipocampo. Tal alteracdo teria concordancia com a desregulagdo do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal, resultando em atrofia hipocampal e consequente declinio

cognitivo.

Vasconcelos (2015) corrobora com o estudo supracitado quando afirma que a principal
resposta neuroenddcrina ao estresse ¢ mediada pela estimulagdo dos neurdnios do nucleo
paraventricular hipotalamico, resultando na liberacdo do hormoénio adrenocorticotrofico, por
excitacdo prévia hipofisaria, promovendo a secre¢ao de glicocorticoides pelo cortex adrenal.
Os glicocorticéides (cortisol em humanos e CORT em camundongos), por sua vez, agem
sobre varios receptores especificos presentes na maioria da periferia e centralidade do sistema

nervoso, preparando o organismo para o momento de estresse.

A exposicdo a longo prazo de concentragdes elevadas de CORT circulante podem
estar associadas com multiplos efeitos deletérios dos sistema nervoso central, incluindo a
supressao do crescimento, perda de musculo, supressdo imune e morte neuronal

(SAPOLSKY, 2002). O estresse cronico ou a administragao repetida de CORT pode levar a
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profundas mudangas no comportamento emocional, mimetizando doengas mentais humanas,
como ansiedade e depressio (SKORZEWSKA et al, 2014).

O hipocampo ¢ uma regido sensivel ao estresse cronico, sendo observado que quando
os niveis de cortisol estdo exacerbados estes podem inferir o quadro consideravel de atrofia
hipocampal. Tal fator estd diretamente relacionado com déficits cognitivos observados em
pacientes com TDM. E observado, também, uma diminui¢do da ramificagdo dendritica e
diminui¢do da neurogénese nestes pacientes (VASCONCELOS, 2015).

Neste esfera embasada, tem-se que as metodologias farmacoldgica e toxicoldgica (a
experimentacdo animal) tem por base a observagao dos efeitos ocasionados por substincias
em organismos vivos € que por meio destes resultados pode-se obter dados qualitativos ou
quantitativos relativos a agao do medicamento ou substancia em teste, sendo de fundamental
importancia para tratamento e entendimento das patologias que assolam o ser humano
(ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002).

Zhao e colaboradores (2008) afirmam que existem varias formas de se mensurar e
analisar o quadro depressivo em um camundongo, porém as varidveis em abrangéncia,
pertencentes a algumas metodologias, podem tanger os resultados a heterogeneidade
comportamental exacerbada, dificultando a interpretacao dos resultados.

O eHHA dos animais pode ser estimulado de varias formas a certos estimulos
estressores, variando de animal para animal, causando uma liberacao aleatéria de
corticosterona em cada animal, além de uma variabilidade comportamental expressiva entre
eles, ndo formando resultados concisos (NESTLER et al., 2002).

Uma maneira de driblar estas dificuldades experimentais seria a administragao de
CORT, previamente mensurada e individualizada para cada animal, garantindo que os grupos
tratados tornem-se homogéneos frente ao fator estressante. Dentre os diversos modelos para
estudo de depressdao a administragdo de corticosterona mostrou induzir o quadro depressivo
(CAMERON; GOULD, 1994; MAO et al., 2012; PITTA et al., 2013). O modelo, proposto
por Zhao e colaboradores (2008), ¢ utilizado amplamente para induzir depressao atualmente,
sendo este uma metodologia valida e ética. (VAN DONKELAAR et al., 2014; ZHAO et al.,
2008; SKORZEWSKAA et al., 2014, VASCONCELOS, 2015)

1.6 Diagnéstico e Tratamento Farmacologico do TDM

O TDM ¢ diagnosticado, segundo o DSM - V, pelo menos cinco sintomas, a seguir

relacionados, precisam estar presentes diariamente por, no minimo, duas semanas
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consecutivas, ou, a0 menos, os itens [a] ou [b]: [a] humor deprimido na maioria do dia; [b]
desinteresse e desprazer pela maioria das atividades cotidianas (anedonia); [c] significativos
ganho ou perda de peso ou aumento ou perda de apetite; [d] insOnia ou excesso de sono; [e]
agitacdo ou lentidao psicomotora; [f] fadiga ou perda de energia; [g] sentimentos de desvalia
ou excessiva e inapropriada culpa; [h] dificuldade de concentracdo mental; [i] pensamentos
recorrentes sobre morte, ideagdo suicida recorrente, tentativa de suicidio perpetrada ou
planejada. Avalia-se ainda se ¢ leve, moderado ou grave; se ha ou ndo aspectos psicoticos
(caracteristicas catatonicas, melancolicas ou atipicas); se ha risco de suicidio; se ha ansiedade

concomitante e se teve inicio no pos-parto.

Uma vez diagnosticado o TDM possui manejos distintos com objetivo de proporcionar
melhor qualidade do paciente, minimizar os riscos de suicidio, reduzir a
necessidade/probabilidade de hospitalizagdo e reduzir as reincidéncias das crises de
hospitalizagdo, por intermédio da eliminacdo dos sintomas, recuperacdo da capacidade
sociofuncional e impedimento de recorréncias, buscando a remissdo. Se o profissional
escolher a farmacoterapia como tratamento, os medicamentos deverao ter o minimo de efeitos
adversos, buscando a melhor adesdo ao tratamento (WANNMACHER, 2004; MINISTERIO DA
SAUDE, 2012).

Os inibidores da Monoamina Oxidase (IMAO) foram a primeira classe de
antidepressivos a serem utilizados na clinica médica e seu mecanismo consiste na inibi¢ao da
enzima responsavel pela degradacao da 5-HT, NE e DA, aumentando assim os seus niveis na
fenda sinaptica (HIRSCH; BIRNBAUM, 2012; KANDEL, 2014). Devido ao seu mecanismo
os efeitos adversos provocados pela classe sdo mais graves e frequentes que os observados
com as demais classes terapéuticas. Hirsch e Birnbaum (2012) relatam que aproximadamente
50% dos pacientes tratados com esta farmacoterapia apresentam hipotensdo ortostitica e
sincope. Vale lembrar que pacientes que fazem uso de IMAO devem ter cuidados especiais ao
ingerir alimentos ricos em tiramina, como queijo e vinhos, devido a esta molécula
desencadear a "reagdo do queijo" como ¢ popularmente conhecida. Esta reacdo, desencadeada
pela tiramina na presenga de IMAO, causa hipertensao severa podendo culminar em acidente
vascular cerebral (AVC). Sendo assim, nao sdo muito utilizados na terapéutica cotidiana,
porém quando o paciente se apresenta resistente as demais terapias os IMAO tornam-se uma

opgao apreciavel.
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Outra classe de medicamentos que atualmente também ndo sao utilizados como
primeira escolha, via de regra, seriam os antidepressivos triciclicos (ADT). Possuem
mecanismo de acdo voltado para reducdo da recaptacdo de 5-HT e NE, aumentando a
disponibilidade desses neurotransmissores na fenda sinaptica (HIRSCH; BIRNBAUM, 2012),
porém esta classe de medicamentos causa varios efeitos adversos ao paciente, uma vez que
existe a possibilidade destes bloquearem outras vias neurologicas, como 0s receptores
colinérgicos muscarinicos e histaminérgicos, causando, por exemplo, ganho de peso
(vinculados ao efeito anti-histaminico), constipagdo e xerostomia (bloqueio colinérgico),
hipotensao ortostatica (bloqueio dos receptores al-adrenérgicos), dentre outros (COHEN,

1997; SAIZ RUIZ; MONTES RODRIGUEZ, 2005).

Ja os ISRS, como supracitado, tratam-se da primeira linha na terapéutica do TDM e
outras tipificacoes depressivas. Eles inibem a recaptacdo da 5-HT na fenda sinaptica
aumentando a disponibilidade desta monoamina e, por conseguinte, seus efeitos. Estes, por
sua vez, sdo bem tolerados quando comparamos as demais classes. Possuem um melhor perfil
de seguranca mesmo em casos de sobredose sendo mais escolhidos pelos prescritores na
terapéutica, além de possuirem baixa toxicidade e minimos efeitos anticolinérgicos, como

xerostomia, constipacao e visao turva (HIRSCH; BIRNBAUM, 2012; KANDEL, 2014)

Tem-se como exemplo da classe dos ISRS a Fluvoxamina (FLU), farmaco ja antigo no
mercado e que possui eficacia terap€utica no tratamento da depressao associada a ansiedade
(NUTT, 1997), da depressao recorrente (TERRA; MONTGOMERY, 1998) e da depressao
psicotica (GATTI et al., 1996; FRANCHINI et al., 1997). Além disso ela ainda pode ser
utilizada em pacientes com transtorno obsessivo-compulsivo, sendo relatado na literatura bons

resultados na terapéutica com a mesma (MUNDO et al., 1997).

Entre os ISRS, a fluvoxamina tem-se destacado como critério de escolha no
tratamento de alguns subtipos de depressdo, inclusive em depressdes severas

(OTTEVANGER, 1991).

Existem outras terapéuticas como os IRSN, os bloqueadores dos receptores a2-
adrenérgicos, como a Mirtazapina, que além desta fungdo possui fungdo direta e indireta
frente a 5-HT na condigdo de agonista dos receptores 5-HT 4 e bloqueio dos receptores 5-HT,
e 5-HTj;. Possui atividade agonista dos receptores al-adrenérgicos dentre outros receptores,
sendo muito util na clinica. A Bupropiona, outro farmaco utilizado na terap€utica do TDM,

possui atividade noradrenérgica e dopaminérgica tratando-se de um fraco inibidor da
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recaptacdo da DA e utilizado em alguns casos de depressao. O principal foco do
desenvolvimento da terapia farmacoldgica para depressao, durante décadas e até a atualidade,
tem sido o sistema monoaminérgico de neurotransmissores, tendo como base a teoria de
desregulagdo monoaminérgica (HIRSCH; BIRNBAUM, 2012; KANDEL, 2014; BETRY et
al.,2015; SUMAYA et al., 2016).

E notério a vasta gama de alternativas terapéuticas para tratamento da depressio,
ficando claro a constante evolucao na farmacoterapia ao longo dos anos. Fruto de estudos e
pesquisas a busca pela melhor alternativa terapéutica esta sempre presente dentre os artigos da
atualidade. Elucidar os mecanismos de acdo e¢ como as drogas agem tem sido fator
determinante na abordagem clinica, como foi endossado anteriormente, levando em

consideragdo os efeitos adversos e adesdo do paciente.

Sendo assim, no centro deste cenario, a busca por alternativas na natureza tem se
mostrado essencial e as plantas medicinais tem ganhado espago dentro da pesquisa, visando

tal alternativa (VASCONCELOS, 2015).

1.7 Plantas Medicinais - Um contexto historico e evolu¢ao na pesquisa

O homem vem fazendo uso dos recursos proporcionados pela flora natural, ha
milhares de anos, para tratamento das mais variadas patologias que o mesmo apresenta. Se
tem na historia relatos do uso de plantas, com finalidades terapéuticas, por volta de 3.000 a.C.
na obra Pen Ts'ao do chinés Shen Nung (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). Na propria
Biblia, livro adotado pela comunidade religiosa crista, tanto no Antigo como no Novo
Testamento existem referéncias de plantas terap€uticas, como a mirra, porém devido aos
eventos histdricos europeus na Idade Média, o fortalecimento da igreja catdlica e a queda do
império romano o conhecimento se dissipou, ao passo que as informacdes acerca desta forma
terapéutica se manteve estagnada por longos periodos de tempo (MARTINS et al., 2000;
OLIVEIRA; MACHADO; RODRIGUES, 2014).

A utilizagdo de plantas medicinais visando a restauracdo da satide tem evoluido de
forma expressiva ao longo dos anos, como demonstra a histéria humana. E notério que desde
as formas mais simplérias de tratamento empirico até as mais diversas formulagdes e
esquemas terapéuticos, como fabricagdes laboratoriais/industriais, 0 homem tem se servido da
natureza em prol da cura de suas doengas. Varios trabalhos de cunho experimental e

epidemiologico atestam que o consumo de plantas podem promover varias agdes, por
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exemplo, quimiopreventiva, antineopldsica, antidepressiva dentre outras (MATOS, 2002;

SOUSA et al., 2005; SOUSA et al., 2008; OLIVEIRA; MACHADO; RODRIGUES; 2014).

Sousa e colaboradores (2008) atestam que existem um grande nimero de plantas
medicinais cujo potencial terapéutico tem sido estudado em uma vasta gama de metodologias
experimentais envolvendo animais, e seus mecanismos de agdo sido investigados através de

ensaios neuroquimicos.

Neste interim surge a proposta de seguir a caminhada destes pesquisadores no intuito
de promover recursos cientificos para o tratamento da depressao que atinge milhares de

pessoas ao redor do mundo.

1.7.1 Timol

Viarias sdo as substancias que possuem influéncia sobre o sistema nervoso central,
dentre elas, as de origem vegetal s3o bem expressivas, sendo notério o aumento do interesse
em avaliar os efeitos terapéuticos de produtos naturais em desordens mentais, tais como a
depressao (CARLINI 2003; UMUKORO et al., 2011). Dentro desta grande variedade de
plantas que, apds estudos, apresentaram substancias com efeitos promissores no quadro
depressivo, os principios ativos Riparina I, IIIl e a Erva de Sao Jodo sdo alguns exemplos
(CHATTERIJEE et al., 1998; TESCH, 2003; UMUKORO et al,, 2011; SOUSA et al., 2012;
VASCONCELOS et al., 2015).

O timol ¢ um monoterpeno conhecido como 2-isopropil-5-metilfenol (C;oH;40),
representado pela Figura 2. E um um p6 branco, cristalino com um odor aromatico agradavel
encontrado como componente de algumas plantas como o Tomilho (7hymus vulgaris) € o
Alecrim-Pimenta (Lippia sidoides Cham), ambos representados pelas figuras 3 e 4,

respectivamente.
Figura 2 - Estrutura molecular do Timol.

CHs,

OH
H3C CHs

Fonte: www.Scielo.com.br
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A L. sidoides, da familia Verbenaceae, estd presente na vegetacdo da caatinga
localizada no Nordeste brasileiro, sendo facilmente encontrada nos municipios de Mossoro
(RN) e Tabuleiro do Norte (CE). Tal planta possui estrutura de arbusto, medindo de 2 a 3
metros de altura. Dentre os componentes majoritdrios que compdem seu Oleo essencial,

destacam-se o Timol e o Carvacrol em quantidade (MATOS, 2002; BOTELHO et al., 2007).

Dentro dos usos conhecidos, o 6leo essencial de L. sidoides possuem atividade antimicrobiana
(LEMOS et al, 1990; BOTELHO et al., 2007, VERAS et al, 2012), anti-helmintica
(CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2008), antifuingica (FONTENELLE et al., 2007),
antioxidante, anti-inflamatéria e gastroprotetora (MONTEIRO et al,2007), larvicida e
inseticida (CARVALHO et al., 2003; COSTA et al., 2005; LIMA et al., 2013), citotdxica
(COSTA et al., 2001; LEMOS et al., 2007; MORAIS et al., 2009), antidepressiva (DENG et
al., 2015), dentre outras.

Deng e colaboradores (2015) demonstraram os efeitos antidepressivos do timol em varios
ambitos, analisando por exemplo o envolvimento do timol na redu¢dao da CORT sérica
vinculado ao modelo de estresse leve cronico e imprevisivel. Foi visto que o timol reduziu os
niveis séricos de CORT, sendo, também, capaz de reverter a diminuicdo das monoaminas 5-
HT e NE a nivel hipocampal nesta metodologia experimental, sendo uma molécula

promissora no tratamento do TDM.

Figura 3 - Tomilho fresco (Thymus vulgaris).

Fonte: www.ShutterStock.com



Figura 4 - Alecrim-Pimenta na natureza (Lippia sidoides Cham).

Fonte: www.ShutterStock.com
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

No periodo de 2011 a 2015 foram registrados 55.649 o6bitos por suicidio no Brasil.
Quando correlaciona-se a depressdao com outras patologias como, por exemplo, transtornos
cardiovasculares, endocrinos ¢ doengas pulmonares aumenta os niveis de mortalidade, sem
claro, diminuir os riscos de suicidio ja elevados (FORTE et al., 2015; YAO et al., 2015). A
depressdo ¢ a ansiedade custam para a economia global US$1 trilhdo por ano segundo a
Organiza¢ao Mundial de Saude (2016), exercendo um dano apreciavel frente a economia ¢ a
saude quando se refere ao prejuizo funcional e aos custos que sdo empregados no tratamento.
Entre os anos de 1990 e 2013 o nimero de pessoas que sofrem de depressao e/ou ansiedade
aumentou quase 50%, de 416 milhdes para 615 milhdes, chegando ao ponto de quase 10% da

populagdao mundial ser afetada.

Mesmo sendo uma patologia sé€ria e perigosa a etiologia da mesma encontra-se
nebulosa, uma vez que a literatura aponta para teorias diversas em relagdo a causa da

depressdo. (MASSART; MONGEAU; LANFUMEY, 2012).

Uma das teorias mais recentes apontadas para etiologia depressiva € a via neurogénica,
onde o BDNF ¢ um dos protagonistas. No mercado atual, ndo se tem uma alternativa
especifica para estimulagdo neurogénica em pessoas depressivas. Sendo assim, tendo em vista
que o BDNF pode se tornar, futuramente, um excelente alvo terapé€utico e driblar o quadro
depressivo, poderia ele dar inicio a uma nova alternativa terapéutica para depressdo. Nesta
realidade ¢ que desperta-se o interesse pelo Timol (KNABLE et al., 2004; GERVASONI et
al., 2005; KAREGE et al., 2005, NUMAKAWA; SUZUKI; ADACHI, 2010).

O Timol ¢ um monoterpeno com varias atividades diversas e com potencial
antidepressivo monoaminérgico ja descrito na literatura (LEMOS et al., 1990; BOTELHO et
al., 2007; VERAS et al, 2012). Frente ao potencial terapéutico do Timol na via
monoaminérgica, pretendeu-se estudar a possivel interagdo com a teoria neurotréfica
depressiva, com a finalidade de prover para a comunidade uma possivel alternativa

terapéutica futura para esta doenga que afeta milhdes de pessoas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Elucidar o envolvimento do Timol na via neurogénica, vinculada ao BDNF, através
de andlise comportamental e testes neuroquimicos em camundongos expostos a modelo

padronizado de depressao.

3.2 Objetivos Especificos

Investigar os efeitos do Timol e fluvoxamina através de analise comportamental e
testes neuroquimicos em camundongos previamente tratados com corticosterona, sobre os

seguintes parametros:

oo Atividade locomotora e grooming pelo teste do campo aberto;

e Atividade ansiolitica pelo testes do claro/escuro, placa perfurada e plus-maze;
e Atividade antidepressiva através dos testes da suspensdo da cauda e do nado
forcado;

oo Anedonia pelo teste de preferéncia pela sacarose;

e Isolamento social analisado no teste de interagao social;

e Memoria pelo teste do Y-maze;

oo Niveis de BDNF no hipocampo pelos métodos de ELISA e Western Blot.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

A pesquisa aqui descrita foi iniciada a partir da data 01/08/2016, apds a aprovacao
pelo comité de ética e pesquisa da Universidade Federal do Ceara - CEUA, sob orientacao da

Prof. Dra. Francisca Cléa Florengo de Sousa, com o protocolo N°61/16.

4.2 O Timol

O Timol utilizado foi produzido e comercializado pela empresa Sigma-Aldrich, na
forma de um p¢é cristalino, aromatico e de caracteristicas organolépticas em acordo com a

literatura.

4.3 Os Animais

Nesta pesquisa foram utilizados camundongos, adultos jovens, da espécie Mus
musculus, da variedade swiss, fémeas, pesando em torno de 25 g, cedidos pelo Biotério
Central do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da Faculdade de Medicina, da
Universidade Federal do Ceara- UFC. Os animais foram mantidos em gaiolas de plastico,
com serragem trocada duas vezes por semana, recebendo racao do tipo Purina e agua ad
libitum. As luzes do ambiente eram remotamente controladas e acendiam, pontualmente, as 7h
da manha todos os dias, obedecendo o ciclo claro/escuro de 12h. Todos os protocolos
experimentais utilizados nesta pesquisa seguiram os principios éticos e legais da

experimentacdo animal regida pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).

4.4 As Drogas

oo CORT (20 mg/kg), proveniente da empresa Sigma (St. Louis, MO, EUA) foi

dissolvida em solugdo salina, contendo 0,1% de dimetilsulfoxido (DMSO) e 0,1% de Tween

80, sendo administrado via subcutanea (SC).
e Timol (50 mg/kg), proveniente da empresa Sigma (St. Louis, MO, EUA) foi

dissolvido em agua destilada contendo 0,1% de DMSO e 0,1% de Tween 80, sendo

administrado por gavagem - via oral (VO).

oo Fluvoxamina (50 mg/kg), proveniente do laboratério Abbott, foi dissolvida em

agua destilada contendo 0,1% de DMSO e 0,1% de Tween 80, sendo administrada por VO.
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4.5 Procedimento experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais de forma randomica (n =
12 animais/grupo em média) e nomeados como sendo Grupo Controle, Grupo CORT, Grupo
TIMOL e Grupo FLU. O Grupo Controle foi tratado com salina (SC), durante 23 dias
consecutivos e 10 dias, a partir do 14 dia consecutivo, recebeu também agua destilada (VO)
contendo 0,1% de DMSO e 0,1% de Tween-80. O Grupo CORT foi tratado com
corticosterona (SC), durante 23 dias consecutivos ¢ 10 dias, a partir do 14 dia consecutivo,
recebeu também 4gua destilada (VO) contendo 0,1% de DMSO e 0,1% de Tween-80. O
Grupo TIMOL (Cort + Timol) foi tratado com corticosterona (SC), durante 23 dias
consecutivos e 10 dias, a partir do 14 dia consecutivo, recebeu também Timol (VO). Ja o
Grupo FLU (Cort + Flu) foi tratado com corticosterona (SC) durante 23 dias consecutivos e
10 dias, a partir do 14 dia consecutivo, recebeu também fluvoxamina (VO). Todas as drogas
foram administradas a volume constante de 0,1 ml/ 10 g de peso corpdéreo do animal, entre 10
- 12 h da manhi, em ambiente silencioso, refrigerado a 24° C + 2. Em todos os testes, com
excecao apenas do nado forcado e da suspensdo da cauda, apos a observagdo de cada animal,
foi utilizado alcool 5% (v/v) para a remog¢ado de residuos e odor do animal do aparato. Ao final
do tempo preconizado de tratamento, os animais foram sacrificados pela metodologia de
guilhotina e as areas encefalicas de interesse retiradas de imediato, sendo as mesmas
resfriadas a temperatura -80° C para analises posteriores. A Figura 5 demonstra um esquema
didatico do procedimento experimental. Todos os testes comportamentais ocorreram 30 a 60
minutos apos o tratamento.

Figura 5 - Desenho do protocolo experimental utilizado

Timeline in Days

i Suspensdo da Cauda Y-Maze

Veiculo 1 ou Cort Preferéncia pela Sacarose Placa Perfurada
Campo Aberto Plus-Maze

oo i o

. Interagdo Social Sacrificio

Cort + Timol
Nado Forc¢ado

Cort + Flu

Veiculo 1: Salina contendo 0,1% de DMSO e 0,1% de Tween-80 SC
Veiculo 2: Agua destilada emulsificada com 0,1% DMSO e 0,1% Tween-80 VO

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa em parceria com Mariana Araujo Forte.
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4.6 Testes Comportamentais

4.6.1 Teste do Campo Aberto

O aparato utilizado na realizagdo deste teste foi composto de acrilico, com paredes
transparentes e fundo preto, medindo 30 cm x 30 cm x 15 cm, tendo marcagdes no fundo
dividindo em nove quadrados de tamanhos iguais a area total basal do aparato. Este teste foi
utilizado para avaliar a atividade exploratoria do animal (ARCHER, 1973). Cada camundongo
foi colocado no quadrado do meio e o nimero de quadrados atravessados (crossings), nimero

de groomings e rearings foram contabilizados pelo periodo de 5 minutos.

Quadro 1 - Teste do Campo Aberto

Campo Aberto @

@rotocolo de TratamenuD :
Grooming

N 30 ou 60 min

" /r" 3 Y
11 ¢

Rearing

Pardmetro Avaliado: Nimero de Rearing/Grooming/Crossings

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

4.6.2 Teste do Nado Forc¢ado

Os animais foram colocados em um cilindro contendo agua de aproximadamente
30cm e a duragdo da imobilidade, em sua totalidade, foi registrada pelo periodo de cinco
minutos por um observador cego ao tratamento dado a cada animal. Este teste seguiu com
base o trabalho apresentado por Porsolt et al. (1977) com algumas modificacdes. Teste
utilizado para avaliar a indu¢do do quadro depressivo nos animais submetidos a administragao

de CORT.
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Quadro 2 - Teste do Nado For¢ado

Nado For¢ado

\Q’rotoco[o de Trammenta

N 30 ou 60 min

N — b |

Parametro Avaliado: Tempo de Imobilidade do animal (s)

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

4.6.3 Teste da Suspensao da Cauda

Metodologia utilizada para aferir o nivel depressivo de cada animal, assim como o
teste do nado forgado. Cada camundongo foi suspenso pela cauda cerca de 58cm da
superficie. O mesmo foi fixado por uma fita adesiva colocada aproximadamente a 1 cm a
partir da ponta da cauda. O tempo de imobilidade foi cronometrado por 6 minutos e

registrado. (STERU et al., 1985)

Quadro 3 - Teste da Suspensao da Cauda

Suspensdo da Cauda

G’rotocolo de Tratament(D

N 30 ou 60 min

#

Pardmetro Avaliado: Tempo de Imobilidade do animal (s)

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.
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4.6.4 Teste da Preferéncia pela Sacarose

Esta metodologia ¢ utilizada para avaliar o quadro anedénico do animal. Inicialmente
os camundongos foram expostos durante 18 horas a duas garrafas contendo solucao de
sacarose (2%, v/v) se adaptando a agua adocicada. Apds este periodo os mesmos foram
expostos, durante 18 horas, a duas garrafas contendo agua sem adig¢ao de sacarose, voltando a
ter o gosto original. Tendo os animais experimentado tanto a solu¢do de sacarose, tanto a
agua, eles foram expostos a duas garrafas, em seguida, também por 18 horas, porém uma
garrafa continha sacarose (2%, v/v) e outra dgua. Foi avaliado e registrado o consumo de

preferéncia utilizando a seguinte formula (STREKALOVA & STEINBUSCH, 2010):

Preferéncia pela Sacarose = Consumo de Sacarose x100

Consumo de Agua + Consumo de Sacarose

Quadro 4 - Teste da Preferéncia pela Sacarose

Preferéncia pela Sacarose

@rotocolo de Tratament(D

N 30 ou 60 min

Pardmetro Avaliado: % Preferéncia pela Solug¢do de Sacarose

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

4.6.5 Teste da Preferéncia do Claro/Escuro

Cada animal foi colocado em uma caixa teste medindo, aproximadamente, 47 cm x 27
cm x 27 cm, dividida em duas areas, uma escura e outra clara. As duas areas eram conectadas
por uma entrada medindo 7.5 cm x 7.5 cm podendo o animal se locomover livremente entre
eles. A area clara recebia luz enquanto a parte escura, ndo. O camundongo foi colocado na

area clara, longe da éarea escura, e foi mensurado o tempo de permanéncia de cada animal na
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area clara. O teste tem como base as especificagdes no modelo previamente prescrito por
Crawley & Goodwin (1980) com pequenas modificacdes e avalia a ansiedade dos animais e
os efeitos ansioliticos/ansiogénicos dos farmacos testados (CRAWLEY, 1981; MURRAY et
al., 2008).

Quadro 5 - Teste do Claro/Escuro

Claro/Escuro

@rotoco[o de Tratament(D

N 30 ou 60 min

#

Parametro Avaliado: Permanéncia do animal no claro

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

4.6.6 Teste da Interacao Social

Cada animal foi colocado, de forma individual, em uma caixa teste de acrilico
medindo 60 cm x 40 cm x 40 cm, dividida em trés camaras de espacos iguais. A caixa teste
possui uma entrada entre as camaras, medindo 6 cm x 6 cm, tendo o animal livre acesso as
trés camaras. Na camara do meio foi posto o animal em analise. Na camara direita, chamada
de camara social (SCham), uma gaiola de ferro foi colocada contendo um camundongo ¢ na
camara esquerda uma gaiola igual, porém sem nenhum animal, chamada de camara nao social
(NSCham). Durante cinco minutos o camundongo colocado na camara central foi analisado e
0 tempo gasto nas trés camaras registrado (MOY et al., 2004; RADYUSHKIN et al., 2009). A

preferéncia social foi calculada pela seguinte formula:

Preferéncia Social (%) = Tempo na SCham (%) — Tempo na NSCham (%)
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Quadro 6 - Teste da Intera¢ao Social

Interagdo Social

@rotocolo de Tratamentt) J

\\
N 30 ou 60 min /

#

Pardametro Avaliado: Permanéncia do animal no claro

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

4.6.7 Y-Maze

O teste do Y-maze pode ser usado para mensurar memoéria a curto prazo,
comportamento estereotipado e atividade locomotora geral (KOKKINIDIS et al., 1976;
ONAOLAPO et al., 2012). O aparato montado foi composto por trés bracos de tamanho e cor
iguais, formando um Y, com cada brago medindo 40 cm x 15 cm x 7 cm, feito de madeira.
Todos os bragos foram marcados com um numero (1, 2 e 3), para identificagdo. Cada
camundongo foi colocado em um dos bragos, tendo ele a oportunidade de explorar e se
locomover de forma livre por todo o aparato. Foi registrado o numero de alternancias de cada
animal no aparato, onde a alternancia ¢ definida quando o animal entra nos trés bracos
consecutivamente (i. €., o animal faz a seguinte sequéncia: 1 -2 -3 -1-3-2-2—-1-3,
conta-se nove vezes nos bragos realizando quatro alterndncias corretas). O calculo das
alternancias considerou a razdo entre as alternancias corretas (n) € o nimero de visitas
realizadas durante o periodo de observacdo (n-2), sendo o resultado multiplicado por 100

(YAMADA et al., 1996; DALL’IGNA et al., 2007).
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Quadro 7 - Teste do Y-Maze

Y-Maze

@rotocolo de TratamenuD

N 30 ou 60 min

#

! LA
| Y A —

Parametro Avaliado: Nimero de Alterndncias Corretas

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

4.6.8 Teste da Placa Perfurada

O aparato utilizado foi uma placa furada, com medidas de 60 cm x 30 cm, contendo 16
buracos espacados uniformemente. Utilizado para avaliar o comportamento exploratorio em
camundongos, foi idealizado por Clark, Koster e Person (1971). O parametro utilizado para
analise foi o nimero de vezes que o animal introduziu a cabe¢a nos buracos (Head-Dips),

durante o periodo de 5 minutos.

Quadro 8 - Teste da Placa Perfurada

Teste da Placa Perfurada

@rotocolo de Tratament(D

N 30 ou 60 min

#

Pardametro Avaliado: Niumero de Head-Dips

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.
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4.6.9 Teste do Plus-Maze

O método proposto por Lister (1987) avalia o potencial efeito ansiolitico e ansiogénico
da substancia em teste. O aparato consiste de dois bracos abertos, medindo 30 cm x 5 cm e
dois bragos fechados, medindo 30 cm x 5 cm x 25 cm. Ambos em posi¢des opostas, dando
formato a uma cruz elevada, suspensa a 45 cm do solo. Ambos os bragos, tanto abertos quanto
fechados, estdo ligados por uma plataforma central, medindo 5 cm x 5 cm. Cada animal foi
colocado na plataforma central com a cabeca virada para um dos bracos fechados e o seu
comportamento foi observado pelo periodo de 5 minutos. Foi avaliado o nimero de entradas e
o tempo de permanéncia em ambos os bragos abertos e fechados, porém para andlise
estatistica os dados foram relacionados aos bragos abertos. Dessa forma foi avaliado o nimero
de entradas nos bragos abertos (NEBA), porcentagem de entradas nos bracos abertos (PEBA),
tempo de permanéncia nos bragos abertos (TBA) e porcentagem de permanéncia nos bragos

abertos (PTBA). Para calcular a PEBA e PTBA foram utilizadas as férmulas abaixo:

PEBA = Numero de entradas nos bragos abertos x 100

Numero de entradas no total (em ambos os bragos)

PTBA = Tempo nos Bragos Abertos x 100

Tempo total (em ambos os bragos)
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Quadro 9 - Teste do Plus-Maze

Plus-Maze ¢ -

@rotocolo de Tratament(D

30 ou 60 min

—p

Parametros Avaliados: NEBA, TPBA, PEBA, PTBA

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

4.7 Testes Neuroquimicos

4.7.1 Dissecacao Hipocampal

Os animais, apos a realizagdo dos testes comportamentais, foram sacrificados por
guilhotina visando a preservagdo da neuroquimica cerebral do animal. Em seguida, apos a
decapitacao, os encéfalos foram retirados imediatamente e colocados sobre papel aluminio,
rente a uma placa de petri com gelo, para iniciar a dissecagdo. A regido hipocampal foi
retirada sendo em seguida produzido homogenatos cerebrais para analise dos niveis de BDNF.
Ao final da dissecagdo, as areas foram colocadas em eppendorfs devidamente identificados,

pesados e conservados a -70° C para uso posterior.

4.7.2 Analise pela metodologia ELISA

Foi utilizada a metodologia preconizada pelo kit anti-BDNF Elisa sanduiche
disponibilizado pelo fabricante Chemicon, EUA. A por¢ao hipocampal foi homogeneizada em
solucao tampao de fosfato (PBS), com 1 mmol de fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1
mmol de etileno-glicol-acido tetraacético (EGTA). As placas de fundo plano foram revestidas
por 24h com amostras na concentragao de 1 : 2 em diluente com variagao da curva de 7,8 a
500pg / ml de BDNF sendo elas lavadas por quatro vezes com o diluente da amostra. Foi
utilizado um anticorpo monoclonal de coelho anti-BDNF diluido no diluente da amostra

(diluig¢do: 1:1000), e este foi adicionado em cada pogo, sendo incubado por 3h na temperatura
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ambiente. ApoOs este procedimento, foi realizada uma lavagem e um conjugado de peroxidase
com anticorpos anticoelho (diluicao 1:1000) foi adicionado em cada pogo e permaneceu
incubado por uma hora a temperatura ambiente. Apds estes procedimentos foi adicionado a
solucdo de parada, composta por estreptavidina-enzima e a quantidade total de BDNF foi
analisada na absorbancia de 450 nm e expressa como pg de proteina por g de tecido. A curva
padrao correlaciona a densidade oOptica com a concentragdo de BDNF e a dosagem de
proteinas total foi realizada seguindo a metodologia de Lowry, utilizando albumina sérica

como padrao (FREY et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2015)

4.7.3 Analise pela metodologia Western Blot

Para avaliar a expressao protéica hipocampal desses alvos moleculares realizou-se o
ensaio de Western Blotting. Seguiram-se sequencialmente as seguintes etapas: extracao de

proteinas, dosagem de proteinas ¢ Western Blotting.

4.7.3.1 Preparacao do Extrato Total de Proteinas

Os tecidos hipocampais foram homogeneizados manualmente em 2 mL de tampao de
lise RIPA 01X (25 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1% NP-40; 1% triton-
X-100; 1% deoxicolato de sodio; 0,1% SDS ) e inibidor de protease (Sigma Aldrich, EUA,
IuL de inibidor de protease: 100ul. de RIPA) usando um pistdo de vidro (Potter). Os
homogenatos foram centrifugados a 12.000 rotagdes por minuto (rpm) durante 10 minutos,
sendo os sobrenadantes, contendo o extrato de proteinas de todos os compartimentos
celulares, coletados ao final do processo. Os pellets residuais foram descartados. A
concentragdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford descrito a seguir. Todos
os procedimentos foram realizados com as amostras imersas em gelo, e em condigdes de boa

refrigeragdo e condicionamento, visando a conservagao dos mesmos.

4.7.3.2 Método Bradford para dosagem de proteina

A concentracdo de proteinas totais na amostra foi determinada pelo emprego de
reagente de Bradford (Bio-Rad Protein Assay — Dye Reagent Concentrate - BioRad
Laboratories, Hercules, CA, USA). A ligacdo a proteina ocorre quando absor¢ao maxima da
solucdao acida Coomassie Brilliant Blue G-250 muda de 465 para 595 nm. Foram pipetados
160 uL de amostra e 40 pL de solugcdo de Bradford nas placas e a leitura foi feita por
espectrofotometro (595 nm), utilizando-se uma curva de calibragdo de albumina bovina sérica

(BSA)de 0,2a 1,0 mg/ mL.
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4.7.3.3 Western Blotting

Inicialmente, preparou-se 50 pg de proteina referente a cada amostra, adicionando
tampao da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1% SDS;
0,01% azul de bromofenol) e B-mecaptoetanol (BioRad, EUA), sendo colocado no aparelho
vortex por 10 segundos, aquecendo no banho maria (95°C, 5 min) e centrifugado (10000 rpm,
4°C, 30 segundos). Em seguida, realizou-se a eletroforese vertical de proteinas em gel de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 60V nos primeiros 15 min para deposi¢ao das amostras
no fundo do pogo e 120V para o restante da corrida, onde foi utilizado o gel a 10% e tampao
de corrida (25 mM Tris; 192 mM glicina; 1% SDS). Foi usado o Precision Plus Protein™
Kaleidoscope™ (Biorad, EUA) como padrao de peso molecular de proteinas.

Apos a corrida, efetuou-se a transferéncia por eletroforese das proteinas do gel para a
membrana de PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de polivinilideno) a 100V por duas horas em
tampdo de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol). Apos esta etapa, as
membranas foram bloqueadas por uma hora em agitacdo constante, para reduzir as ligagdes
inespecificas, com 5% BSA (Sigma-Aldrich, EUA) diluido em tampao salina Tris-HCI
suplementado com Tween 20 (TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NacCl; 0,1% Tween 20).
Em seguida, realizou-se a lavagem das membranas com TBST, sendo trés lavagens por 10
minutos cada.

Na etapa seguinte, as membranas foram incubadas, overnight a 4° C sob agitacao
constante, com o anticorpo primario mouse rabbit anti-BDNF monoclonal IgG (1:1000,
ANT-010, Alomone Labs, Israel) diluido em 1% de BSA em TBS-T. Apods esta etapa,
realizaram-se trés lavagens de 10 min cada com TBS-T. As membranas foram incubadas com
o anticorpo secundario HRP-goat anti-rabbit IgG (1:2000, Invitrogen, USA) por duas horas
em temperatura ambiente. Decorrido este tempo, as membranas foram lavadas quatro vezes,
com duragdo de 10 minutos cada, com TBS-T. Enfim, adicionou-se o reagente de
quimioluminescéncia (BioRad, EUA, Clarity western ECL blotting substrate) e as membranas
foram agitadas por 5 minutos. As imagens das bandas foram capturadas por um sistema de
ChemiDoc MP System (Biorad, EUA).

A densidade das bandas foi mensurada por meio do software Imagelab Biorad
(Biorad, EUA). As bandas referentes as formas madura e precursora do BDNF foram
identificadas pelo seu tamanho respectivo, 15 e 35 kDa, seguindo o padrdo molecular de

proteinas usado no ensaio.
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5S RESULTADOS

Os Resultados foram expressos como média = EPM de n = 8 — 12 animais/grupo. As
analises estatisticas foram determinadas pela metodologia de one-way ANOVA, seguida pelo
teste de Student-Newman-Keuls. Para todas as analises, a partir de p< 0,05 foi considerado

significante.
5.1 Testes Comportamentais

5.1.1 Teste do Campo Aberto

Os animais submetidos ao teste do campo aberto foram analisados referente a sua
atividade locomotora, aferida pelo niimero de crossings, ndo sendo observado nenhuma
alteragdo significativa em nenhum dos grupos (Grafico 1). Quando os animais foram
tratados com a corticosterona, observou-se que o numero de groomings e rearings
aumentaram, significativamente (p < 0,05 para ambos os parametros) frente ao grupo
controle. O aumento observado ntimero de groomings foi revertido pela administracao de
Timol (Cort + Timol) e Fluvoxamina (Cort + Timol), enquanto no niumero de rearings
notou-se uma reducdo significativa deste parametro apenas com administracdo de
Fluvoxamina (Cort + Flu) (p < 0,05).

Grafico 1 - Efeito da administragao cronica de CORT sobre os animais expostos ao teste do
campo aberto.
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Dados obtidos através da analise do teste campo aberto, onde no numero de crossings e rearings do grupo Cort +
Timol ndo houve diferenca significativa, mas houve diferenca no parametro de grooming. Valores de
significancia: ® p<0,05 vs Grupo CORT e *p<0,05 vs Grupo Controle.

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

5.1.2 Teste do Nado Forc¢ado

O Grafico 2 demonstra que os animais tratados com Timol (50 mg/kg) e
fluvoxamina (50mg/kg) apresentaram, de forma significante (p < 0,001), menor tempo de

imobilidade quando comparados com os animais tratados apenas com corticosterona
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(20mg/Kg). Ja o grupo Cort, em relacdo ao grupo controle, passou a maior parte do tempo
imovel (p <0,001).
Grafico 2 - Avaliacdo da indu¢dao do quadro depressivo em camundongos sobre efeito de

administracao cronica de CORT, por meio do tempo de imobilidade.
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Grafico obtido através da analise do teste do nado for¢ado. Grupo CORT + Timol apresentou menor tempo de
imobilidade, de forma significativa, frente ao grupo Cort. Valores de significancia: * p<0,001 vs Grupo CORT e
#1n<0,001 vs Grupo Controle.

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

5.1.3 Teste da Suspensao da Cauda

O parametro avaliado no teste da suspensao da cauda foi o tempo de imobilidade do
animal quando o mesmo encontrava-se suspenso. O grupo tratado com Timol (50mg/kg) e
fluvoxamina (50mg/kg) diminuiu significativamente o tempo de imobilidade (p < 0,001)

frente ao grupo tratado com Cort (20mg/kg). O Grafico 3 detalha os resultados:
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Grafico 3 - Analise do efeito do Timol e da FLU por via oral pelo teste da Suspensdo da

Cauda pela avaliagao do tempo de imobilidade.
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Resultados obtidos no teste de suspensdo da cauda [TSC] onde o grupo Cort + Timol apresentou resultado
significante frente ao grupo Cort no pardmetro tempo de imobilidade. Valores de significancia: ** p<0,001 vs
Grupo CORT e ** p<0,001 vs Grupo Controle.

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

5.1.4 Teste da Preferéncia pela Sacarose

O grupo que recebeu apenas a corticosterona (20mg/kg) teve uma consideravel
perda de interesse pela sacarose quando comparado ao grupo controle (p < 0,05). Os grupos
tratados com timol (p < 0,05) e fluvoxamina (p < 0,01) reverteram, significativamente, o
desinteresse pela sacarose frente ao grupo tratado com corticosterona. A reversao do quadro

anedonico pode ser visualizado na Gréfico 4.
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Grafico 4 - Resultados expressos em porcentagem dos efeitos do Timol sob a preferéncia

pela sacarose no teste que mensura o quadro anedonico.
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Dados obtidos através da analise do teste de preferéncia pela sacarose. Grupo Cort + Timol também apresentou
significancia estatistica frente ao grupo deprimido Cort. Valores de significancia: ° p<0,05, " p<0,01 vs Grupo
CORT e *p<0,05 vs Grupo Controle.

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa

5.1.5 Teste do Claro/Escuro

No teste do Claro/Escuro, embora sem valores significantes, estatisticamente,
observou-se uma tendéncia, ilustrada pelo Grafico 5, do grupo Cort + Timol permanecer mais
tempo na camara clara do que na escura, juntamente com o grupo Cort + Flu. Este teste
mensura a ansiedade do animal, uma vez que propde uma realidade aconchegante (escura) e
outra mais desafiadora (clara), podendo o animal preferir onde se sente melhor, sendo

avaliada assim a sua ansiedade e inseguranga.
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Grafico 5 - Avalia¢do dos efeitos do timol frente ao modelo de administracao cronica de

CORT pelo teste do Claro/Escuro.
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Resultados obtidos pelo teste do Claro/Escuro onde ndo houveram dados significativos nos quatro grupos

analisados. Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa

5.1.6 Teste da Interacao Social

O Gréfico 6 demonstra que o grupo tratado com corticosterona por 14 dias e, no 14°
dia, iniciado o tratamento com timol (Cort + Timol) e Fluvoxamina (Cort + Flu) mostrou
maior interagao social quando comparado ao grupo tratado, apenas, com a corticosterona. J& a

CORT quando comparada ao controle, apresentou menor interagao social (p < 0,001).
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Grafico 6 - Avaliacao da capacidade social de animais submetidos a administracao cronica de
CORT e tratados com Timol e Fluvoxamina pelo teste da Interacao Social.

Preferéncia Social (%)

Grafico expressando a analise feita dos quatro grupos do estudo frente a interacdo social, onde o grupo Cort +
Timol apresentou-se de forma significativa frente ao grupo depressivo Cort. Valores de significancia: **° p<0,001
vs Grupo CORT e **p<0,001 vs Grupo Controle.

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa

5.1.7 Teste do Y-Maze

Avaliou-se a memoria curta dos animais submetidos ao tratamento cronico de
corticosterona por 23 dias, pelo teste do Y-Maze, onde observou-se uma recuperacao
significativa da memoria (p < 0,01) do grupo tratado com Timol frente ao grupo tratado,
apenas, com corticosterona. Houve uma diminuicdo do nimero de alternancias do grupo
Cort frente ao grupo Controle (p < 0,001) e uma reversao no namero de alternancias pelo

grupo e Cort + Flu (p < 0,001), ilustrado no Grafico 7.
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Grafico 7 - Numero de entradas corretas nos bragos do aparato Y-Maze visando a avaliagao
da memoria.

Numero de Alternancias (%)

Porcentagem do nimero de alternincias obtidas na analise dos quatro grupos estudados, onde o grupo Cort +
Timol apresentou significancia frente ao grupo Cort depressivo. Valores de significancia: * p<0,01 e * p<0,001
vs Grupo CORT e **p<0,001 vs Grupo Controle.

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa

5.1.8 Teste da Placa Perfurada

No teste da placa perfurada a atividade exploratéria dos animais ¢ avaliada e, dentro
deste parametro, tanto o grupo tratado com timol (50mg/kg) como o grupo tratado com
fluvoxamina (50mg/kg) aumentaram significativamente (p < 0,001, p < 0,05,
respectivamente) o numero de "Head-dips", quando comparados ao grupo tratado, apenas,
com corticosterona (20mg/kg). Este que por sua vez diminuiu significativamente este

parametro quando comparado ao controle. Como mostra o Grafico 8.
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Grafico 8 - Avaliagdo da atividade exploratoria dos animais depressivos sob efeito do Timol e

Fluvoxamina.
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Porcentagem do nimero de alternincias obtidas na analise dos quatro grupos estudados, onde o grupo Cort +
Timol apresentou significancia frente ao grupo Cort depressivo. Valores de significancia: ® p<0,05 e "™ p<0,001
vs Grupo CORT e *p<0,01 vs Grupo Controle.

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa
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5.1.9 Teste do Plus-Maze

Os dados no teste do Plus-Maze mostraram que a administragdo de corticosterona,
por 23 dias, causou notdria reducao dos parametros NEBA (p < 0,001), PEBA (p < 0,005),
TBA (p <0,001), PTBA (p <0,001) do grupo Cort em comparacao com o grupo Controle.
Os grupos tratados com timol (Cort + Timol) e fluvoxamina (Cort + Flu) reverteram, de
forma significativa, todos os parametros analisados, quando comparados com o grupo

tratado apenas com corticosterona, como ilustra a Tabela 2.

Tabela 2 - Efeitos do Timol mensurados pelo teste Plus-Maze e expresso em numero de

entradas nos bracos do aparato, tanto em porcentagem quanto em numeros totais de vezes.

Grupo NEBA PEBA TBA PTBA
Controle 8.857 £ 0.5533 41.44 £2.140 61.83 +£ 5,237 34,76 + 1.877
Cort 3.429 £ 0.5714™ 25.94+2.196" 34,58 +£3.630"** 19,37 £2.222™

Cort+Timol  5667+09129°  53.44+8.015" 53.33+6.486" 28.96+2.644"

Cort+Flu  g571+08123"  4026+1.857° 64,50 +3.868°" 32,77+ 1,755
Analise do tempo dos resultados obtidos do teste Plus-Maze, onde o grupo Cort — Timol apresentou significancia
em todos pardmetros analisados pelo teste frente ao grupo Cort. Valores de significancia: ° p<0,05, * p<0,01 e

o0 5,<0.001 vs Grupo CORT e *p<0,05, *p<0,01 ¢ ***p<0.001 vs Grupo Controle.

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa

5.2 Testes Neuroquimicos

5.2.1 Analise do BDNF

Foi mensurado os niveis de BDNF totais pela metodologia ELISA (sanduiche), assim
como a forma pro (pro-BDNF) e madura do BDNF (mBDNF) pela metodologia Western
Blot. Pela metodologia ELISA, o Timol apresentou uma tendéncia a aumentar os niveis de
BDNF quando comparado com a corticosterona, como mostra o Grafico 9, corroborando com
a metodologia Western Blot, onde o Timol, de forma significativa, aumentou a expressao de

mBDNF frente a corticosterona, expresso pelo grafico 10.
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Grafico 9 - Mensuragao dos niveis de BDNF na regido hipocampal de camundongos
submetidos ao modelo de estresse cronico e tratados com Timol ou Fluvoxamina pela

metodologia ELISA.
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Avaliagdo da quantidade em pictogramas de BDNF por grama de tecido — Metodologia Elisa. O grupo Cort +
Timol mostrou tendéncia a reverter os niveis do timol frente ao grupo Cort nos resultados. Fonte: Elaborado pelo

autor da pesquisa
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Grafico 10 - Mensuracao dos niveis de BDNF na regido hipocampal de camundongos
submetidos ao modelo de estresse cronico e tratados com Timol ou Fluvoxamina pela

metodologia Western Blot.
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Avaliagdo da quantidade em pictogramas de BDNF por grama de tecido — Metodologia Western Blot. O grupo
Cort + Timol mostrou significante melhora da neurogénese ao expressar mais mBDNF que o grupo Cort nos
resultados. Valores de significancia: ® p<0,05 vs Grupo CORT.

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa
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6 DISCUSSAO

Infelizmente a depressao ¢ uma condi¢do muito presente na sociedade possuindo curso
cronico e recorrente (FLECK et al., 2009; KESSLER et al., 2003). Nao raro ¢ a frequéncia
com que se associa a incapacitagdo funcional e comprometimento da satde fisica e mental dos
pacientes que a detém. (FLECK et al., 2009).

Vérios estudos relatam que o modelo de estresse cronico, proporcionado pela
administracdo de corticosterona, influencia negativamente os parametros neurogénicos
vinculados ao BDNF ocasioando uma série de comportamentos sintomatolégicos do TDM,
tais como déficits de memoria, a ansiedade, anedonia e interagao social. (VASCONCELOS,
2015; FERNANDES, 2012; LOPES, 2017).

Frente a esta problematica, o presente trabalho demonstrou, de forma positiva, que a
administracao por via oral de timol (50mg/kg), pode diminuir varios sintomas relacionados ao
quadro depressivo no modelo cronico de inducao da doenca.

No teste de suspensdao da cauda, um dos mais utilizados para screening de drogas
que apresentam efeito antidepressivo (BASSO et al., 2009), o timol teve a capacidade de
reduzir o tempo de imobilidade dos animais tratados, mostrando que a agdo depressiva,
primeiramente induzida pela corticosterona, reduziu significativamente. O desamparo pdde
ser analisado ¢ mensurado neste teste ¢ no nado for¢ado, onde ambos os resultados
corroboram para uma reducao expressiva do tempo de imobilidade dos animais. Sendo os
testes anfitrides de situagcdes que causam estresse e ativam o gatilho de comportamento
luta/fuga, podemos considerar que a imobilidade estd, diretamente, relacionada com
desespero e depressao, onde o timol se mostrou eficaz na remissao deste parametro (STERU
etal., 1985; SOUSA et al., 2012; VASCONCELOS et al., 2015).

O termo anedonia foi primeiramente definido como sendo a inabilidade de sentir
prazer, tendo sido descrita pela primeira vez por Ribot (1896). A anedonia pode ser
caracterizada tanto como trago de personalidade do paciente, como pertencente ao quadro
sintomatoldgico presente em varias patologias de cunho psiquiatrico. (LOAS AND
PIERSON, 1989; HATZIGIAKOUMIS et al. 2011). Atualmente o DSM — 5 (2013) além de
definir a anedonia como sendo a capacidade reduzida de ter prazer resultante de estimulos
positivos, ou degradagdo na lembranga do prazer anteriormente vivido, relata que a perda de

interesse ou prazer ¢ um dos sintomas cruciais para o diagnéstico da depressdao. Sendo
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assim, o timol apresentou um resultado bem expressivo quando comparado com o grupo
tratado com a corticosterona fazendo referéncia a um dos principais sintomas apresentados
no quadro depressivo maior. Estes resultados abrem portas para o timol como uma possivel
escolha terapéutica em um futuro onde mais estudos sejam feitos com o objetivo de avaliar
a seguranca e eficacia deste farmaco.

No teste claro/escuro o presente trabalho ndo mostrou uma diferenga significativa
entre os animais tratados com Timol e Fluvoxamina e animais tratados com corticosterona.
Analisando minuciosamente o grafico obtido neste teste pode-se notar um leve aumento no
tempo de permanéncia dos animais na arena clara, do grupo tratado com Timol frente aos
demais, o que corrobora com os efeitos ansioliticos desta droga observados no Plus-Maze.
Segundo Bourin & Hascoet (2003) este teste ¢ excelente para mensurar os efeitos
ansioliticos e ansiogénicos dos farmacos testados, de forma simples, sem sofrimento animal
e a baixo custo, porém este teste pode produzir resultados falso-positivos se a droga se tratar
de um estimulante geral. Tendo isso em vista podemos sanar esta hipotese utilizando outro
teste, no caso, o campo aberto. Descrito primeiramente por Hall (1934), o teste consiste em
avaliar uma série de parametros, dentre eles, hiperatividade (FUKISHIRO et al., 2008),
comportamento exploratério (ALVAREZ et al., 2006; HABR et al., 2011) e atividade
locomotora (PATTI et al., 2005). Nao tivemos nenhum resultado com significancia no
padrao de crossings avaliados, podendo concluir que a corticosterona, assim como a
fluvoxamina e o timol, ndo interferiram na atividade locomotora dos animais.

A literatura cientifica possui uma divergéncia entre a interpretacdo do parametro
Rearing. Alguns autores afirmam que este tipo de comportamento possa ser definido como
ansiolitico (BORTA, A., SCHWARTING, 2005) outros como ansiogénico (COSTALL et al.,
1989; SEIBENHENER & WOOTEN, 2015). Os resultados apresentaram uma reducgdo
significante deste parametro no grupo tratado com fluvoxamina em comparagdo com o grupo
corticosterona. Neste parametro o timol nao apresentou alteracao significante, porém notou-se
uma tendéncia de redug¢do do Rearing. Levando em conta o conjunto de informagdes no
presente trabalho, onde os animais tratados com corticosterona se apresentaram com
comprovada depressao e ansiedade, pode-se afirmar que o aumento do valor do Rearing no
grupo Cort exprime um padrao de ansiedade e que o farmaco Fluvoxamina reduziu este
parametro.

Podemos citar outras pesquisas feitas em nosso laboratério, onde realizou-se o teste do

campo aberto, apos o tratamento agudo com timol e obteve-se resultados semelhantes aos do
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presente estudo, uma vez que no desenho experimental da pesquisadora, onde ela utiliza o
diazepam como droga padriao, o Timol apresentou um possivel efeito ansiolitico sem
demonstrar acao sedativa (FERNANDES, 2012).

Ja na variavel Grooming, Archer (1973) afirma ser um parametro elevado em roedores
apreensivos. No presente trabalho, o grupo Timol apresentou reducao significativa frente a
esta variavel, corroborando com o processo de remissdao do quadro depressivo/ansioso, tendo
em vista que, além deste dado, mostrou-se que o Timol conseguiu reduzir o tempo de
imobilidade do Teste do Nado Forcado e da Suspensao da Cauda.

O aumento do nimero de grooming, especialmente em roedores, pode ser um padrao
vinculado ao aumento do estresse, assim como dos niveis de ansiedade existindo a
possibilidade deste cenario ser instaurado como espelho da neurotransmissao dopaminérgica
na regido do nucleo accumbens (SERAFIM; FELICIO, 2001; FERNANDES, 2012)

Como era esperado, no teste de interagao social os antidepressivos tiveram uma
resposta apreciavel. A fluvoxamina possui acdo contra varios aspectos do disturbio ansioso,
como por exemplo, desordens de panico, distirbio obsessivo-compulsivo e disturbios de
ansiedade social (IRONS, 2005). No nosso estudo, tanto o Timol como a Fluvoxamina
aumentaram a interagao social, reafirmando a sua acao antidepressiva.

Segrin (2000) afirma que a combinagdo de deficiéncias com as habilidades sociais e
eventos negativos que ocorrem durante a vida sao fatores que corroboram para a instalagcao do
quadro depressivo. Ja Bolsoni-silva (2016), em analise do estudo de Segrin (2000), conclui
que um bom repertorio de habilidades de cunho social ajuda o individuo a passar por eventos
estressantes, uma vez que a capacidade do individuo de identificar a quantidade de suporte
social necessario para transpor um evento, desta magnitude, ¢ afetada pela sua interacao
social. Os autores relatam ainda que déficits em habilidades sociais podem estar associados,
ou ainda se associar ao quadro depressivo.

O teste do Y Maze ¢ muito utilizado para analisar o comportamento explorativo,
aprendizado e memoria (JING et al., 2008; CAI et al., 2013; SIMPLICE et al., 2014).
Segundo Yan e colaboradores (2017) o teste pode aferir o funcionamento da memoria
espacial imediata, esta ultima sendo classificada como um tipo de memoria curta. Alguns
estudos mostram que quando os niveis de BDNF em camundongos estd baixo tem um
déficit de memoria e o teste do Y-Maze refletiu esta condicdo, resultando em
comprometimento da cognicdo junto com sintomas de depressao (YAN et al., 2017).

Nossos resultados somam aos estudos supracitados, pois, de forma expressiva, o Timol foi
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capaz de melhorar o aspecto de memoria curta dos animais tratados com Cort, ao passo que
a Fluvoxamina se mostrou mais expressiva ainda neste quesito.

Fica claro que, mesmo frente a uma diminui¢do, os niveis de BDNF podem alterar a
memoria curta de forma bem significativa. Nao obstante pode-se citar a hipdtese neurotréfica
depressiva, onde os niveis de BDNF estdao diminuidos e o tratamento com antidepressivos
alivia o comportamento depressivo ¢ melhora os niveis de BDNF em resposta (LEE; KIM
2010; LENART et al., 2016).

Quando analisou-se os niveis de BDNF via metodologia ELISA conseguiu-se
visualizar uma tendéncia dos animais tratados com Timol de restaurar as concentragdes deste
fator neurotrofico, ja quando analisamos pela metodologia de Western Blotting podemos
confirmar este aumento de concentracao, justificando a memoria mensurada pelo Y Maze. O
inverso também ocorre, quando o grupo tratado apenas com Cort aparentou, de forma
tendenciosa, reduzir os niveis de BDNF, sendo demonstrado pelo Y Maze um dano na
memoria de forma aprecidvel e significativa. O BDNF ¢ membro da familia das
neurotrofinas, as quais sdo responsaveis pela regulagdo da diferenciagdo neuronal e da
plasticidade sinéptica, dois processos complexos que implicam diretamente na memoria € no
aprendizado ao longo da vida (AZEREDO et al., 2017, BEKINSCHTEIN P, CAMMAROTA
M, MEDINA J.H., 2014).

Com a ativagao proporcionada pela BDNF, Huang e Reichardt (2003) atestam em sua
revisao que os receptores TrkB ativam vérias proteinas G, incluindo Ras, Rap-1 e a familia
Cdc-42Rac-Rho, assim como os mecanismos regulados pela MAP quinase (MAPK), PI3-
quinase (PI3) e fosfolipase-Cy (PLCy). Varias sdo as vias de sinalizacdo intracelular
envolvidas na sobrevivéncia neuronal vinculadas ao BDNF, porém a via ERK/Proteina ligada
ao fator de transcricdo do AMPc (CREB, do inglés, cAMP-Response Element Binding) e
PI3/Akt sdo as mais importantes para as fungdes desta neurotrofina.

A literatura e varios estudos feitos em nosso laboratorio apontam o BDNF como sendo
uma possivel molécula vinculada a fisiopatologia de transtornos relacionados ao estresse,
como ¢ o caso da depressao. Niveis de BDNF foram encontrados em baixa expressao quando
os animais foram submetidos a modelos de estresse cronico, como o da corticosterona,
culminando assim no quadro depressivo. Tais niveis também sdao relatados em baixas
concentragdes em areas cerebrais de vitimas suicidas, diagnosticadas com TDM. Em
pacientes que receberam tratamento com antidepressivos a literatura relata a existéncia de um

aumento expressivo desta neurotrofina em cérebros post-mortem de pacientes, (CHEN et al.,
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2001; ROCERI et al., 2002; CASTREN et al, 2007, FORTUNATO, 2009;
VASCONCELOS, 2015; LOPES, 2017).

Nibuya e colaboradores (1995), foram os pioneiros a demonstrar que o tratamento
cronico com antidepressivos de varios tipos, incluindo os ISRS, aumentam a expressao
hipocampal de BDNF. Corroborando com estes pesquisadores € com outros estudos na
literatura, entende-se que o BDNF afeta o crescimento como também a reparagdo neuronal e
esta envolvido na regulacdo da plasticidade sinaptica dependente de atividade; como ocorre
na resposta protetora ao estresse, promovendo o fendmeno da plasticidade neuronal, estando
esta diretamente relacionado a memoria e aprendizado (NUGRAHA et al., 2012;
VASCONCELOS, 2015; LOPES, 2017)

A fluvoxamina possui a atividade de potencializar a fun¢do neuronal glutamatérgica
regulada pelo BDNF (YAGASAKI et al., 2006), sendo assim, podemos fazer um comparativo
entre os efeitos na neurogénese entre ela e o timol, uma vez que ambos influenciam a via do
BDNF.

O teste da placa perfurada ¢ utilizado para mensurar tanto o comportamento
exploratorio do animal, assim como a sua condicao de ansiedade (FILE AND WADILL,
1975; AYANWUYTI et al., 2016). Nos animais tratados apenas com Cort, uma grande
diminui¢do do comportamento exploratorio e aumento da ansiedade foram detectados, dados
estes que podemos corroborar com o teste do Y Maze onde também obtivemos, de forma
significante, uma reduc¢ao da atividade exploratoria. Tanto o Timol como a Fluvoxamina
reverteram estes efeitos ansiogénicos instaurados pela administracdo de corticosterona
cronicamente. Corroborando com a nossa analise, obteve-se resultados ansioliticos no plus-
maze do grupo tratado com Timol e com Fluvoxamina.

Segundo Irons (2005), a farmacoterapéutica com a Fluvoxamina pode ser considerada
um tratamento de primeira linha para adultos e criangas que apresentem transtornos de
ansiedade, sendo assim, pode-se afirmar que o Timol obteve uma significancia numérica
maior que o grupo tratado com a primeira linha terap€utica no combate a ansiedade,
mensurada pelo teste da placa perfurada e obteve um resultado significativo no tempo de
permanéncia nos bragos apertos mensurado pelo plus-maze.

Vale lembrar que a Fluvoxamina apresenta especificidade pela bomba de recaptura
(efeito antidepressivo) e pelo receptor sigma-1 (indug¢do da neurogénese), sendo comparada a
outros antidepressivos da mesma classe pela constante de inibicdo da seguinte maneira:

paroxetina (K; = 0.7 nM) > citalopram (K; = 2.6 nM) > sertralina (K; = 3.4 nM) > fluvoxamina
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(Ki = 6.2 nM) > fluoxetina (K; = 14 nM), apresentando um melhor rendimento que a
fluoxetina e um menor bloqueio frente aos demais, porém, quando vemos a mesma constante
frente ao receptor sigma-1 notou-se que ela possui a melhor interagdo com este receptor,
como mostra os dados seguintes: fluvoxamina (K; = 36 nM) > sertralina (K; = 57 nM) >
fluoxetina (K; = 120 nM) > citalopram (K; = 292 nM) > paroxetina (K;=1893 nM). Tendo em
vista que analisamos uma parte da via neurotrofica fica claro ser a Fluvoxamina a melhor
escolha de parametro para os nossos testes realizados. (NARITA, HASHIMOTO AND
TOMITAKA, 1996; HIEMKE AND HARTTER, 2000; MORIGUCHI et al., 2014).

Foi demonstrado que os agonistas dos receptores sigma-1 potencializam os disparos
neuronais induzidos por receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (N-Metil-D-Aspartato) na
regido CA3 hipocampal, assim como aumenta os niveis extracelulares de acetilcolina, medida
in vivo no hipocampo/cortex de ratos por microdidlise intracerebral (MONNET et al., 1990,
MATSUNO et al, 1993). Além disso em modelos de inducdo de amnésia por bloqueio da
neurotransmissao glutamatérgica/colinérgica ou em modelos por vias de lesdo ou patologicas
de indugdo, os agonistas do receptor sigma-1 atenuam os déficits da memoria medidas em
procedimentos comportamentais que avaliam o quadro de memoria (MAURICE; SU, 2009).

O presente estudo atesta a participagdo do Timol na via neurogénica envolvida na
plasticidade sinaptica em animais depressivos, melhorando a sintomatologia do quadro
depressivo, somando com outras pesquisas realizadas em nosso laboratorio onde o Timol,
segundo Fernandes (2012), apresentou, também, efeitos antidepressivos, porém relacionados
com o sistema monoaminérgico vinculado a NE, 5-HT e DA.

O Timol trata-se de uma molécula promissora que, com o advento desta pesquisa,
abre-se mais um leque para explorar o potencial terapéutico vinculado a ele, uma vez que a
via neurogénica ¢ descrita como sendo crucial na depressdo por varios autores
(VASCONCELQOS, 2015; LOPES, 2017; MONNET et al., 1990). Tendo ele sido relevante de
forma positiva em varios testes realizados, o Timol pode ser um potente antidepressivo a ser
utilizado futuramente na terap€utica contra o TDM, uma vez que ele aparenta possuir agao
ansiolitica sem acdo sedativa além de envolvimento neurogénico na patologia depressiva. A
expressao do BDNF por administracao de Timol, apenas por sete dias, coloca-o em evidéncia
na corrida da terapéutica ideal para TDM, ja que ¢ uma via expressiva na condi¢do clinica

depressiva.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem chegar as seguintes conclusdes:

.o No teste do campo aberto ndo foi observado nenhuma alteragdo da atividade

locomotora dos animais, em nenhum dos grupos, descartando quaisquer influencias desta
atividade nos testes comportamentais. Houve uma reducdo do padrao grooming indicando

uma possivel a¢ao ansiolitica do Timol.

A preferencia pela parte clara no teste Claro/Escuro causada pelo timol confirma seu

potencial ansiolitico também corroborrado positivamente pelo demais testes que mensuram a

ansiedade como o plus maze e a placa perfurada

A reducao do tempo de imobilidade observada nos testes do nado forcado e suspensao

da cauda ¢ indicativa do potencial antidepressivo do timol, similar ao que ocorreu com o

antidepressivo fluvoxamina.

.o O aumento da preferéncia pela sacarose causado pelo timol mostra a importante

atividade redutora do quadro aneddnico induzido pela corticosterona.

.o Os animais sob tratamento com o Timol apresentaram melhor interagdo social em

relagdo aos demais tratados apenas com corticosterona.

.o A memoria dos animais tratados com Timol melhorou substancialmente.

.o O efeito antidepressivo do timol estd relacionado ao seu efeito neuroprotetor como

evidenciado pelo aumento expressivo dos niveis de BDNF no hipocampo.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O Timol ¢ uma molécula bem estudada pela literatura e de promissor efeito
terapéutico em varios ambitos patologicos, porém mesmo frente a tantos trabalhos publicados
este estudo ¢ pioneiro em propor que a via neurogénica vinculada ao BDNF poderia estar
envolvida no mecanismo de acdo do Timol. Tendo obtido tais resultados elucidar quais as
vias seriam sensibilizadas na presenca do Timol poderia exemplificar um dos proximos
passos que esta pesquisa trilhara.

O perfil ansiolitico ndo sedativo que esta molécula apresentou nos encoraja a buscar
mais respostas para promover o seu uso clinico futuramente, tendo sido observado, em véarios
testes aqui descritos, a superioridade dela em relagao a fluvoxamina, fArmaco este ja instalado
no mercado e de ampla utilizagao.

Infelizmente a depressao € uma patologia de diagnostico, muitas vezes, negligenciada
nas mais diversas esferas da satide. Temos muito o que aprender a como combater da melhor
maneira possivel este mal que assola milhdes de pessoas ao redor do mundo.

Mergulhado nesta realidade, o presente trabalho abre portas para novos horizontes na
terapéutica medicamentosa depressiva, visando a possibilidade de melhor tratamento para

estes que padecem deste mal e valorizando o bem maior da humanidade: A vida.
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