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RESUMO

A depresséo é a principal causa de problemas de saude e incapacidade em todo o
mundo, sendo caracterizada como doencga ndo-transmissivel. De acordo com as
Gltimas estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais de 300 milhdes
de pessoas vivem com depressdo. Nas Américas, o numero de pessoas afetadas é
de cerca de 50 milhdes, destes estima-se que sédo 11 milhdes de brasileiros com
esse transtorno mental, no qual o individuo apresenta uma tristeza permanente,
perda de interesse pelas atividades prazerosas por semanas ou mais. A depressao
também pode provocar sentimentos de culpa, falta de autoestima, transtornos do
sono e do apetite, sensacdo de cansaco e falta de concentracdo, nos casos mais
graves pode levar ao suicidio. Em vista disto, muitos estudos tem sido desenvolvidos
em busca de tratamentos alternativos ou complementares aos ja existentes, entre
eles os estudos com plantas medicinais. OTimol (2-isopropil-5-metil-fenol) é um
monoterpeno extraido do 6leo essencial de diversas plantas aromaticas como o
alecrim-pimenta (Lippia sidoides). Através de estudos experimentais prévios, o timol
apresentou efeito antidepressivo no teste do nado forcado e da suspensdo da cauda
ao ser administrado por via oral, em camundongos machos, em doses Unicas de
25mg/Kg e 50 mg/Kg. Em vista disto este estudo objetivou investigar os possiveis
mecanismos de a¢do central do timol em camundongos com testes neuroquimicos e
a participacédo do estresse oxidativo. Os resultados mostraram que na avaliacdo da
toxicidade aguda o timol foi classificado por categoria 5 com baixo risco de
toxicidade, ndo apresentou alteracdes histolégicas na analise dos 0rgdos e na
avaliacdo da toxicidade com doses repetidas ndo foram encontradas alteracoes
significativas com relacdo aos parametros bioquimicos e hematoldgicos. No teste do
nado forcado, o efeito sobre o tempo de imobilidade reduzido pelo timol foi revertido
pelo pré-tratamento dos animais com antagonistas dos receptores serotonérgicos
como a Ritanserina e o Ondansetron, ja este efeito ndo foi evidenciado na presenca
do NAN-190, um antagonista do receptor 5HT1A. Foi evidenciado um aumento nos
niveis das monoaminas através do HPLC, noradrenalina, dopamina, e
principalmente da serotonina e reduziu os seus respectivos metabdlitos. N&o alterou
a quantidade de SOD, reduziu a atividade da catalase no corpo estriado, reduziu os
niveis de MDA e Nitrito e aumentou os niveis de GSH nas é&reas cerebrais
estudadas e aumentou os niveis de BDNF no hipocampo. Estes resultados sugerem
gue o timol oferece baixos riscos de toxicidade, apresenta efeitos antidepressivos
provavelmente relacionados aos sistemas: noradrenérgico, dopaminérgico e
serotonérgico sugerindo a participacédo dos receptores 5SHT2A/2C e 5HT3, apresenta
propriedades antioxidantes e um possivel efeito neuroprotetor.

Palavras-chave: Depressdo. Timol. Toxicidade. Monoaminas biogénicas.
Antioxidantes.



INVESTIGATION OF PRE-CLINICAL TOXICITY AND POSSIBLE MIMANISMS CENTRAL
ACTION OF TIMOL IN MICE: NEUROCHEMICAL STUDIES AND OXIDATIVE STRESS
PARTICIPATION

ABSTRACT

Depression is the leading cause of health and disability problems throughout the
world and is characterized as a non-communicable disease. According to the latest
estimates by the World Health Organization (WHO), more than 300 million people
live with depression. In the Americas, the number of people affected is about 50
millions of these are estimated to be 11 million Brazilians with this mental disorder, in
which the individual presents a permanent sadness, loss of interest for pleasurable
activities for weeks or more. Depression can also cause feelings of guilt, lack of self-
esteem, sleep and appetite disorders, feeling tired and lack of concentration, in more
severe cases can lead to suicide. In view of this, many studies have been developed
in search of alternative or complementary treatments to the already existing ones,
among them the studies with medicinal plants. Thymol (2-isopropyl-5-methyl-phenol)
is a monoterpene extracted from the essential oil of various aromatic plants such as
rosemary (Lippia sidoides). Through previous experimental studies, thymol showed
an antidepressant effect in the forced swimming test and tail suspension when
administered orally in male mice in single doses of 25 mg / kg and 50 mg / kg. In
view of this, this study aimed to investigate the possible mechanisms of central
thymol action in mice with neurochemical tests and the participation of oxidative
stress. The results showed that in the evaluation of acute toxicity, thymol was
classified as category 5 with low toxicity risk, did not present histological changes in
organ analysis and in the evaluation of toxicity with repeated doses no significant
alterations were found regarding the biochemical and hematological parameters. In
the forced swim test, the effect on thymol-reduced immobility time was reversed by
pre-treatment of animals with serotonergic receptor antagonists such as ritonavir and
Ondansetron, since this effect was not evidenced in the presence of NAN-190, a
5HT1A receptor antagonist. An increase in monoamine levels was evidenced by
HPLC, noradrenaline, dopamine, and especially serotonin and reduced their
respective metabolites. It did not alter the amount of SOD, reduced catalase activity
in the striatum, reduced MDA and nitrite levels and increased GSH levels in the brain
areas studied and increased BDNF levels in the hippocampus. These results suggest
that thymol offers low risks of toxicity, has antidepressant effects probably related to
the systems: noradrenergic, dopaminergic and serotonergic suggesting the
participation of the receptors 5HT2A / 2C and 5HT3, presents antioxidant properties
and a possible neuroprotective effect.

Keywords: Depression. Thymol. Toxicity. Biogenic monoamines. Antioxidants.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais sobre a depresséo

A depresséo é a principal causa de problemas de saude e incapacidade em
todo o mundo, sendo caracterizada como doenca nao-transmissivel. De acordo com
as ultimas estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais de 300
milhdes de pessoas vivem com depressao, um aumento de mais de 18% entre 2005
e 2015. Nas Américas, 0 numero de pessoas afetadas é de cerca de 50 milhdes,
destes estima-se que sdo 11 milhGes de brasileiros com esse transtorno mental
(OPAS/OMS, 2017).

Cada vez mais tem se falado sobre este assunto, pois embora muitas
pessoas com mais de 60 anos sofram de depresséo, o transtorno mental pode ter
inicio ainda na infancia e adolescéncia.O problema com a depressédo durante a
adolescéncia é que muitas vezes ela desencadeia o consumo de alcool e outras
drogas, e também a violéncia, nestes casos o desafio dos profissionais ndo é estar
em buscar entender o alcoolismo e a adic¢cdo, mas sim compreender a depresséao,
gue leva ao uso dessas substancias (OPAS/OMS, 2017).

A relacdo entre a depresséo e o uso de alcool e outras drogas foi o tema da
apresentacdo de Flavia Fernando, psiquiatra e doutoranda em psicologia da
Universidade Federal Fluminense (UFF). “Rejeitamos aquele que abusa do alcool,
rejeitamos ainda mais os usudrios de drogas ilicitas. Existe a producéo do estigma,
que é uma marca que atravessa nosso modo de ver e de diminuir o outro”, afirmou.
Para a médica, é preciso enxergar a verdadeira dimensdo do sofrimentodaqueles
que usam ou abusam de drogas licitas e ilicitas(ONU BRASIL, 2017).

A relacdo entre depressdo e raca/cor, estd sendo abordada por
pesquisadores do Instituto Federal do Rio de Janeiro (IFRJ), “Ser negra ou negro no
Brasil, em funcdo do racismo, significa ter problemas de saude mental constantes”,
assinalou a pesquisadora Jaqueline de Jesus. A depressdo pode ser um dos
principais efeitos patogénicos do racismo para a populacdo negra do pais,
juntamente com disturbios cardiovasculares, imunodeficiéncias, diabetes e outras

enfermidades. Para Jaqueline, essa realidade mudard apenas quando acdes
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afirmativas eficazes forem elaboradas para combater o racismo e promover a saude
da populacéo negra de forma equitativa.(ONU BRASIL, 2017).

Sobre a saude mental em relagdo a populacdo transexual,Lyah Correa,
psicologa e ativista falou “As depressdes podem refletir os impactos e dindmicas
sobre o estigma social que as identidades “trans” causam. Falar sobre isso €&
visibilizar um grupo populacional que histérica e culturalmente ndo existia. Ou
existia, mas na ordem patoldgica, da marginalidade, da criminalidade. Infelizmente, é
assim que as transgeneridades sédo debatidas”, revelou. Ela também reforgou que o
suicidio entre pessoas trans muitas vezes € uma forma de cessar o sofrimento do
processo de negacdo existencial do ponto de vista do outro. “Reivindicamos a
despatologizacdo das identidades trans, queremos deixar de ser vistas e vistos
como doentes” (ONU BRASIL, 2017).

A prevaléncia da depressdo em comunidades indigenas também foi levantada
no debate por Oraide Siqueira, psicologa do Distrito Sanitario Especial Indigena
(DSEI) de Manaus. Na area em que a profissional atende, o transtorno mental atinge
pessoas com idade entre 20 e 71 anos, sendo as mulheres as mais acometidas. “O
que vai ser da comunidade?’e “O que vai ser do futuro do indigena?” estdo entre as
principais queixas ouvidas por Oraide. “Muitas comunidades ja ndo conseguem mais
passar seus valores culturais. Ha também a questdo do alcool e outras drogas.
Quanto mais proximos das cidades, mais problemas os indigenas acabam tendo”
(OPAS/OMS, 2017).

A falta de apoio as pessoas com transtornos mentais, juntamente com o medo
do estigma,impedem muitas pessoas de acessarem o tratamento de que necessitam
para viver vidas saudaveis e produtivas.Afeta comunidades e sociedades e tem um
alto custo social e econdmico, neste contexto o aumento de investimentos é
necessario. Em muitos paises, ndo ha ou ha muito pouco apoio disponivel para
pessoas com transtornos de saude mental. Mesmo em paises de alta renda, quase
50% das pessoas com depressdo nao recebem tratamento. Em média, apenas 3%
dos orcamentos de saude de governo sdo investidos em saude mental, variando de
menos de 1% em paises de baixa renda a 5% em paises de alta renda. Nas
Ameéricas, quase sete em cada 10 pessoas com depressdao nao recebem o
tratamento de que necessitam (ONU BRASIL, 2017).

A depressdo é um transtorno mental comum, caracterizado por tristeza

persistente e uma perda de interesse por atividades prazerosas por semanas ou
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mais acompanhadas por uma incapacidade de realizar atividades diarias. Além
disso, as pessoas com depressdo normalmente apresentam varios dos seguintes
sintomas: perda de energia; sensacdo de cansaco, falta de autoestima, transtornos
do sonodormindo mais ou menos do que se estd acostumado e do apetite,
ansiedade, concentracdo reduzida, indecisdo, inquietacdo, sentimentos de
inutilidade, culpa ou desesperanca; e pensamentos de autolesdo ou suicidio nos
casos mais graves. As mulheres sdo as mais afetadas pela depressdo, essa
prevaléncia pode ser explicada pela falta de diagndstico na populacdo masculina,
pois os homens tém uma resisténcia maior na busca pelos servicos de salde
(OPAS/OMS, 2017).

No marco do Dia Mundial da Saude, celebrado em 7 de abril de 2017 a
Organizacdo Pan-Americana da Saude/Organizacdo Mundial da Saude
(OPAS/OMS) no Brasil promoveu um amplo debate entre especialistas e convidados
sobre depresséo. O lema da campanha mundial € “Depressao: vamos conversar”.

Em relacdo ao Suicidio cuja principal causa € a depressédo, a divulgacdo de
uma campanha foi iniciado no Brasil pelo CVV (Centro de Valorizacdo da Vida),
CFM (Conselho Federal de Medicina) e ABP (Associacéo Brasileira de Psiquiatria), o
Setembro Amarelo realizou as primeiras atividades em 2015 concentradas em
Brasilia. Mundialmente, o IASP — Associacdo Internacional para Prevencdo do
Suicidio estimula a divulgacédo da causa, vinculado ao dia 10 de Setembro no qual
se comemora o Dia Mundial de Prevencao do Suicidio (OPAS/OMS, 2017).

O Centro de Valorizagcao da Vida CVV, uma das principais mobilizadoras do
Setembro Amarelo € uma entidade sem fins lucrativos que atua gratuitamente na
prevencdo do suicidio desde 1962, membro fundador do Befrienders Worldwide e
ativo junto ao IASP — Associacao Internacional para Prevencdo do Suicidio), da
ABPES (Associacao Brasileira de Estudos e Prevencdo do Suicidio) e de outros
orgédos internacionais que atuam pela causa (OPAS/OMS, 2017).

Alguns destaques do Setembro Amarelo nesses anos foram a iluminacao de
monumentos como Cristo Redentor no Rio de Janeiro/RJ, o Congresso Nacional e a
ponte Juscelino Kubitschek em Brasilia/DF, o estadio Beira Rio em Porto Alegre/RS,
a Catedral e o Paco Municipal de Fortaleza/CE, Ponte Anita Garibaldi em
Laguna/SC, e o Palacio Campo das Princesas em Recife/PE. Também foram feitas

acbes de rua, como caminhadas, passeios ciclisticos, passeios de motos e
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abordagens em locais publicos em varias cidade do Brasil (Figura 1) (OPAS/OMS,
2017).

Figura 1: Setembro amarelo. lluminacdo dos monumentos histéricos na
campanha de prevencéao ao suicidio em 2017.
Fonte: disponivel em http://www.setembroamarelo.org.br Acesso em 31/10/2017.
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1.2 Fisiopatologia da depresséao

Os seres humanos se entristecem ou se alegram com facilidade em
decorréncia de acontecimentos da vida. A depressdo maior se caracteriza pela
ocorréncia de episédios depressivos, com pelo menos duas semanas de humor
deprimido ou perda de interesse na maior parte das atividades, acompanhados de
ao menos quatro sintomas adicionais de depresséo, que incluem sentimentos de
desesperanca, desvalia, culpa, desamparo, associados a alteracdes de apetite e
sono, fadiga, retardo ou agitacdo psicomotora, diminuicdo do desempenho sexual,
dificuldade de concentracdo e raciocinio e pensamentos recorrentes sobre a morte,
com ou sem tentativas de suicidio (GUIMARAES, 2012).

A depressdo maior € uma das formas mais comuns da doenca e pode
levar a perda da independéncia funcional. Pessoas idosas com depressao tendem a
apresentar maior comprometimento fisico, social e funcional, afetando sua qualidade
de vida.A idade pode ser um fator de risco para depresséo, jA que, com o0 avancar
da idade, aumenta-se o risco de desenvolver doengas mentais, comprometendo
também a capacidade funcional do individuo(STELLA, et al.,2002).

Vérios estudos apontam que a maior parte dos idosos que apresentam
sintomatologia depressiva. Barrantes-Monge et al., realizaram um estudo com 2.383
idosos e reportaram que a depressdo esta entre as mais frequentes comorbidades
relacionadas com a dependéncia funcional.Outro estudo, realizado com 310 idosos
residentes no nordeste do Brasil, ressalta a intima dependéncia entre depresséo e
capacidade funcional, afirmando ser a limitacao funcional um dos potenciais fatores
associados ao aparecimento e ao agravamento dos quadros depressivos na
populacao idosa (MACIEL, 2006).

A etiologia da depressédo esta relacionada a inidmeros fatores que podem
abranger aspectos biologicos, socioeconémicos, mudancas ambientais, doenca
cronica, gravidez e ap0s o parto onde episoédios depressivos podem ocorrer apds
uma situacao estressante ou de perda como em uma crise financeira, separa¢éo ou
morte de um ente querido, apds uma situacdo estressante como um assalto, estupro
ou sequestro. E ainda estes fatores podem ser agravados caso haja predisposi¢ao

genética para o desenvolvimento da doenca (MACIEL, et al.,, 2006; CHEN et al.,
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2009).

A depressdo pode ainda ser desencadeada por algumas doencas fisicas
como: esclerose mudltipla, derrame, hepatite, hipotireoidismo, apneia do sono,
hipertenséo, insuficiéncia cardiaca e diabetes, além das doencas terminais como
cancer e AIDS. Alguns medicamentos e drogas também levam & depressdo como:
cortisona, anfetaminas, pilulas anticoncepcionais, quimioterapia, alcool, crack,
ecstasy, maconha entre outros.

Em um estudo realizado com mulheres apos a gravidez, demonstrou que
a prevaléncia de depressdo poés-parto encontrada foi de 19,1%. Os achados
sugerem que baixas condi¢cdes socioecondmicas de vida da puérpera e a néo
aceitacdo da gravidez sao elementos-chave no desenvolvimento da depressaopos-
parto(MORAES, 2006).

A depressao e a ansiedade segundo varios estudos sdo mais prevalentes
entre as mulheres. Estas sdo queixas comuns também entre os idosos e muitas
vezes apresenta-se como um resultado de uma combinacao de fatores, incluindo a
debilitacao fisica, restricbes de mobilidade, perda da vida social e comprometimento
cognitivo (CALDAS, 2006). Em um estudo realizado por Santos et al., 2012 com um
grupo de idosos com média de idade de 77,02 anos, a prevaléncia de sintomas
depressivos e prejuizo funcional foi de 30,5% e 63,8%, respectivamente, sendo
maior entre as mulheres.

A patogénese da depressao maior esta relacionada a teoria bioquimica da
hip6tese das monoaminas no cérebro. Esta hipétese foi originada a partir de
observacg@es clinicas, onde foi observado que a imipramina e a iproniazida, dois
compostos nao relacionados estruturalmente e que nado tinham uso psiquiatrico,
tinham potentes efeitos antidepressivos em humanos. Posteriormente, descobriu-se
gue essas substancias aumentavam a transmissdo central de monoaminas que
incluem as catecolaminas(dopamina e noradrenalina) e a 5-hidroxitriptamina(5-HT,
serotonina). Outra evidéncia clinica foi 0 uso da reserpina, um antigo agente
antihipertensivo que atua depletando os estoques de monoaminas e produz
sintomas depressivos em humanos (KRISHNAN; NESTLER, 2008; KATSUNG,
2010).

Na depressdo a dopamina, a serotonina e outras substancias quimicas
como a noradrenalina, acido gama-aminobutirico e aceticolina ficam alterados,

desorganizando o estado de humor, as emocdes, capacidade mental e o bem estar
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geral do organismo. Sobre as vias dopaminérgicas sabemos que via mesolimbica-
mesocartical € a via mais relacionada ao comportamento e portanto importante na
depressao (ZUARDI, 2001; KATZUNG, 2010) (Figura 2).

Via Via

tubero-hipofisaria /‘T“\\ ni(gro-estriatal

7
Via .
mesocortial Am

DOPAMINA  \ \" .
\
mesolimbica

Figura 2. Vias dopaminérgicas no encéfalo.
Fonte: Rang, et al 2012.

A dopamina é uma catecolamina cuja sintese se inicia com a captacao
ativa do aminoacido L-tirosina. Esse aminoacido é transportado, pela acdo da
enzima tirosina hidroxilase, primeiro em L-DOPA e posteriormente, pela acdo da L-
DOPA descarboxilase, em dopamina (DA). A dopamina €& armazenada pelas
vesiculas sinapticas, quando chega o impulso nervoso a DA é liberada por processo
de exocitose. Pds-sinapticamente ela pode atuar em receptores das familias D1 (D1
e D5) ou D2 (D2, D3 ou D4). Existem ainda receptores pré-sinapticos inibitorios, de
tipo D2 que estéo localizados tanto nos terminais como nos corpos celulares. Todos
estes receptores sao ligados a proteina G. O principal mecanismo de retirada da DA
da fenda sinaptica € a recaptacdo pelo terminal nervoso. Sua degradacgéo
intraneuronal ocorre pela enzima monoaminoxidase de tipo B (MAOB), sendo um de
seus principais metabdlitos o &acido homovalinico (HVA) (GUIMARAES, 2012;
GOLAN et al., 2014; KATZUNG, 2010).
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Neurotransmiss@o dopaminérgica
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Figura 3: Neurotransmisséo dopaminérgica.
Fonte: Fundamentos de psicofarmacologia 2012.

A noradrenalina € uma catecolamina cuja sintese se inicia com a
captacdo ativa do aminoacidoL-tirosina. Esse amino&cido é transportado, pela acdo
da enzima tirosina hidroxilase, primeiro em L-DOPA e posteriormente, pela acdo da
L-DOPA descarboxilase, em dopamina (DA). A dopamina é captada pelas vesiculas
sinapticas e sob a acdo da dopamina beta-descarboxilase é transformada em
noradrenalina (NA). Quando se da o impulso nervoso a NA é liberada por processo
de exocitose. Pds-sinapticamente pode atuar em receptores chamados de alfa-1,
alfa-2 e beta. Existem ainda receptores pré-sinapticos noradrenérgicos inibitorios de
tipo alfa-2, que estdo localizados tanto nos terminais como nos corpos celulares.
Todos esses receptores sdo ligados a proteina G. O principal mecanismo de retirada
da NA da fenda sinaptica é a recaptacao pelo terminal nervoso. Sua degradacéo
intraneuronal ocorre pela enzima monoaminoxidase (MAO), sendo um de seus
principais metabdlitos o 3-metoxi-4-hidroxifeniletileno glicol (MHPG) (GUIMARAES,

2012; GOLAN et al., 2014; KATZUNG, 2010).
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Neurotransmisséo noradrenérgica
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Figura 4: neurotransmissao noradrenérgica.
Fonte: Fundamentos de psicofarmacologia. 2012.

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5- HT) é uma indolaminacuja sintese
se inicia pela captacdo ativa do aminoacido triptofano. Ao sofrer acdo da enzima
triptofano hidroxilase, € transformada em 5-hidroxitriptofano e quase imediatamente,
transformada em 5-HT pela acdo de uma descarboxilase de aminoacidos. A 5-HT é
captada pelas vesiculas sinapticas. Quando se da o impulso nervoso € liberada por
processo de exocitose. Pds-sinapticamente pode atuar em receptores chamados de
5-HT1 (A,B,D ou E), 5-HT2 (A,B ou C), 5-HT3, 5-HT4,5-HT5 (A ou B),5-HT6 ou 5-
HT7. Existem ainda receptores pré-sinapticos inibitérios localizados, os do tipo 5-
HT1A nos corpos celulares e os tipos 5-HT1B ou 5-HT1D (dependendo da espécie),
nos terminais nervosos dos neurdnios serotonérgicos. Todos esses receptores, a
excecao dos 5-HT3, ligados a canais ibnicos, estao relacionados a proteina G. .O
principal mecanismo de retirada da 5-HT da fenda sinaptica € a recaptacdo pelo
terminal nervoso. Sua degradagdo intraneuronal ocorre pela enzima
monoaminoxidase (MAO), sendo um de seus principais metabdlitos o &cido 5-
hidroxiindolacético (5SHIAA) (GUIMARAES, 2012; GOLAN et al., 2014; KATZUNG,
2010).
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Neurotransmissé@o serotonérgica
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Figura 5: neurotransmisséo serotonérgica.
Fonte: Fundamentos de psicofarmacologia. 2012.

O mecanismo de acdo dos principais farmacos antidepressivos esta
baseado no fato de serem capazes de aliviar os sintomas da depressao maior
potencializando as a¢des dos neurotransmissores nas sinapses no sistema nervoso
central (PANUS, 2011; GOLAN et al., 2014; KATZUNG 2010; STAHL, 2013).

O efeito agudo dos antidepressivos triciclicos é inibir os mecanismos de
recaptacdo do NET (transportador da Noradrenalina) e SERT (transportador da
Serotonina), responsaveis pelo término das a¢des sindpticas da NE e 5-HT no
cérebro, sendo provavel que tal acdo resulte na potencializacdo das acdes do
neurotransmissor nos receptores pos-sinapticos. Os antidepressivos heterociclicos
sdo alguns farmacos que tém efeito sobre a recaptacdo de noradrenalina e outros
gue tem mais efeito sobre a recaptacao de 5-HT, serotonina (PANUS, 2011; STAHL,
2013; KRISHNAN; NESTLER, 2008)

Os inibidores da monoaminoxidase aumentam o0s niveis de amina no
cérebro, inibem a MAOA que metaboliza a noradrenalina e 5-HT, bem como a
MAOB que metaboliza a dopamina. S&do indicados para pacientes com ansiedade
significativa, fobias e hipocondria (PANUS, 2011).

A serotonina esta ligada a sentimentos de bem estar ou mal estar. Ela

regula o humor, o sono, a atividade sexual, o apetite, o ritmo cardiaco, as funcdes
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neuroendocrinas, temperatura corporal, sensibilidade a dor, atividade motora e
funcdes cognitivas.Os Inibidores Seletivos da Recaptacdo da Serotonina - ISRS,
produzem um efeito agudo com uma acao altamente seletiva nos transportadores da
5-HT, pois bloqueiam a recaptacdo sem afetar a recaptacdo de outras animas
neurotransmissoras e por causa de sua seletividade produzem menos efeitos
adversos desagradaveis do que os farmacos antidepressivos nao seletivos (PANUS,
2011; STAHL, 2013).

Segundo Mulder et al., (2009) a resposta ao uso de antidepressivos €
variavel, podendo ser mais rapida ou mais demorada, dependendo do paciente, no
entanto sabemos que no tratamento com ISRS e IMAO a transmisséo
monoaminérgica € aumentada de maneira imediata embora seus efeitos
antidepressivos demorem semanas para se desenvolver devido a uma infra
regulacéo (reducédo) inicial na atividade de alguns neurotransmissores e podem ser
necessarias semanas para que alcancem os efeitos clinicos desejaveis.

Os efeitos indesejaveis mais comuns entre os farmacos antidepressivos
SA0 pouco expressivos, porém podem comprometer seriamente a adesdo do
paciente ao tratamento, como: sonoléncia ou insonia, tremores, prisdo de ventre,
visdo borrada, ganho de peso, distarbios sexuais, vertigem, dentre outros (ALLEN,
2004).

As bases bioldgicas dos transtornos depressivos tém sido explicadas, nas
Gltimas trés décadas, através da hip6tese monoaminérgica. Tal hipotese propde que
a depressédo é causada por uma reducao da disponibilidade de aminas biogénicas
cerebrais, principalmente a noradrenalina (NA), serotonina (5-HT), e/ou dopamina
(DA) (SCHILDKRAUT, 1965; COPPEN, 1967).

Entretanto, a hip6tese das monoaminas por si sé ndo é suficiente para
explicar a demora do surgimento dos efeitos terapéuticos dos antidepressivos atuais,
bem como, suas limitadas taxas de remissdo. Isso mostra que a hipofuncéo desses
neurotransmissores ou a diminuicdo de seus niveis no cérebro ndo é a causa
exclusiva da depressdo. Outros fatores biolégicos além dos relacionados com as
monoaminas estdo associados ao desenvolvimento da depressdo, como por
exemplo, os fatores do desenvolvimento neuroldgico, da modulagcédo epigenética, da
neuroendocrinologia, imunologia, e da exposicdo a toxinas e espécies reativas de
oxigénio (PAE, FORBES PATKAR. 2001)



29

Uma vertente forte para a possivel causa da depressdo é o papel das
citocinas como agentes que contribuem para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas e neuropsiquiatricas (MAES, 2011; CHOPRA; KUMAR, 2011).

Existe também evidéncia de que ndo so o stress, mas também a eficacia
do tratamento com antidepressivos esta associada a efeitos imunomoduladores,
incluindo um aumento da interleucina anti-inflamatérios 10 (IL-10) e inibicdo das
sinteses de citocinas pro-inflamatérias (IL-1, TNF-a, IFN-y) em resposta ao LPS
(MOORE et al, 2001;. KENIS E MAES, 2002).

A interacdo entre o0 estresse crbnico e as mudancas celulares e
moleculares que influenciam no desenvolvimento da depressao tem se tornado cada
vez mais clara (PITTENGER; DUMAN, 2008). Por exemplo, tanto a administracdo de
CORT quanto a depressdo em humanos estdo associadas com reducdes na
transcricdo do fator de proteina de ligacdo ao elemento de resposta do AMPc
(CREB) (GOURLEY et al.,, 2008a). Alguns trabalhos mostram que a ativacdo do
CREB promove a neurogénese (NAKAGAWA et al., 2002b) enquanto que o
bloqueio, diminui (NAKAGAWA et al., 2002), tornando este fator de transcricdo um
provavel contribuinte para as alteracdes na estabilidade neuronal associado com o

estresse e a depressao.
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1.3 A Depresséo e o Estresse Oxidativo.

O estresse oxidativo € o resultado da excessiva producao de espécies
quimicas reativas, como os radicais livres. O termo radical livre faz referéncia a um
atomo ou molécula altamente reativa, que contém namero impar de elétrons em sua
ultima camada eletrdnica. E este ndo-emparelhamento de elétrons da ultima camada
gue confere alta reatividade a esses atomos ou moléculas (NG et al., 2008).

A oxidagdo € parte fundamental da vida aerObica e do nosso
metabolismo. Nos processos naturais sdo produzidos os radicais livres e outros
fatores reativos, que podem interagir com diversos substratos, desempenhando
funcdes como sinalizacdo celular, respostas imunoldgicas e mitose. O estresse
oxidativo é definido como um desequilibrio entre as defesas antioxidantes e a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNsS) no
organismo (NG et al., 2008; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Os radicais livres consistem em estruturas quimicas que contém um ou
mais elétrons desemparelhados nos atomos de oxigénio ou nitrogénio, o que confere
a molécula um estado altamente reativo. As EROs sdo encontradas em todos os
sistemas biologicos (HALLIWELL; 2012)

Em condicdes fisiolégicas do metabolismo celular aerdbico, o O2 sofre
reducao tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacéo de
H20O. Durante esse processo sao formados intermediarios reativos, como os radicais
superoxido (O2--), hidroperoxila (H20+) e hidroxila (OH+) e o peréxido de hidrogénio
(H202) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). O organismo dispde de um sistema
antioxidante que consegue neutralizar as EROs e ERNSs, constituido por agentes de
acdo ndo enzimatica e enzimética (HALLIWELL; GUTTERIDGE2007; BARREIROS
et al, 2006). O sistema de defesa ndo enzimatico € composto por reagentes
exogenos, sais minerais e vitaminas como oécido ascorbico e a-tocoferol (vitamina
E), que s&o normalmente obtidos na alimentacdo (MAES et al., 2011) e outros
antioxidantes como a albumina que normalmente contribuem para manter essas
espécies sob controle.

O sistema de defesa enzimatico inclui as enzimas Superdxido Dismutase
(SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GSH-Px). Esta reduz o H202 a

agua, mas para isso precisa da converséo da glutationa reduzida (GSH) em oxidada
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(GSSG). Para completar o ciclo, a enzima Glutationa Redutase (GR) reduz a
molécula de GSSG a sua forma reduzida em uma reacdo de oxidagcdo de NADPH
(KULAK et al.,2013)(Figura 6).

Em condices fisiologicas, as vias de defesa compensam a producao de
EROs e ERNs, entretanto, em condicdes de produgcdo excessiva ou
comprometimento das defesas do organismo, as EROs e ERNs poderéo reagir com
acidos graxos, proteinas e DNA, causando dano a esses substratos.As espécies
quimicas reativas podem também ser produzidas como um subproduto de outras
vias bioquimicas, incluindo a sintese de oxido nitrico (NO) e o metabolismo do &cido
araquidonico (que estdo implicados na excitotoxicidade), assim como o sistema de
oxidase de funcdo mista. Nao controladas, as EROs atacam muitas moléculas
importantes, incluindo enzimas, lipidios de membrana e como ja relatado
anteriormente ao DNA. A susceptibilidade do cérebro decorre do alto teor de acidos
graxos insaturados, alto consumo de oxigénio e escassez dos sistemas de defesa
antioxidantes (NG et al., 2008;MAES et al., 2011a).
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Diversos estudos indicam que os radicais livres estdo envolvidos nos
mecanismos bioquimicos enfatizando as desordens neuropsiquiatricas em humanos,
e também enfatizando o estresse em modelos cronicos de depressao. Os resultados
desses estudos sugerem que apenas uma pequena defesa antioxidante contra a
peroxidacdo lipidica existe em pacientes com depressdo, principalmente em
pacientes maniaco-depressivos instaveis (KHANZODE et al., 2003; LI et al., 2003;
NEU et al., 2004).

O estresse oxidativo pode causar lesdo tecidual relacionado com
muitas desordens fisiopatoldgicas como a hipoxia, a inflamacdo e a isquemia
tecidual e de reperfusdo. Este desequilibrio tem sido relacionado com a
fisiopatologia de uma série de doencas neuropsiquiatricas e neurodegenerativas,
como depressao, esquizofrenia, doenca de Alzheimer e Doenca de Parkinson, visto
que o cérebro é particularmente susceptivel aos danos decorrentes do estresse
oxidativo (JUNG et al., 2007; BILICE et al., 2001; MAGALHAES et al., 2011).

De acordo com tais consideracdes, tornou-se importante estudar o
envolvimento do sistema do 6xido nitrico juntamente com o estresse oxidativo no
mecanismo de acdo do Timol, a fim de assegurar a elucidacdo dos mecanismos
envolvidos nas ac¢des dessa substancia, tentando cercar todas ou as principais vias
neuronais que participam direta ou indiretamente da patologia da depresséo e tendo
em vista que, de acordo com alguns autores, esta substancia tem apresentado

carater antioxidante.
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1.4 Depressdo e o envolvimento do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal
(HHA)

A literatura sugere que a exposicado ao estresse pode ser um fator de
precipitagdo no desenvolvimento da depresséo. De fato, alguns estudos mostram
que até 85% dos pacientes experienciam significantes eventos estressantes antes
do inicio dos sintomas depressivos (SAVEANU; NEMEROFF, 2012).

As respostas fisiologicas e neurobioloégicas normais estdo bem
caracterizadas. A exposicdo a um fator estressante agudo, ativa o sistema
hipotalamico-hipofisario-adrenal, resultando em uma cascata de eventos enddcrinos.
Essa cascata inclui a liberacédo e transporte do fator de liberacdo da corticotropina
(CRF) de neurbnios do nuacleo paraventricular do hipotalamo para a pituitéria
anterior, onde o horménio estimula a liberacdo do hormdnio adrenocorticotrépico
(ACTH) para a circulagao sistémica (HERMAN; CULLINAN, 1997).

O ACTH atua entdo sobre a glandula adrenal, onde ele estimula a
producéo e liberacao de glicocorticéides (cortisol no ser humano e corticosterona em
roedores) do cortex da adrenal para a circulacdo sistémica. Uma vez liberado, os
glicocorticéides agem nos tecido corporais para limitar as fungdes nao essenciais e
mobilizar energia para lidar com o fator estressante. Os glicocorticoides também
atuam em nivel cerebral, onde exercem influéncia inibitéria no nudcleo
paraventricular para inibir as atividades do eixo HHA (retroalimentagdo negativa)
(HERMAN; CULLINAN, 1997).

O processo de retroalimentacdo negativa do eixo HHA parece ser
fortemente dependente da integridade do hipocampo. O hipocampo expressa tanto
receptores de mineralocorticéides quanto de glicocorticéides, que sdo os principais
sitios de acdo dos glicocorticéides. Os receptores de mineralocorticoides
apresentam uma alta afinidade pelo cortisol e, portanto, séo ativados mesmo quando
0s niveis deste horménio estdo baixos. Em contrapartida, os receptores de
glicocorticoides apresentam uma baixa afinidade e séo ativados somente quando os
niveis de cortisol estédo relativamente elevados (DE KLOET et al., 1998).

Os receptores de glicocorticoides estdo intimamente envolvidos no
processo de retroalimentagao negativa do eixo HHA. Quando estes receptores estao

disponiveis em nivel alto, a inibicdo por retroalimentacdo do nucleo paraventricular é



34

aumentada, a atividade no eixo HHA é fortemente controlada. Contudo, quando
estes receptores estdo em nivel baixo, a inibicdo por retroalimentacéo é ineficiente e
o estimulo que provoca a resposta no eixo HHA permite um aumento, maior que o
normal, nos niveis de cortisol (DE KLOET, 1998).

O hipocampo é particularmente susceptivel aos efeitos danosos do
estresse prolongado, evidenciado pela diminuicdo da ramificacdo dendritica,
diminuicdo da neurogénese e diminuicdo da expressdo de RNAm do receptor de
glicocorticéides no hipocampo (FUCHS, 2007; PHAM et al., 2003). As implicacbes
funcionais deste dano nao estéo claras, mas presume-se que ele reduz o controle de
retroalimentacdo exercida pelo hipocampo sobre o eixo HHA, causando mais
aumento nos niveis de cortisol e, assim, danificando ainda mais o hipocampo (DE
KLOET et al., 1998).

Fundamentalmente, a ativagdo do eixo HHA em resposta a um fator de
estresse agudo é essencial para a sobrevivéncia. Sua intencdo primaria é preparar o
organismo para combater este fator de estresse e entdo restaurar a homeostase
corporal uma vez que o fator foi diminuido (DE KLOET et al., 1998). Contudo, a
ativagdo prolongada do eixo HHA, pode apresentar um sério risco a saude, podendo
levar a imunosupressao, inibicdo do crescimento, distarbios do sono, impedimento
da memoria, diminuicdo do comportamento sexual e disforia crénica (D"AMATO et
al., 2001; CONRAD et al., 1996; MCEWEN, 1998). Portanto, 0 mesmo horménio do
estresse que é vital para a sobrevivéncia do organismo durante o estresse agudo
pode também predispor o organismo a doenca se o periodo de estresse for
prolongado.

Inimeras linhas de pesquisa revelam uma estreita conexao entre a excessiva
ativacdo do eixo HHA e a depresséo. Por exemplo, cerca de metade dos pacientes
deprimidos apresentam hipercortisolemia e ritmicidade do cortisol interrompida, que
pode ser revertida pelo tratamento com antidepressivos (HOLSBOER, 2001). Além
disso, existem evidéncias do aumento dos niveis de CRF no fluido cerebroespinhal,
do aumento do cortisol livre na urina e da diminuicdo da supressao do cortisol
plasmatico apos a administracdo de dexametasona em pacientes deprimidos
(NESTLER et al., 2002).

Em pessoas saudaveis a administracdo de dexametasona suprime o
ACTH e a liberacdo de cortisol pela ligacdo aos receptores de glicocorticoides por

retroalimentacdo negativa. Em pacientes deprimidos, se a supressao do ACTH pela
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dexametasona esta diminuida, a normalizagdo ocorre durante um tratamento eficaz
com antidepressivos (HOLSBOER, 2001). Estudos mostraram que em pacientes
com a sindrome de Cushing, desordem marcada cronicamente pelos altos indices
de cortisol no plasma, frequentemente apresentam altos indices de depressao
(FAVA; FABBRI; SONINO, 2002) criando um forte argumento para a influéncia da
desregulacéo do sistema de estresse e o desenvolvimento do estado depressivo.
Portanto, se varias classes de drogas antidepressivas sdo capazes de agir em vias
neuroendocrinos para regularem a secrecdo de cortisol (PARIANTE et al., 2003;
PARIANTE; MILLER, 2001), entdo novas terapias antidepressivas que inibam a
secrecao de cortisol podem ser promissoras em ensaios clinicos (LAAKMANN et al.,
2004; SCHULE et al., 2009).

1.5 Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF)

A partir da observacdo da diminuicdo do volume do hipocampo e de
outras areas cerebrais de individuos depressivos, foi postulada uma hipétese para a
patogénese da depressao envolvendo as neurotrofinas, que séo fatores de
crescimento que também regulam a plasticidade no cérebro (KRISHNAN; NESTLER,
2008).

As neurotrofinas, ou fatores neurotréficos, sdo proteinas homodiméricas
reguladoras da neurogénese, crescimento, diferenciacdo e plasticidade neuronal,
morte celular e migracao, estando relacionadas ainda a inflamacao (DWIVEDI, 2009;
PALLAVI et al., 2013).

O BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro) € a neurotrofina mais
amplamente investigada e considerada a de maior importancia. E encontrado
amplamente no hipocampo, amigdala, neocértex e cerebelo e exerce suas funcdes
ligando-se principalmente ao receptor Trk (receptor cinase relacionado a
tropomiosina) do subtipo TrkB, ligando-se também, em menor proporgdo, ao
receptor p75 (LEVENTHAL et al., 1999; NUMAKAWA et al., 2010).

As neurotrofinas, em especial o BDNF, estdo relacionadas aos
importantes fendbmenos de neurogénese e sinaptogénese, e a alteracdo na sua
expressao e atividade (que pode ser decorrente de estresse, isquemia, convulsées,
etc.) tem sido relacionada a patogénese de doencas psiquidtricas e

neurodegenerativas, como depressao, doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson
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(CUNHA; BRAMBILLA; THOMAS, 2010; SHELINE, 2011; DESHMUKH; KNIERIM,
2012; BAl et al., 2014).

A hipotese neurotréfica da depressao postula que a exposicéo cronica ao
estresse resulta em diminuicdo da expressdo e atividade de BDNF, levando ao
prejuizo das funcdes de regifes limbicas, como emocdo e aprendizado (DUMAN;
MONTEGGIA, 2006). Estudos com modelos animais mostram que 0S
antidepressivos sdo capazes de reverter esse quadro, aumentando os niveis de
BDNF (SIUCIAK et al.,, 1997; SOUSA et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2015;
GAWALI et al., 2016).

A farmacoterapia com antidepressivos nem sempre é eficaz e apresenta
altos indices de resisténcia. Estudos tém demonstrado que a resisténcia ao
tratamento com o0s antidepressivos esta relacionada a um polimorfismo no gene
BDNF. Esse polimorfismo, que pode ser induzido pelo estresse, consiste na
substituicdo do aminoé&cido valina por metionina no cédon 66 do BDNF e mostrou
alterar a expressao e o processamento de BDNF, como representado na Figura 7
(EGAN et al., 2003; IBARGUEN-VARGAS et al., 2009; SANCHEZ et al., 2011;
HOSANG et al., 2014; EL-HAGE et al., 2015; JIANG et al., 2017).

Figura 7 Alteracdo na expressao de BDNF.
Fonte: Krishnan e Nestler (2008).
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1.6 Abordagens terapéuticas na depressao

Atualmente os antidepressivos disponiveis apesar de largamente prescritos
para depressdo e doencas relacionadas ao humor e ansiedade apresentam
significantes limitag@es incluindo um intervalo de tempo longo para inicio da resposta
terapéutica (semanas a meses) e baixos indices de resposta (apenas um terco
respondem ao primeiro medicamento e até dois tercos respondem a varios
farmacos) (TRIVEDI et al., 2006). Isto € particularmente problematico para uma
doenga associada a altos indices de suicidio, acometendo, aproximadamente, 15%
dos pacientes, especialmente os homens (FOUNTOULAKIS, 2010).

Esforcos significantes tém sido direcionados para a caracterizacdo da
neurobiologia da depressdo com a promessa de identificar novos alvos terapéuticos.
Os estudos sugerem novos possiveis alvos para a farmacoterapia da depresséo
como fatores neurotréficos, seus receptores e cascatas afinsde sinalizacao
intracelular; agentes que podem neutralizar osefeitos do estressesobre a
neurogéneseno hipocampo(incluindo antagonistasde corticosterdides, citocinas
inflamatdriase seus receptores) e agentes quefacilitam a ativacdoda expressao do
genee aumentama transcricdo de neurotrofinasno cérebro (SULLIVAN, NEALE;
KENDLER, 2000; DRZYZGA; MARCINOWSKA, OBUCHOWICZ, 2009).

Todos os farmacos utilizados atualmente para o tratamento da depressao
estdo relacionados de algum modo com o aumento da transmissdo monoaminérgica
em regides cerebrais. Os diferentes antidepressivos como os inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina, inibidores da MAO, triciclicos e atipicos tém eficacia
semelhante para a maioria dos pacientes deprimidos, variando em relacdo ao seu
perfil de efeitos colaterais e potencial de interacdo com outros medicamentos
(ANDERSON, 2000; SONG et al., 1993).

A resposta ao tratamento com antidepressivos ocorre entre 2 a 4 semanas
apos o inicio do uso, embora alguns pacientes respondam apenas em 6 semanas.
As estratégias utilizadas quando um paciente ndo responde ao tratamento com
medicamento antidepressivo consiste em aumento de dose, potencializacéo,
associacdo de antidepressivos, troca de antidepressivo, eletroconvulsoterapia e
associacdo com psicoterapia. Existem evidéncias limitadas sobre qual estratégia
seria a melhor alternativa quando ndo ha resposta a um tratamento inicial proposto

(FLECK et al.,, 2001). A eletroconvulsoterapia (ECT) é um dos tratamentos
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antidepressivos disponiveis mais eficazes. No entanto, ele ndo é utilizado como
tratamento inicial para depressao em fungéo de seus efeitos colaterais, necessidade
de anestesia geral e a estigma social (WEINER, 1995). Ainda segundo Moser,
Lobato e Abreu, 2005, A ECT é um método terapéutico eficaz e seguro, entretanto,
ainda nao totalmente reconhecido, descrito e aceito de forma uniforme em nosso
pais. No presente momento, registra-se renovado interesse por esse tratamento por
parte de muitos pesquisadores, constatado mediante consulta de recentes
periodicos psiquiatricos. Observa-se também interesse por um novo meétodo de
tratamento convulsivante, a estimulacdo magnética transcraniana, cuja eficicia
ainda nao foi plenamente confirmada.

Sobre a Estimulacdo magnética transcraniana (EMT) Aragjo et al, 2011
afirmaram que é uma técnica conhecida desde o comeco dos anos 90 e que tem
ganhado destaque devido a sua seguranca e possivel aplicabilidade para tratar
diversas patologias neuropsiquiatricas refratarias, tem sido largamente utilizada em
AVC, Dor, Doenca de Parkinson e Depressao.

Muitos tratamentos alternativos e coadjuvantes vem sendo implementados
como o tratamento de hipnoterapia que “modifica o padrdo de consciéncia, focando
sua atencgao por meio de uma inducdoou de uma autoinducéo concentrando a mente
e direcionando seus pensamentos e, com isso,intensificando a atividade cerebral”. A
Psicologia e a Acupuntura tem sido amplamente indicada para os pacientes
depressivos em conjunto com a terapia medicamentosa (LIPP, 2016; SILVA e
SALES, 2016).

Abordando o tratamento medicamentoso € importante salientar que o
planejamento de um tratamento antidepressivo envolve a fase aguda, de
continuacdo e de manutencdo, cada uma com objetivos especificos. O tratamento
da fase aguda inclui os 2 a 3 primeiros meses de tratamento e tem como objetivo a
diminuicdo dos sintomas depressivos (resposta) ou idealmente sua remissao
completa (remissdo). A continuagéo do tratamento corresponde aos 4 a 6 meses
gue seguem ao tratamento da fase aguda e tem como objetivo manter a melhora
obtida evitando recaidas dentro de um mesmo episoédio depressivo. Ao final dessa
fase, se 0 paciente permanece com a melhora obtida ap0s o tratamento da fase
aguda, é considerado recuperado do episodio indice. Ja a fase de manutencdo tem

por objetivo evitar que novos episddios ocorram (recorréncia) e é em geral por longo
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prazo. A terapia de manutencgdo, portanto, € recomendada para aqueles pacientes
com probabilidade de recorréncia (FLECK et al., 2003).

Um terco dos pacientes com episodio depressivo com remissao inicial recai
no primeiro ano. Os indices de recaida sdo estimados em 20% a 24% nos primeiros
2 meses, 28% a 44% aos 4 meses, 27% a 50% aos 6 meses e 37% a 54% aos 12
meses (FLECK et al., 2001).

Sendo assim, o entendimento da etiologia da depressao e a busca de novos
farmacos eficazes no tratamento desta doenca que diminua o tempo de laténcia
para o inicio do efeito terapéutico e que diminua os indices de recaida expressos
acima é de suma importancia para conseguirmos controlar esta doenca
heterogénea, cronica e incapacitante.

O tratamento geralmente através de medicamentos antidepressivos, tem
mostrado maiores beneficios quando associado com atividades fisicas e tratamentos
alternativos em casos de depressado associada ao estresse. Sobre a pratica regular
de atividades fisicas, ja se sabe a importancia que a mesma possui para a saude,
agora também a temos como aliada para qualidade de vida fisica e mental.
Segundoo Dr. Drauzio Varella citado por Silva e Salles (2016) “O exercicio fisico
diario feito por pelomenos trinta minutos, ajuda o corpo na produgcdo de ‘beta

endorfina’, liberando uma sensacao detranquilidade e bem estar.

1.7 Modelos Animais e a depresséao

A viabilidade dos estudos que investigam processos comportamentais ou
psicoldgicos alterados pela administracdo de drogas tornou-se possivel com a
utilizacdode percursos metodolégicos baseados em modelos animais.Entre estes
estdo os estudos que determinam quais drogas e que doses alteram a atividade
locomotora, o comportamento alimentar, sexual e a agressédo por exemplo. Outros
estudos dizem respeito ao entendimento dos substratos neurobiolégicos que
medeiam efeitos comportamentais especificos como no medo e na dor (LAPA et al.,
2008).

A interacdo das abordagens comportamentais ou psicolégicas com a
investigacdo neurobioldgica prové a base para o estudo sistematico das agdes de
drogas pertinentes aos seus efeitos clinicos em humanos. Neste estudo utilizamos

testes comportamentais em animais que predizem um possivel efeito das drogas
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relacionados a depressdo que é uma condicdo patolégica tipica dos seres
humanos.

Modelos experimentais em roedores mostraram que 0 estresse oxidativo
parece contribuir para a morte de células neuronais e gliais, elevacdo de oxidagao
proteica e lipidica no hipocampo. Geralmente existe um balanco entre a producéo de
radicais livres e a atividade de defesa dos sistemas antioxidantes, quando este
balanco esta alterado em favor da producdo de radicais livres, devido a deplecao
dos componentes do sistema de defesa antioxidante ou devido ao aumento da
geracao de radicais livres o estresse oxidativo ocorre e pode gerar reagdes em
cadeias, causando danos em em lipideos polinssaturados de membrana, proteinas e
DNA causando injaria neuronal (HALLIWELL, 2012; ZHAO et al., 2008).

As alteracdes biolégicas oxidativas estdo sendo reconhecidas como uma
rota critica para danos observados na depressdo induzida pelo estresse e que o
aumento do estresse oxidativo ocorre na depressao maior, evidenciado pela
diminuicdo das defesas antioxidantes plasmaticas em conjunto com o aumento de
peroxidacao lipidica (OZCAN et al., 2004. BERK, 2007).

Em animais ndo ha condicdo conhecida que corresponda a condi¢éo inata
da depressdo em seres humanos, mas varios procedimentos foram descritos que
produzem em animais estados comportamentais tipicos da depressdo humana como
a retirada da interacdo social, perda do apetite, atividade motora reduzida, estresse,
situacdes inescapaveis como relatado no trabalho original de Porsoltet al., 1987.
Neste estudo os autores relatam que o teste do nado forcado € um modelo animal
pré-clinico bem estabelecido e representa um evento de estresse agudo.

Desta forma esses achados incentivaram o estudo do potencial efeito
antioxidante do timol através da dosagem da atividade da enzima superoxido
dismutase, da atividade da catalase, dos niveis da glutationa reduzida, do contetdo
de nitrito, do indice de peroxidacdo lipidica nas areas cerebrais relacionadas a
depressdo como o cortex pré-frontal, o corpo estriado e 0 hipocampo e o0s niveis de

BDNF no hipocampo de animais submetidos ao estresse no teste do nado forgado.

1.8 Plantas medicinais e a depresséo

O tratamento de diversas enfermidades tem sido realizado por meio do uso de

plantas e vem sido explorado nos ultimos anos. Segundo Vasconcelos 2004, a
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populacdo usa as plantas medicinais de forma empirica através da sabedoria
popular, em contrapartida algumas formas de utilizacdo podem ser indevidas e o
tratamento correto acaba sendo prejudicado.

As duas principais vias de identificacdo de produtos naturais sdo o
conhecimento das préticas tradicionais (ou etnofarmacologia), e a triagem aleatoria
de plantas, sendo a primeira mais vantajosa por permitir o planejamento da pesquisa
de novos farmacos a partir do conhecimento empirico ja existente (YUNES;
CALIXTO, 2001).

A literatura mostra que medicamentos provenientes de substancias naturais
sdo capazes de tratar cerca de 80% das enfermidades humanas, possuindo efeitos
antibacterianos, anticoagulantes, antiparasitarias, imunossupressores dentre outras
(NEWMAN et al., 2003). Isso torna-se possivel gracas a presenca dos metabdlitos
secundarios, que possuem diversas fungbes nos vegetais, como defesa contra
predadores, protecdo contra raios ultravioleta, atracdo de polinizadores, entre outros
(PERES, 2003; SAKLANI; KUTTI, 2008). Essas substancias produzidas possuem
estruturas com a facilidade de ligar-se a enzimas e receptores em outros organismos
e interferir direta ou indiretamente com mecanismos inflamatorios, sendo capaz de
gerar efeitos farmacolégicos (LI; VEDERAS, 2009).

Desta forma, tem-se evidenciado um crescente aumento no estudo de plantas
preconizadas pela medicina popular para validar a sua utilizacdo como fitoterapico
seguro e eficaz. O emprego de técnicas modernas de farmacologia, biologia
molecular, modelagem molecular, quimica farmacéutica e toxicologia renovaram o
interesse na procura de novos medicamentos ou de protétipos de novos farmacos a
partir de produtos naturais (CALIXTO et al, 2000).

Dentre as técnicas utilizadas, destaca-se o método de Lipinski (ou regra dos
cinco) que pontua as principais propriedades fisicos-quimicas e estruturais para um
farmaco, avaliando a probabilidade de uma substancia ser um bom candidato a
farmaco por via oral; onde o autor correlaciona a baixa atividade farmacoldgica e a
baixa absor¢cdo quando: (i) ha mais de 5 centros doadores de ligacdo de hidrogénio;
(i) ha mais de 10 aceptores de hidrogénio, (iii) 0 peso molecular € maior que 500
unidades e o (iv) o Log de P € maior que 5 (LIPINSKI et al., 2001).

As plantas medicinais sao utilizadas como base para o desenvolvimento e
aprimoramento da terapéutica por fornecerem varias substancias quimicas que

compdem o0s medicamentos alopaticos (LEDA, 2011). A grande maioria dos
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medicamentos hoje disponiveis no mundo é ou foi originado de estudos
desenvolvidos a partir da cultura popular que fazem da rica biodiversidade brasileira
um vasto campo da pesquisa cientifica (ANVISA, 2011).

Historicamente as plantasmedicinais estdo associadas a sabedoria
popular e a cultura de povos antepassados que se utilizavam de uma medicina
caseira e empirica como forma curativa para quase todos os problemas de saude.
Ao longo dos anos as plantas medicinais tem se tornado um grande alvo para a
industria farmacéutica e institutos de pesquisa que desenvolvem estudos com
diversos farmacos. Isto é devido as plantas serem fontes importantes de produtos
naturais biologicamente ativos com diversas estruturas e propriedades fisico-
guimicas, onde muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um
grande numero de farmacos.

O wuso de algumas substancias naturais demonstraram efeitos
farmacoldgicos que foram posteriormente estudados e deram origem a importantes
farmacos que atualmente sao utilizados amplamente com indicacfes precisas, pois
passou-se a isolar as moléculas ativas e reproduzi-las em escala industrial.

O objetivo primordial na indicacdo do uso de fitoterapicos na medicina
humana nao é substituir medicamentos registrados e ja comercializados, mas sim
aumentar a opcgao terapéutica dos profissionais da saude ofertando medicamentos
equivalentes, também registrados, talvez mais baratos, com menos efeitos colaterais
e espectro de acdo mais adequados e com indicacdes terapéuticas complementares
as medicacdes existentes (MELO, 2006).

Neste contexto podemos relatar que a fitoterapia é a éarea do
conhecimento que busca a cura das doencas através das plantas medicinais e
apesar de seu uso ter uma propagacdo associada ao conhecimento popular
empirico, paulatinamente vem sendo reconhecido e incorporado ao saber cientifico
(DANTAS, 2006).

A Organizacdo Mundial da Saude reconheceu oficialmente o uso de
fitoterapicos em 1978. No Brasil, a politica de plantas medicinais e fitoterapicos
remonta de 1981 por meio da Portaria n. © 212, de 11 de setembro, do Ministério da
Saude que define o estudo das plantas medicinais como uma das prioridades de
investigacédo clinica e foi em 1982 que o Ministério da Saude langcou o Programa de
Pesquisa de Plantas Medicinais para obter o desenvolvimento de uma terapéutica

alternativa e complementar, com embasamento cientifico, pelo estabelecimento de
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medicamentos fitoterdpicos, com base no real valor farmacolégico de preparacdes
de uso popular, a base de plantas medicinais (ANVISA, 2011).

As plantas medicinais constituem uma fonte renovavel de onde podem ser
obtidos novos e eficazes medicamentos. A indicacédo de plantas medicinais aumenta
a opcao terapéutica, ofertando medicamentos equivalentes, e talvez com indicagdes
terapéuticas complementares as medicagOes existentes sem substituir 0s
medicamentos ja comercializados e registrados (SIMOES et al, 1999; MAIOLI-
AZEVEDO; FONSECA-KRUEL, 2007).

O desenvolvimento de novos medicamentos pode se apoiar no uso
tradicional de alguma espécie medicinal, sendo hoje reconhecida como uma
importante area de pesquisa: a etnofarmacologia(LEDA, 2011).Cujos trabalhos
mostram que um ndmero muito maior de espécies vegetais vem sendo utilizado e
que muitos estudos devem ser feitos no sentido de validar o uso dessas espécies,
identificando seus componentes ativos e seus mecanismos de acao.

Em nosso laboratorio diversos estudos vem sendo desenvolvidos com
produtos naturais e a investigacdo das suas acdes no SNC. Podemos citar 0s
estudos com a Riparina | que apresentou efeitos Anticonvulsivante (MONTEIRO et
al., 2005), Antidepressiva, Ansiolitica (SOUSA et al., 2005), a Riparina Il apresentou
efeitos Anticonvulsivante (LEITE et al., 2006), Antidepressivo (TEIXEIRA et al.,
2013), Ansiolitico (SOUSA et al., 2007), Antidepressivo e 0 aumento dos niveis de
BDNF (VASCONCELOS, 2015), com a Riparina Il que mostrou efeitos:
Antidepressivo (SOUSA et al., 2004; MELO et al.,, 2013; VASCONCELOS et al.,
2015), Ansiolitico (MELO et al., 2006; SOUSA et al., 2004). Acetato de citronelila
apresentou atividade antidepressiva (SANTOS, 2014), Carvacrol apresentou
atividade ansiolitica (2009) e antidepressiva (2010); Timol apresentou nos testes

comportamentais atividade ansiolitica e antidepressiva (FERNANDES 2012).

1.8.1 Timol

Vérias substancias extraidas de produtos naturais possuem atividades
farmacoldgicas. Os monoterpenos, presentes nos 6leos essenciais, sdo em parte
responsaveis por essas atividades, podendo as mesmas serem analgésicas
(AMARAL et al.,, 2007), anticonvulsivantes (ALMEIDA et al., 2003), ansioliticas
(SILVA et al., 2007), entre outras.
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A Lippia sidoides é uma planta da familia Verbenaceae que pode ser
encontrada do Nordeste do Brasil, principalmente nos estados do Ceard e Rio
Grande do Norte, popularmente conhecida como alecrim pimenta que contém em
sua composicdo um o6leo essencial rico em Timol e Carvacrol (NUNES, 2005).0s
resultados de sua analise fitoquimica registram elevado teor de 6leo essencial cujo
componente ativo principal € o timol, substancia de alto poder antiséptico contra
fungos e bactérias com forte acdo moluscicida e larvicida, utii no combate ao
caramujo vetor de esquistossomose e do mosquito da dengue, Aedes aegypti.

Dentre seus componentes quimicos fixos foram identificados também
flavonoides que certamente contribuem para a sua atividade biolédgica, inclusive
contra células leucémicas de origem humana in vitro (MATOS, 2007).

E uma planta muito usada pela medicina popular devidoacdo anti-
séptica,antimicrobiana e antifingica (RADUNZ, 2001).Os resultados obtidos no
estudo de Silva et al. (2010) mostram que o extrato da Lippia sidoides possui
potencial antimicrobiano contra Staphylococcus aureus, possuindo também atividade
citotéxica (COSTA et al.,, 2001). Segundo Matos, 2007, o Timol possui atividade
antimicrobiana contra bactérias e fungos e é capaz de inibir a peroxidacdo dos
lipossomos fosfolipidicos, sendo um potente antioxidante.

O timol € um monoterpeno extraido do 6leo essencial de diversas plantas
aromaticas como Saturejae montana ,Saturejae parvifolia (MASTELIC et al.,2008), sendo
o componente principal do Oleo essencial do alecrim-pimenta (Lippia sidoides),
constituindo aproximadamente 48% da sua composicdo (SOUSA et al., 2002).

Pesquisas experimentais demonstraram que diversos monoterpenos
extraidos de Oleos essenciais possuem atividade no Sistema Nervoso Central
(SILVA et al., 2007). O isopulegol, por exemplo € um monoterpeno intermediario na
preparacao de (-)-mentol e que esta presente em 6leos essenciais de varias plantas,
que demonstrou efeitos antidepressivos e ansioliticos em modelos animais de
depressdo e ansiedade (SILVA et al., 2007). Carvacrol € outro exemplo de
monoterpeno que € isdmero do Timol (Figura 8) que apresentou efeito ansiolitico
(MELO et al., 2009), antidrepressivo (MELO et al., 2010) e ainda antinociceptivo em
modelos animais através de varios testes entre eles o da nocicepcdo (MELO et al.,
2012).

O timol é uma substancia cristalina e acredita-se que foi descoberto por

Caspar Neumann em 1719. O produto quimico foi sintetizado na forma pura em
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1842 por M. Von Lallemand, que usou a analise quimica elementar para caracteriza-
lo, determinando a proporgcdo correta de carbono, hidrogénio e oxigénio que
compdem a molécula de timol. Friedlieb Ferdinand Runge também estudou a
quimica da substancia. Alain Thozet e M. Perrin publicaram pela primeira vez a
andlise da estrutura de cristal com a determinacdo exata dos &tomos estruturais
(DORMAN; DEANS, 2000).

Devido a sua estrutura fendlica, Timol demonstrou atividade
antibacteriana contra cepas de bactérias, incluindo Aeromoans hydrophila e
Staphylococcus aureus (DORMAN; DEANS, 2000). Esta atividade antibacteriana &
causada por inibir o crescimento da producdo de lactato, e diminuindo a absorcao
de glicose celular (EVANS, 2000).

O timol tem sido utilizado em solucbes de alcool e em pd para o
tratamento de infeccbes micéticas, e foi usado nos Estados Unidos para o
tratamento de infec¢des por parasitas € também utilizado como um conservante em
halotano, um anestésico, e como um antisséptico em bochechos. Quando utilizado
para reduzir a placa e gengivite, timol apresentou mais eficacia quando usado em
combinacdo com clorexidina do que quando usado puramente por si so. timol é
também o ingrediente ativo anti-séptico, em alguns cremes dentais, tais como
Euthymol (FILOCHE; SOMA,; SISSONS, 2005).

A atividade antifungica justifica-se e € evidenciada pelo fato de que o timol
é lipofilico, permitindo-lhe interagir com a membrana celular de células de fungos,
alterando a permeabilidade da membrana da célula permitindo a perda de
macromoléculas (KLARIC et al., 2007).

O Timol (Ac. Timico, isopropilmetacresol), um isémero do Carvacrol,
possui caracteristicas similares a um fenol, com odor aromatico e gosto picante.
Ambos, apresentam-se como cristais incolores grandes ou po cristalino branco com
aroma irritante. Também chamado de 2-isopropil-5-metil-fenol, o timol € um terpeno
de formula quimica C10H14O(GUILLEN et al., 2007; KHANNA et al., 1988)

Trata-se de uma substancia encontrada no orégano e no tomilho.
Amplamente usado como controlador de larvas e fungos, assim como flavorizante
em cigarros e em pequena escala, em alguns alimentos. Os compostos com
estruturas fendlicas tais como timol, possuem alta atividade in vitro contra bactérias
Gram negativas e Gram positivas (DORMAN; DEANS, 2000).
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Os estudos de Botelho et al., (2007) demonstraram que o timol inibiu
crescimento de patdgenos orais como Streptococcus mutans e Candida
albicans.Timol e carvacrol, seu isémero, inibiram o crescimento de biofilmes pré-
formados de Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis (NOSTRO et al.,
2007), apresentaram efeito antioxidante sobre hexanos (LEE et al., 2005) e efeito
relaxante sobre o musculo liso da aorta (PEIXOTO- NEVES et al., 2010).

Carvacrol e Timol inibem a peroxidacédo de lipossomos fosfolipidicos. Os
fendlicos volateis séo eficazes na atividade antimicrobiana (bactérias e fungos) e
antimicotica, sdo conservantes naturais de alimentos e possuem alta atividade
antioxidante que foi comprovada mais eficaz do que varios antioxidantes sintéticos
como BHA e BHT (MILOS et al., 2000; TEISSEDRE; WATERHOUSE, 2000;
MASTELIC et al., 2008).

O timol é o segundo constituinte mais abundante (25,16%) no Oleo
essencial de Satureja thymbra o qual apresentou atividades, bactericida, fungicida,
bacteriostatica e fungistatica (GIWELI et al., 2012). Verificou-se a atividade repelente
do timol, mentol, acido salicilico e salicilato de metila sobre larvas de Boophilus
microplus (NOVELINO et al., 2007).

Begrow et al., (2010) relataram que o timol e carvacrol sdo responsaveis
pelo feito antiespasmaodico do extrato da planta Thymus vulgaris em ileo e traqueia.
Enquanto Jukic et al., (2007) relataram atividade inibitoria do timol e derivados,
timoqguinona e timohidroquinona, sobre a atividade da acetilcolinesterase.

Timol e carvacrol aliviaram o0s danos cognitivos causados por niveis
aumentados de beta-amiléide ou hipofuncdo colinérgica em ratos. Atividades
anticolinesterase, antioxidante, e anti-inflamatéria podem ser os mecanismos que
contribuem para tais efeitos benéficos (AZIZI et al., 2012).

Segundo Veras et al.,, (2012), o Oleo essencial e seu constituinte
majoritario, timol, influenciam a atividade de aminoglicésideos e podem ser utilizados
como adjuvantes na terapia antibiética contra bactérias patogénicas do trato
respiratorio. Timol apresentou efeito antiinflamatério tépico em edema de orelha de
rato.

Diversos monoterpenos extraidos de 6leos essenciais possuem atividade
no sistema nervoso central (SILVA et al., 2007). Sabe-se também que o carvacrol e
o timol sdo isémeros estruturais, diferenciando-se apenas na posi¢cdo do grupo

hidroxila no anel aromatico. Carvacrol e Timol demonstraram resultados satisfatorios
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em modelos experimentais de ansiedade e depressao (MELO, 2009; MELO, 2010;
FERNANDES 2012).

OH

OH

TIMOL CARVACROL

Figura 8: Estrutura quimica do Timol e Carvacrol
Fonte: http://www.scielo.br/scielo.php

1.8.2 Timol e suas acdes no Sistema Nervoso Central

O estudo dos efeitos da administracdo aguda de timol nas doses de 25 e 50
mg/Kg em modelos comportamentais de ansiedade, depressao, atividade
locomotora, sedacao e convulséo levou a varias consideracdes frutos da dissertacéao
de mestrado de Fernandes, 2012, cujos outros experimentos mais aprofundados
foram realizados sequencialmente e os seus resultados serdo descritos nesta tese
nos proximos capitulos.

Em resumo estes foram os experimentos realizados e 0s seus respectivos
resultados:

No teste do campo aberto, timol nas doses de 25 e 50 mg/Kg nédo alterou a
atividade locomotora espontanea dos animais. As doses de 25 e 50 mg/Kg
diminuiram o numero do grooming. O comportamento de grooming pode estar
associado com a estimulacdo de receptores dopaminérgicos, o que sugere que 0
Timol possa agir nestes receptores, entretanto, estudos de binding devem ser
posteriormente executados para confirmar esta hipétese

No teste do Labirinto em Cruz Elevado, Timol nas duas doses estudadas
aumentou todos os parametros analisados, sugerindo uma possivel acao ansiolitica.
O mecanismo de acdo ansiolitico do timol parece estar relacionado com o
receptor GABA A benzodiazepinico pois no teste do LCE a acado ansiolitica do timol
foi revertida pelo flumazenil um ja conhecido antagonista deste receptor. Este
resultado sugere que o efeito ansiolitico provavelmente esta relacionado com o

sistema GABAérgico.
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No teste do rota rod, a coordenacdo motora dos animais ndo foi alterada,

sugerindo que o timol nas doses estudadas n&do apresenta efeito miorrelaxante.
No teste do tempo de sono induzido por pentobarbital, timol nas duas doses
estudadas nado alterou a laténcia do sono, porém aumentou o tempo de sono
somente na dose de 50mg/Kg, indicando um efeito parcial que deve ser
posteriormente esclarecido, visto a ndo especificidade deste teste.

No teste de convulsdo induzida por pentilenotetrazol o timol aumentou a
laténcia da convulsdo mas néo alterou a laténcia de morte, nem protegeu da morte.

Nos testes do nado for¢cado e suspensao da cauda, timol em ambas as doses
apresentaram um efeito antidepressivo. Esse efeito foi confirmado pelo resultado do
teste do campo aberto, descartando-se hiperatividade.

Os mecanismos envolvidos no efeito antidepressivo do timol foi analisado no
teste do nado forcado através da administracdo dos antagonistas especificos. Seu
efeito foi revertido pelo pré-tratamento dos animais com PCPA (um inibidor da
sintese de serotonina).

Prazosina e loimbina (antagonistas dos receptores adrenérgicos), SCH23390
e Sulpirida (antagonistas dos receptores dopaminérgicos). Estes resultados sugerem
que timol apresenta efeito antidepressivo associado aos sistemas serotonérgico,
noradrenérgico e dopaminérgico.

Através dos testes realizados, pode-se sugerir que o timol possui atividade
ansiolitica, relacionado com o sistema gabaérgico. E apresentou efeitos
antidepressivos relacionado com o0s sistemas noradrenérgico, dopaminérgico e
serotonérgico.

A administracdo de Timol em camundongos parece desencadear efeitos
centrais, do tipo ansiolitico e antidepresssivo, em animais expostos a modelos de
estresse agudo. O potencial efeito ansiolitico foi observado em modelos animais de
ansiedade como o labirinto em cruz elevado e a acéo antidepressiva foi verificada
nos testes de nado forcado e de suspensdo da cauda em modelos agudos de
depressdo. Além dessas a¢bes, no mesmo estudo observou-se um possivel efeito
sedativo-hipnotico com aumento da laténcia do sono.

Dentre as acbes observados, o efeito antidepressivo do timol foi melhor
analisado. Com o intuito de se delinear o mecanismo de acdo da substancia,
utilizou-se antagonistas farmacoldgicos especificos, e foi observado que o efeito

antidepressivo da timol no teste do nado forcado parece ser mediado, pelo menos
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em parte, por alguns receptores dos sistemas noradrenérgico, serotonérgico e
dopaminérgico indicando, junto com os demais resultados, que os estudos com o
Timol podem ser bastante promissores. Vale ressaltar que, os efeitos
comportamentais observados sdo desprovidos de qualquer alteracdo motora, o que

eliminou fortemente os vieses.

2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A depressdao é uma séria condicdo médica que apresenta uma profunda
preocupacdo para a saude publica uma vez que é uma doenca cronica e
incapacitante e afeta cerca de 17% da populacdo mundial, 11,5 milhdes de casos
foram registrados no Brasil (OMS, 2017).

O desenvolvimento da depressao pode estar relacionado a uma combinacao de
diversos fatores, entender os efeitos, 0s possiveis engatilhadores e os tratamentos
da doenca é essencial para promover o bem estar dos individuos afetados. E neste
sentido que diversos estudos estdo sendo realizados para uma melhor elucidacédoda
etiologia da depressdo e do desenvolvimento de farmacos mais eficazes, com
diminuicdo da laténcia do efeito terapéutico e das recaidas, menos efeitos
indesejaveis, mais baratos e mais seguros.

O uso de produtos provenientes da natureza como matéria-prima para sintese
de substancias bioativas, especialmente farmacos, vem sendo citados ao longo do
tempo. E de interesse dos pesquisadores, estudarem substancias isoladas de
plantas, por apresentarem grande potencial nho mercado. A obtencdo de novos
farmacos, adjuvantes ou medicamentos fitoterpicos, mais eficazes e seguros séo
de fundamental importancia e para isto é relevante que haja estudos pre-clinicos de
screening de novas drogas com potencial terapéutico.

O Timol é um monoterpeno isolado do 6leo essencial de muitas plantas e tem
0 seu efeito descrito por exemplo como agente antimicrobiano e antinflamatorio,
porém seus efeitos no SNC ainda ndo foram completamente elucidados.

Considerando a importancia de estudos pré-clinicos em busca de novas terapias
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para 0s transtornos mentais, foi proposto no presente trabalho, investigar as
possiveis mecanismos de acao central do Timol em camundongos considerando que
os estudos prévios revelaram propriedades centrais em modelos experimentais
relacionados a depressédo, ansiedade e convulsao.

Ressaltando que a avaliagdo da toxicidade de uma substancia também torna-
se relevante para darmos continuidade as pesquisas, propomos também avaliar a
seguranca pré clinica do timol.

Resultados positivos da acéo central do timol poderdo posteriormente serem
a base para a realizacdo de estudos clinicos em seres humanos e quem sabe
futuramente a implementacédo deste farmaco de origem natural para tratamento de

desordens neurocomportamentais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a toxicidade pré-clinica e os possiveis mecanismos de acdo central
do timol em camundongos enfatizando a avaliagdo neuroquimica e a participacao

do estresse oxidativo.

3.2 Especificos

e Avaliar a toxicidade pré-clinica do Timol com a administracdo aguda e
subcrénica através de doses repetidasem camundongos.

e Andlise da atividade antidepressiva através do teste do nado forcado, o
envolvimento com o sistema serotonérgico e seus receptores 5HTI,
5HT2A/2C, 5HT3.

e Determinar os niveis de monoaminas (dopamina, noradrenalina, serotonina e
seus respectivos metabdlitos) em cortex pré-frontal, hipocampo e corpo
estriado de camundongos através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC);

e Avaliar as alteracfes nos sistemas antioxidantes superoxido dismutase (SOD)
e catalase em cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado dos animais
submetidos aos estresse induzido pelo nado forcado e os efeitos do timol
sobre estes sistemas;

e Determinar o indice de peroxidacao lipidica MDA, a concentracdo de
glutationa reduzida (GSH) e a producdo de nitrito e nitrato no cortex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado; nos animais submetidos ao estresse
induzido pelo nado forgado e os efeitos do timol sobre estes sistemas;

e Investigar o efeito do timol sobre os niveis de BDNF no hipocampo

camundongos submetidos ao estresse pelo teste do nado forgado.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.10leo Essencial

O O6leo essencial de timol(5-methyl-2-isopropylphenol) formula quimica:
C10H140, foi utilizado nos experimentos deste estudo com, em forma de poé
cristalizado produzido pela empresa Sigma-Aldrich.

4.2 Drogas e Reagentes

Quadro 1- Principais drogas e reagentes utilizados no estudo.

Drogas/ Reagentes Origem

Agua Destilada Deionizador
Alcool Etilico P. A. Quimex, Brasil
Imipramina Geigy
Fluoxetina Geigy
Ondansetron Sigma-Aldrich.
Ritanserina Sigma-Aldrich.
NAN-190 Sigma-Aldrich.
Timol Sigma-Aldrich.
Tween 80 Sigma-Aldrich.




4.3 Equipamentos

Quadro 2- Equipamentos
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Equipamentos

Modelo/Origem

Agitador de tubos

Modelo 251, FANEN. SP-Brasil

Balanca analitica

Modelo H5, Mettler, Suica

Balanca para animais

Filizola, Brasil

Banho Maria

Modelo 102/1, FANEN. SP-Brasil

Bomba para HPLC

LC-10AD Shimadzu Corp, Japan

Centrifuga refrigerada (eppendorf)

Marathon 26 KMR, Fisher Scientific

Crondbmetro

Incoterm, Brasil

Cubetas

Sarstedt, Alemanha

Degaseificador

DGU-2 Shimadzu Corp, Japan

Detector eletroquimico

L-ECD-6 Shimadzu Corp, Japan

Equipamento de Milipore (filtracao)

Milipore Apparatus, Bedford, MA USA

Espectrofotdmetro

Beckman DU 640B, Fullerton,CA USA

Estufa de secagem e esterilizacéo

Modelo 315 SE FANEN, Brasil

Filtros de fibra de vidro

GF/B Whatman, Maidstone, England

Freezer a -70%

ULT 2586-3D14, Revco

Homogeinezador

Asheville, NC USA

Recipiente do Nado Forcado

Fabricado pelo laboratério

Sonicador

PT 10-35 Brinkmann

Pipetas autométicas

H. E., Dinamarca

Vidrarias

Pirex, Brasil

4.4 Animais

Os animais utilizados nos experimentos foram Camundongos albinos da

espéecie Mus musculus e da variedade Swiss, adultos, do sexo masculino, pesando

aproximadamente 25 a 30g, provenientes do Biotério Central da Universidade

Federal do Ceara, onde os mesmos foram mantidos em caixas platicas, com
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controle de temperatura (23 + 1°C), com ciclo claro/escuro de 12h e livre acesso a
comida e agua.

Este estudo foi previamente submetido ao Comité de Etica em Pesquisas
Animais (CEPA) da Universidade Federal do Ceara (UFC) eaprovado com protocolo
de nimero59/2014.

4.5 Preparo da droga e vias de administracao

O Timol foi dissolvidoem 2% de Tween 80 e diluido em agua destilada,
obtendo a concentragéo final de 2,5 mg/mL e 5,0 mg/mL, que correspondem as
doses de 25mg/kg e 50mg/Kg respectivamente. Ambas as doses foram
administradas por via oral (v.0.). Os grupos controle receberam veiculo (agua
destilada emulsificada com 2% de Tween 80).

As demais drogas utilizadas nos experimentos tais como Imipramina (10
mg/Kg), Fluoxetina (35 mg/Kg), NAN-190 (0,5 mg/Kg), Ondansetron (0,1 mg/Kg)
foram dissolvidas e diluidas diretamente em agua destilada, com excecdo da
Ritanserina (4 mg/Kg) que foi dissolvida em DMSO, foramadministradas por via
intraperitoneal. O volume total de solugcdo administrada nos animais foi de 10mL/Kg.

4.6 Tratamento dos grupos experimentais

Os animais foram tratados com Timol, de forma aguda, nas doses de
25mg/kg e 50mg/Kg. Os testes foram realizados ap6s 30 minutos dos tratamentos
administrados por via intraperitoneal ou 60 minutos apds o tratamento por via oral.
As alteracbes comportamentais com relacdo ao tempo de imobilidade, foram
avaliadas utilizando o teste do “nado forgado”, para a investigagdo do envolvimento
do sistema serotonérgico e para inducao do estresse agudo através do desespero
comportamental induzido por este teste para a investigacdo neuroquimica e

participacéo do estresse oxidativo.
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4.7 Protocolo Experimental

Os experimentos foram realizados durante o dia em dias distintos, onde
diferentes grupos de animais foram observados em um ambiente fechado, silencioso

e a temperatura constante de aproximadamente (24 + 1°C).

4.7.1 Ensaios de Toxicidade

4.7.1.1 Ensaios de Toxicidade Oral Aguda

A toxicidade oral aguda foi realizada pela inexisténcia prévia destes dados na
literatura através de um protocolo. Foi seguido as recomendacdes estabelecidas no
guia OECD 423/2001. As doses recomendadas pelo protocolo sédo de 5mg, 50mg,
300mg e 2000mg (Figura 9).Foi elegida a dose de 2000 mg/kg pois as demais doses
ja tinham sido estudadas com diferentes finalidades e ndo foram relatados sinais de
toxicidade.

A avaliacédo da toxicidade aguda do timol foi iniciada com a formagéo de 2
grupos experimentais contendo 3 animais cada (n=3), sendo camundongos swiss
adultos, machos (20-30g). No primeiro grupo foi administrado oralmente agua
destilada e tween 80 (grupo controle/veiculo), o outro grupo foi tratado com a dose
oral de timol 2000mg/kg.

A observacao dos animais apés a administracdo da dose foi realizada por 6
horas no primeiro dia e 30 minutos por dia até 14 dias apés a administracdo. O
protocolo também recomenda de no caso de algum animal em estado moribundo e
apresentando sinais permanentes de angustia devem ser sacrificados sem dor. Na
ocasido de morte de 1 ou mais animais o experimento devera ser repetido.

Apés a administracéo oral das doses os animais permaneceram 2 horas em
jejum. As observacgdes recomendadas sao com relacéo a alteragdes na pele e pelos,
olhos e mucosas, aparelho respiratorio, circulatério, autbnomo e SNC, tremores,
convulsdes, aspecto e frequéncia das fezes, salivacao, letargia e sonoléncia.O peso
dos animais foi medido antes do inicio das administracbese no 14° dia da

observacdo dos animais.
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No 14°. dia todos os animais foram sacrificados, os 6rgaos foram removidos
por técnicas cirdrgicas adequadas, sendo estes o cérebro, o figado e os rins para
analise macroscopica, preparo das laminas e posteriormente a analise microscopica.
Os orgaos inteiros forma analisados com relacéo ao tamanho, coloracdo e aspecto e
apos isso foram mergulhados no formol por 24horas, lavados com soro fisiologico e
mergulhados em a&lcool 70% por mais 24horas, para entdo serem realizados o0s
cortes.

Os fragmentos foram colocados em recipientes do tipo K7, identificados e
armazenados em frascos contendo alcool a 70%. As laminas foram confeccionadas

em cortes de parafina pelo método Hematoxilina-eosina (HE).

ANNEX Id: TEST PROCEDURE WITH A STARTING DOSE OF 2000 MG/KG BODY WEIGHT
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4.7.2 Avaliacao da toxicidade oral de doses repetidas por 28 dias

Para a avaliacao da toxicidade oral de doses repetidas foram utilizados 20
camundongos Swiss (20-30g), distribuidos em 2 grupos de 10 animais cada:
controle (tratado com veiculo) e Timol. Os grupos receberam diariamente durante 28
por via oral, veiculo e Timol (500 mg/kg; v.0.). Os pesos dos animais foram medidos
semanalmente bem como observados quanto ao aparecimento de sinais toxicos e
letais.Os procedimentos foram baseados no guia OECD 407/2008 para Estudo de

Toxicidade Oral com Dose repetida de 28 dias em roedores.

Ao final dos 28 dias de tratamento, os animais foram submetidos a uma
coleta de sangue pelo plexo orbital. Em seguida, foram sacrificados e alguns érgaos
retirados (cérebro, rim, coracdo e figado) e fixados em formol a 10% para serem

analisados.

Com a amostra de sangue retirada foram avaliados parametros
hematologicos como: numero de eritrcitos, hemoglobina, hematécrito, volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular médio (HCM), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), numero de plaquetas, numero de
leucocitos e numero de linfocitos. Também foi determinado alguns parametros
bioquimicos como ureia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST) e alanina

aminotransferase (ALT).
4.7.2.1 Procedimentos analiticos

Todas as andlises hematoldgicas e bioquimicas foram realizadas no
laboratorio de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas do Departamento de Analises
Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem da
UFC, com a parceria da Profa. Dra. Maria Goretti Rodrigues de Queiroz.

4.7.2.2 Analise dos parametros hematol6gicos

Para a determinacdo dos parametros hematoldégicos numero de

eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, volume corpuscular meédio (VCM),
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hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), nimero de plaquetas, numero de leucécitos e numero de linfécitos
utilizou-se sangue total coletado em tubos contendo EDTA como anticoagulante.

Os valores absolutos das variaveis acima mencionadas foram obtidos
através do aparelho semi-automético Symex KX-21N Roche®, cuja metodologia
baseia-se no principio da impedéancia e espectrofotometria. Previamente a insercao

da amostra no analisador, o sangue era cuidadosamente homogeneizado.

4.7.2.3 Analise dos parametros bioguimicos

Para a determinacdo da ureia, creatinina, AST e ALT, a coleta de sangue foi
realizada em tubos contendo heparina sodica. Apdés meia hora da coleta, as
amostras foram centrifugadas a 3500 rpm durante 15 minutos e o plasma retirado.
As quantificagbes foram realizadas através de kit's colorimétricos da Labtest® e
Bioclin®.
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4.8 Testes comportamentais

4.8.1 Avaliacao da Atividade Antidepressiva

4.8.1.1 Teste do Nado Forgado

O experimento consiste numa exposi¢cdo a um tanque de agua (22 cm de
diametro e 40 cm de altura) por 5 minutos. Deve-se colocar agua fresca a 25°C até a
metade do tanque, cerca de 20cm. Seguindo a metodologia original descrita em
1978 por Porsolt et al. Imipramina 10 mg/kg (i.p.) foi utilizada como droga-padréo, a
fim de verificar a confiabilidade do teste. Este teste também foi utilizado para
investigar os efeitos do Timol sobre o0 sistema serotonérgico e envolvimento de seus

receptores na depresséao.

Quadro 3. Teste do nado forcado em camundongos

5 min

2o

4

apés 30 min (i.p.)/

60 min (v.0.)
v
|| y

Timol 25 e 50mg/kg (v.0.),
Veiculo (v.0.),

Imipramina 10mg/kg (i.p.) Tempo de imobilidade (s)

Fonte: Elaborado pela autora da pesquisa.
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4.8.1.2 Avaliacédo da participacdo do sistema serotonérgico

Foram formados grupos distintos para a avaliacdo do envolvimento dos
receptores serotonérgicos. Os animais foram pré-tratados com NAN-190 (0,5 mg/kg
I.p.) um antagonista do receptor SHT1A, Ritanserina (4mg/kg i.p.) um antagonista do
receptor SHT2A2C, ou Ondansetron (0,1 mg/kg i.p.) um antagonista do receptor
5HT3, 30 minutos antes da administracéao do Timol (50 mg/kg v.0.) ou Fluoxetina (35
mg/kg i.p.). Apos 60 minutos administracdo do Timol, veiculo ou Fluoxetina, os
animais foramsubmetidos ao nado forgado onde o tempo de imobilidade foi avaliado

durante 5 minutos.

Quadro 4: Avaliac&o do envolvimento do sistema serotonérgico.

T — -
é‘ ‘ N 5 min

apods 30 min (i.p.)/

l 60 min (v.0.)
-

Timol 50mg/kg (v.0.) /";
Veiculo (v.0.)

Fluoxetina 35mg/kg (i.p.)
NAN-190 0,5 mg/kg (i.p.)
Ritanserina 4 mg/kg (i.p.)
Ondansetron 0,1 mg/kg (i.p.) Tempo de imobilidade (s)

Fonte: Elaborado pela autora da pesquisa.
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Protocolo dos Experimentos Neuroquimicos

ApoOs a inducéo do estresse através do teste do nado for¢cado, os animais
foram sacrificados por decapitacdo, dissecados imediatamente apds a morte, e 0s
cérebros rapidamente removidos, colocados sobre papel aluminio em uma placa de
Petri com gelo. O hipocampo, corpo estriado e cortex pré-frontal foram retirados e
armazenados em eppendorfs devidamente identificados, pesados e conservados no
freezer a -70°C para uso posterior no preparo de homogenatos cerebrais, conforme a

analise determinada.

4.9 Determinacdo da Concentracdo das Monoaminas

As monoaminas, compostos que possuem apenas um grupamento amina,
compreendem a noradrenalina (NA), dopamina (DA) e a serotonina (5-HT). Os &cido
diidrofenil acético (DOPAC) e &cido homovalinico (HVA) sdo metabdlitos da
dopamina, ja o acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) é derivado da serotonina.

A andlise de monoaminas e seus metabdlitos no coértex pré-frontal,
hipocampo e corpo estriado foi realizada através da utilizacdo de HPLC (High
Performance Liquid Chromatograph) com deteccdo eletroquimica. O equipamento
consiste em um detector eletroquimico com eletrodo de carbono vitreado, bomba e
injetor. Para a analise de monoaminas, foi utilizada uma coluna Shimadzu CLC-ODS
(M). A fase movel foi preparada com &cido citrico (0.163 M), em um pH 3.0 contendo
0.02 mM EDTA, com 0.69 mM de acido octanesulfénico sédio (SOS), como parte de
reagentes iénicos, 4 % v/v acetonitrila e 1,7% v/v tetrahidrofurane. NE, DA, DOPAC,
5-HT, 5-HIAA e HVA foram eletronicamente detectados usando um detector
amperométrico (Modelo L-ECD-6A; Shimadzu Corp., Japan) por oxidacdo do eletrodo
de vidro de carbono de 0.85 V relativo para um eletrodo de referéncias Ag-AgCl. Os
cromatogramas foram registrados e quantificados por um integrador. A quantidade
dos neurotransmissores e seus metabolitos foram calculados por comparacdo da

altura dos picos com a média dos padrdes.
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Quadro 5: Esquema da analise das monoaminas e seus metabodlitos em corpo
estriado dos animais submetidos ao teste do nado forgado.

Homogemtos 10%

Sonicados
Em HCLO4

--

sobrenadante HPLC

Fonte: Elaborado pela autora da pesquisa.
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Avaliacao do estresse oxidativo

4.10 Determinacao da Atividade dos Sistemas Antioxidantes

4.10.1 Método da Determinacéo da Atividade da Superdxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi medida de acordo com o estudo original de Sun,
Larry e Ying (1988). A quantidade da enzima foi avaliada medindo-se sua capacidade
de inibir a reducdo fotoquimica do azul de nitro-tetrazolio (NBT). Nesse método a
riboflavina reduzida fotoquimicamente gera O2- o qual reduz o NBT produzindo
Formazan que absorve no comprimento de onda de 560nm. Na presenca de SOD a
reducdo do NBT &€ inibida.

Os resultados foram expressos em unidades da enzima por grama de
proteina, que é a quantidade de SOD necesséria para inibir a taxa de redu¢cédo do NBT
em 50%. O homogenato das areas cerebrais (10% em tampao fosfato) foi
centrifugado (10 minutos, 3600 rpm a 4°C).

O sobrenadante retirado foi centrifugado novamente (20 min, 12000 rpm,
4°C). Para o ensaio foi utilizado o sobrenadante. Numa camara escura foram
misturados 1mL do meio de reacdo (tampao fosfato 50mM, EDTA 100nM e L-
metionina 13mM pH 7,8) 30 uL da amostra, 150uL do NBT 75uM e 300 pL riboflavina
2uM. Os tubos contendo a solugao obtida serdo expostos a lampadas fluorescentes
(15W) por 15 minutos. Ao término do tempo o material foi lido em espectofotdmetro
560nm. A concentragdo de proteinas foi medida utilizando o método de Lowry (1951).

4.10.2 Método da Determinacéo da Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da catalase tem como principio a medida da velocidade de
producdo de O2 e H20 a proporgdo que a H202, utilizado como substrato é
hidrolisado. Foi preparado o meio de reacdo contendo (H202, Tampao Tris HCI 1M
EDTA 5mM pH = 8,0, H20 Mimmi-Q). Foi adicionado 15 pL da amostra
(sobrenadante do homogenato tecidual a 10% com tampao fosfato) + 985 puL do meio
de reacdo preparada anteriormente. A atividade da enzima foi medida em 230nm,
através de um espectrofotbmetro Beckman DU, acoplado a um sistema de

modernizacdo da Gilford, USA, permitiu leituras automaticas em sistema digital e
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forneceu maior sensibilidade. A atividade enziméatica foi medida através da leitura da

variacédo da absorbancia por minuto, durante 6 minutos.

4.10.3 Método da Determinacédo da Concentracao da Glutationa Reduzida (GSH)

Os niveis de GSH foram avaliados para estimar defesas endégenas contra
0 estresse oxidativo. O método é baseado na reacao de reagente de Ellman (DTNB),
com grupos tiol livres. Foram retirados 400uL do homogenato e adicionados a 320uL
de &gua destilada e mais 80uL de acido tricloroacético a 50%. O material foi
centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida, foram recolhidos 400uL do
sobrenadante e acrescidos 800uL de tampéao Tris-HCI 0,4M, pH 8,9 e mais 20ul de
DTNB 0,01M aos pocos da placa de ELISA e apds 1 minuto da reacédo foi feita a
leitura da coloracdo a 412nm (SEDLAK et al., 1968). A concentracdo de glutationa

reduzida foi expressa em pug de GSH/g de tecido, tendo por base uma curva padrao.

- Curva padrao de Glutationa Reduzida (GSH)

A partir da solucédo padrdao de GSH (1mg/mL), foi preparado 4mL (em
triplicata) de solugbes a 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 yg/mL. O branco foi feito com agua
destilada (4 mL) e a cada tudo das solu¢des de GSH sera acrescentado de 4 mL de
tampéo Tris HCI 0,4M (pH 8,9). Foi adicionado ainda a cada tubo 0,1 mL de DTNB
(0,01M) e feita a leitura da absorbéancia a 412 nm apds 1 min da adicdo do DTNB, foi

determinada a equacéo da curva padréo de GSH.

4.10.4 Método da Determinacéo da Peroxidacao Lipidica (TBARS)

O grau de lipoperoxidacdo nas areas cerebrais foi medido através da
determinacdo dos niveis de malonildialdeido (MDA), conforme o método de Huong
et al. (1998), seguindo o protocolo a segquir.

Foram preparados os homogenatos das areas cerebrais a 10% em
tampao fosfato de potassio monobasico 50 mM, pH 7,4 e 63uL destes foram
adicionados a 100 pyL de acido perclorico 35% em tubos eppendorf, que foram
centrifugados a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C. Em seguida 150 pL do

sobrenadante foram adicionados a 50 pL de &cido tiobarbitdrico 1,2%, que ficaram
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em banho-maria a 95°C por 30 minutos. Por fim, 150 pyL da mistura foram
adicionados aos pocos da placa de ELISA e, posteriormente, foi feita a leitura a

535nm. Os resultados foram expressos em pg de MDA/g de tecido.

4.10.5 Método da Determinacédo do Conteudo de Nitrito

Para avaliar os efeitos do tratamento com as respectivas drogas na
producdo de NO, foram determinados os niveis de nitrito nos homogenatos, pelo
meétodo de Green et al. (1981). Para esse experimento 100 uL do Reagente de Griess
(acido fosférico 5%, sulfonilamida 1% em &acido fosférico 5%, NEED 0,1% e agua
destilada) foram adicionados a 100 pL do sobrenadante do homogenato e incubados
a temperatura ambiente por 10 min.

A curva padrdao foi elaborada com varias concentracoes de NaNO2
(variando de 0,75 a 100 mM) sob as mesmas condicbes. Os brancos foram
preparados pela adicdo de 100 pL do Reagente de Griess a 100 pL do tampao usado
para o homogenato (fosfato de potassio monobéasico 50 mM, pH 7,4). A absorbancia
foi medida em leitor de microplacas em 540 nm, e o resultado expresso em uM de

nitrito/g de tecido.

4.11 Dosagem de BDNF

Os niveis de BDNF foram quantificados no hipocampo, homogeneizado a
20 volumes de tampao PBS pH 7,4 com adicdo de inibidor de protease (Sigma-
Aldrich). A dosagem de BDNF em cada amostra foi feita por ensaio imunoenzimatico
(ELISA; R&D Systems, EUA), de acordo com as instrucfes do fabricante.

Resumidamente, as placas para ELISA de 96 pocos foram incubadas com
0 anticorpo de captura para BDNF por 18h em temperatura ambiente. Posteriormente,
as placas foram lavadas trés vezes com 200uL de tampédo de lavagem (R&D
Systems, EUA) e bloqueadas com 200uL de BSA 1% (R&D Systems, EUA) por 1 h.
Apds o blogueio, 100uL das amostras ou da curva padréo foram adicionadas em cada
poco e incubadas por 2 h em temperatura ambiente. As placas foram entéo lavadas
trés vezes com 200ul de tampao de lavagem e depois incubadas com anticorpo de

deteccdo em temperatura ambiente por 2 horas. Na etapa seguinte, as placas foram
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lavadas novamente por trés vezes com 200uL de tampédo de lavagem e incubadas
com 100 pL de estreptavidina em temperatura ambiente por 20 minutos. Novamente,
as placas foram lavadas trés vezes com 200uL de tampédo de lavagem. Na etapa
seguinte, 100 pL da solucédo substrato para revelacdo (R&D Systems, EUA) foram
adicionadas em cada po¢o e incubadas por 20 min a temperatura ambiente
protegidos da luz. A reacdo enziméatica foi cessada, adicionando 50 pL solucdo de
parada (H2SO4). Enfim, a absorbancia foi medida a 450nm. O resultado dos niveis de
BDNF foram expressos em pg/g de tecido.

Na realizagdo da investigagdo dos niveis de BDNF, foi realizado
previamente o teste do nado forgado, o controle positivo do grupo imipramina em
relacdo ao controle recebeu apenas veiculo (agua destilada + tween 80) a este
grupo denominamos grupo desafiado devido a situacdo adversa do desespero
comportamental na tentativa das escapadas no teste do nado forcado. Para
viabilizar a andlise dos niveis de BDNF, formamos outro grupo com animais controle
gue receberam apenas a administracdo oral do veiculo (agua destilada + tween 80)

e ndo foram submetidos ao nado for¢cado.

4.12 Anélise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada pelo programa Graph Pad
Prism 6.0 (USA). Para os testes com mais de trés grupos foi feita a analise estatistica
empregando o teste de analise de variancia (ANOVA). Para verificar se houve
diferenca significativa entre os grupos, foi realizado o teste de comparac¢des multiplas
de Student-Newman-Keuls. Para a analise dos testes com apenas dois grupos, foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (t-test). Os resultados foram
expressos como média + E.P.M (variaveis com distribuicdo normal) ou mediana com
maximo e minimo, sendo as diferencas consideradas estatisticamente significativas

guando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Ensaios de Toxicidade Aguda

5.1.1 Avaliagdo comportamental

A avaliacdo da toxicidade aguda do timol foi iniciada com a formacéo de 2
grupos experimentais contendo 3 animais cada (n=3). No primeiro grupo foi
administrado por gavagem agua destilada e tween 80 (grupo controle/veiculo), o outro
grupo foi tratado com a dose oral de timol 2000mg/kg.

A partir da 12. hora e até 6 horas seguidas ap0s a administracédo oral dos
grupos, os animais foram observados com relagéo a presenca de sinais sugestivos de
toxicidade, entre eles: piloerecdo, agitacdo ou letargia, alteracdes respiratérias,
sonoléncia, alteracbes e frequéncia das evacuacdes, taquicardia, tremores, dentre
outras. Todo o procedimento foi realizado seguindo as recomendacdes do guia para
avaliacao da toxicidade oral aguda (OECD 423/2001).

A observacdo dos animais demonstrou que o0 grupo controle né&o
apresentou alteragcbes, no entanto os que receberam a dose de 2000mg/kg
apresentaram: letargia, taquicardia, tremores e piloerecdo, o animal 6 foi a 6bito em
menos de 24 apos a administracdo oral desta dose.

Como ocorreu a morte de 1 animal do grupo 2000mg/kg, o experimento foi
repetido com um grupo experimental (n=3) seguindo os mesmos padrbes de
observacao, dissecacao e retirada dos 6rgdos do experimento anterior.

No 1°. dia da administracdo 0s animais apresentaram apenas letargia e
piloerecdo e nenhuma alteragdo nos dias subsequentes até o 14°. dia, nem perda de
peso e todos sobreviveram (Tabela 1).
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Tabela 1. Pesos e observacdes quanto ao aparecimento dos sinais de

toxicidade
Animall | Animal2 | Animal 3 | Animal4 | Animal5 | Animal 6
Dose (mg/Kg)
veiculo veiculo veiculo 2000 2000 2000
Peso inicial(g) | 32 31 30 29 30 28
Peso final (g) 37 36 34 32 36 --
Observacdes 1°.
SST SST SST Letargia Letargia | Piloerecdo
Dia Piloerecdo | Piloerecdo | Tremores
Taquicardia
Observacdes
SST SST SST SST SST | -
14°. Dia
Em menos
Mortalidade - - - - - de 24h

SST: Sem Sinais de Toxicidade.

No 14°. dia todos os animais foram sacrificados, alguns 6rgaos foram

removidos (cérebro, figado e rins) para analise macroscopica, preparo das laminas e

analise microscopica. Os 6rgdos inteiros ndo apresentaram alteracdes com relacédo

ao tamanho, coloracdo e aspecto. Os fragmentos dos érgdos foram colocados em

recipientes do tipo K7, identificados e armazenados em frascos contendo alcool a

70%. As laminas foram confeccionadas em cortes de parafina pelo método

Hematoxilina-eosina (HE).
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5.1.2 Avaliagao histoldgica

No ultimo dia de observacdes todos os animais foram sacrificados e seus
orgaos (cérebro, figado e rins) foram retirados para averiguar possiveis danos,
através de analise histologica.

A analise das laminas ndo demonstrou alteracdes em nenhum dos 6rgaos,
seja na sua ultraestrutura ou sinais de processo inflamatério quando analisados

microscopicamente (Figura 10).

Figura 10:Andlise histoldgica dos seguintes 6rgaos respectivamente: cérebro,
figado e rim. Captados no 14°. dia ap6s o término da avaliacdo da toxicidade
aguda. (Aumento de 10x) Legenda: 1A, 2A, 3A (Controle/veiculo); 1B, 2B, 3B (Timol
2000mg/kg) Teste 1; 1C, 2C, 3C (Timol 2000mg/kg) Teste 2.
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A classificacdo de seguranca do timol com relagdo a toxicidade aguda é
sugerida como de categoria 5 (OECD 423/2001), com uma estimativa de uma DL50
acima 5000mg/kg.

Embora estes resultados ndo tenham apontado danos nos 6rgaos internos,
resolvemos realizar um outro experimento seguindo um protocolo de doses
repetidas, com o objetivo de investigar se 0 uso crénico do timol poderia acarretar

efeitos nocivos.

5.2 Toxicidade oral do Timol no protocolo de doses repetidas por 28 dias

5.2.1 Sobrevivéncia, massa corporea, avaliacdo comportamental e analise

macroscopica dos 6rgaos.

A sobrevivéncia ao tratamento durante 28 dias com veiculo e Timol 500 mg/kg
administradas diariamente em doses repetidas, ndo ocasionou a morte de
nenhumanimal. A massa corporea nao sofreu alteracdes significativas, observamos
um ganho de peso natural em todos os grupos experimentais (Grafico 1).

ApO6s a administragdo da dose diariamente os animais eram observados em
caixas de polietleno por até 2 horas apdés a administracdo. N&o
apresentaramalteracbes comportamentaise nem sinais de toxicidade como
mudancas no aspecto dos pelos, tremores, convulsdo, aumento da salivacédo,
letargia e coma.

Ndo foram verificadas alteracdes macroscépicas nos o6rgaos retirados
(Cérebro, coracao, figado, estbmago e rins) apds o tratamento de doses repetidas
com o Timol 500mg/kg. Os procedimentos foram baseados noprotocolo (OECD
407/2008).
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Gréfico 1: Média do ganho de peso dos animais no teste de toxicidade oral por
28 dias
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Animais tratados com veiculo (controle) e Timol-500 mg/Kg durante 28 dias. Os
resultados dos grupos experimentais (n=10) foram expressos como média.
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5.2.2 Analise dos parametros hematoldgicos

Os animais foram tratados com Timol-500 mg/kg por 28 dias, dose 10x
superior a dose preconizada para os experimentos. O sangue foi retirado da artéria
orbital.

Os resultados mostraram que 0 leucograma apresentou uma pequena
reducdo nos linfécitos e nos leucdcitos, ja o eritrograma e a plaguetometria nao
apresentaram nenhuma diferenca significativa em relagdo aos animais do grupo

controle (Tabela 2).

Tabela 2: Eritrograma, plaguetograma e leucograma dos camundongos no
teste de toxicidade oral por 28 dias.

PARAMETROS GRUPOS EXPERIMENTAIS
HEMATOLOGICOS Controle Timol
Média + E.P.M Média + E.P.M
Hemacias (10%pL) 8.627+0.1202 8.702+0.1969
Hemoglobina (g/dL) 13.93+0.2761 13.22+0,2118
Hematdcrito (%) 46.62+0.85715 45.23+0.8087
VCM (fL) 54.03+0.6518 52.05+0,5879
HCM (pg) 16.15+0.2045 16.22+0.1692
CHCM (g/dL) 29.89+0.1991 29.23+0.1904
Plaquetas (10°/uL) 14.04+48.74 13.84+43.58
Leucécitos (10%/uL) 4.163+0.2847 3.413+0.1846*
Linfécitos (10%/uL) 3.600+0.2322 2.788+0.1977*

VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM:
concentracdo de hemoglobina corpuscular meédia. Os resultados dos grupos
experimentais (n=10) foram expressos como média + EPM. Para a analise
estatistica foi utilizadot-test com Mann-Whitney post test.Valores significativos* p<
0,05.
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5.2.3 Analise dos parametros bioquimicos

As determinac¢des bioquimicas de marcadores de fungéo renal e hepética ndo

apresentaram diferenca significativa entre os grupos experimentais (Tabela 3).

Tabela 3: Niveis plasmaticos de uréia, creatinina, AST e ALT dos camundongos
apo6s o tratamento diario consecutivo por 28 dias com Timol ou Controle
(Veiculo).

A ) GRUPOS EXPERIMENTAIS
PARAMETROS BIOQUIMICOS
Controle Timol

Média + E.P.M Média + E.P.M

Ureia (mg/dL) 58.67+2.512 54.40+2.845
Creatinina (mg/dL) 0.4440+0.0918 0.4360+0.03370

AST (U/L) 88.00+7.358 83.33+8.543

ALT (U/L) 43.33+3.127 38.00+5.416

Os resultados dos grupos experimentais (n=10) foram expressos como média *
EPM. Para a analise estatistica foi utilizado t-test com Mann-Whitney post test.
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Testes Comportamentais

5.3Avaliacdo do envolvimento do sistema serotonérgico no efeito antide-
pressivo do timol no teste do nado forcado

5.3.1 Avaliacao do envolvimento do receptor 5 HT1A

O pré-tratamento com NAN-190, antagonista do receptor 5 HT1A, seguido do
tratamento com timol na dose de 50 mg/kg [50,20 + 7,08 (10)] néo reverteu o efeito
de reducdo do tempo de imobilidade demonstrado pelo timol sozinho, porém quando
administrado juntamente com a Fluoxetina reverteu o seu efeito no redugdo do
tempo de imobilidade, apresentando valores significativos [121,0 = 4,89 (10)] (Figura
11).
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Figura 11: Efeito do timol (50 mg/kg) e fluoxetina (35mg/kg) sozinho ou
associado com NAN-190 (0,5 mg/kg) sobre o tempo de imobilidade no teste do
nado forcado em camundongos.

Controle (veiculo), Timol (50 mg/kg v.0.), Fluoxetina (FLU 35mg/Kg i.p.) foram
administrados 60 minutos (v.0.) ou 30 minutos (i.p.) antes do experimento. Quando
associados foram administrados 30 minutos apds a administracdo de NAN-190 (0,5
mg/Kg i.p.) e 60 minutos depois foi realizado o experimento. Os valores expressam a
média + EPM do tempo de imobilidade durante 5 minutos. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores
significativos *** p<0,001 vs controle,a p<0,001 vs FLU 35.
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5.3.2 Avaliagéo do envolvimento do receptor 5 HT2A/2C.

O envolvimento do receptor 5 HT2A/2C foi avaliado através do antagonista
Ritanserina no teste do nado forcado em camundongos. O grupo pré-tratado com a
ritanserina foi posteriormente tratado com timol 50mg/kg [142,0 £ 8,78 (8)] e
fluoxetina FLU-35 [120,4 + 7,39 (8)].como controle positivo. Ambos tiveram
umareversdo do seu efeito na redugcdo do tempo de imobilidade revertidos na

presenca deste antagonista serotonérgico (Figura 12).



77

— 200~

=

@ a

=

S 150 T b

s T )

£ 100+

Lk

°

o 50+

£

LeH]

F o i
Controle 50 35 4 Timol50 FLU35

Timol FLU Ritanserina

Figura 12: Efeito do timol (50 mg/kg) e fluoxetina (35mg/kg) sozinho ou
associado com Ritanserina (4 mg/kg) sobre o tempo de imobilidade no teste do
nado forcado em camundongos.

Controle (veiculo), Timol (50 mg/kg v.0.), Fluoxetina (FLU 35mg/Kg i.p.) foram
administrados 60 minutos (v.0.) ou 30 minutos (i.p.) antes do experimento. Quando
associados foram administrados 30 minutos ap6s a administracdo de ritanserina (4
mg/Kg i.p.) e 60 minutos depois foi realizado o experimento. Os valores expressam a
média + EPM do tempo de imobilidade durante 5 minutos. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores
significativos *** p<0,001 vs controle,a p<0,001 vs Timol 50; b p<0,001 vs FLU 35.
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5.3.3 Avaliacédo do envolvimento do receptor 5 HT3

O envolvimento do receptor 5 HT3 foi avaliado através da administracdo do
antagonista Ondansetron no teste do nado forcado em camundongos. O grupo pré-
tratado com a Ondansetron foi posteriormente tratado com timol 50mg/kg [136,4 +
11,17 (8)] e fluoxetina FLU-35 [121,3 £ 6,16 (8)] como controle positivo. Ambos
tiveram uma reversédo do seu efeito na reducdo do tempo de imobilidade revertidos

na presenca deste antagonista serotonérgico (Figura 13).
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Figura 13: Efeito do timol (50 mg/kg) e fluoxetina (35mg/kg) sozinho ou
associado com Ondansetron (0,1 mg/kg) sobre o tempo de imobilidade no
teste do nado forcado em camundongos.

Controle (veiculo), Timol (50 mg/kg v.0.), Fluoxetina (FLU 35mg/Kg i.p.) foram
administrados 60 minutos (v.0.) ou 30 minutos (i.p.) antes do experimento. Quando
associados foram administrados 30 minutos apds a administracdo de Ondansetron
(0,Amg/Kg i.p.) e 60 minutos depois foi realizado o experimento. Os valores
expressam a média £+ EPM do tempo de imobilidade durante 5 minutos. Para andlise
estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post
hoc. Valores significativos *** p<0,001 vs controle,a p<0,001 vs Timol 50; b p<0,001
vs FLU 35.
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Avaliagdo Neuroquimica

5.4Determinacgao dos niveis de monoaminas por HPLC

5.4.1 Determinacao dos niveis de Noradrenalina

Os efeitos do timol nas doses de 25mg/kg e 50mg/kg sobre os niveis de
noradrenalina em corpo estriado de camundongos estdao demonstrados na figura 14.
Ocorreu um aumento significativo nos niveis de noradrenalina comparados ao
controle [controle: 67,020 + 32,282 (7)], onde encontramos significancia na dose de
25mg/kg [timol 25: 222,184 + 61,391 (8)], e maior na dose de 50mg/kg [timol 50:
444,598 + 100,893 (8)].
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Figura 14. Determinacdo dos niveis de Noradrenalina (NA) em corpo estriado
de camundongos tratados com timol (25 e 50 mg/kg) ou veiculo (controle).

Os animais receberam veiculo (controle) e timol (25 e 50 mg/kg, v.0.) e ap6s 60
minutos, foram submetidos ao teste do nado forgado. Em seguida foram sacrificados
e dissecados para a retirada das areas. A determinacdo das monoaminas foi feita
pela técnica de HPLC com deteccao eletroquimica. Os valores apresentam a média
+ EPM. Para a analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos: *p<0,05 vs controle, **p<0,01 vs
controle.
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5.4.2 Determinacédo dos niveis de Dopamina

Os efeitos do timol nas doses de 25mg/kg e 50mg/kg sobre os niveis de
dopamina em corpo estriado de camundongos estdo demonstrados na figura 15.
Ocorreu um aumento significativo nos niveis de dopamina comparados ao controle
[controle:178,752 + 59,903 (8)], onde encontramos significancia na dose de 25mg/kg
[timol 25: 349,339 = 70,191 (8)], e maior na dose de 50mg/kg [timol 50: 656,107 +
82,990 (8)].
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Figura 15. Determinacdo dos niveis de Dopamina (DA) em corpo estriado de
camundongos tratados com timol (25 e 50 mg/kg) ou veiculo (controle).

Os animais receberam veiculo (controle) e timol (25 e 50 mg/kg, v.0.) e ap6s 60
minutos, foram submetidos ao teste do nado forcado. Em seguida foram sacrificados
e dissecados para a retirada das areas. A determinacdo das monoaminas foi feita
pela técnica de HPLC com deteccao eletroquimica. Os valores apresentam a média
+ EPM. Para a analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos: *p<0,05 vs controle, **p<0,01 vs
controle.
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5.4.3 Determinacédo dos niveis de Serotonina (5HT).

Os efeitos do timol nas doses de 25mg/kg e 50mg/kg sobre os niveis de
serotonina em corpo estriado de camundongos estdo demonstrados na figura 16.
Ocorreu um aumento significativo nos niveis de serotonina comparados ao controle
[controle: 146,256 £13,559 (6)], onde encontramos significancia tanto na dose de
25mg/kg [timol 25: 408,932 + 67,900 (7)], quanto na dose de 50mg/kg [timol 50:
447,157 £ 79,94 (8)].
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Figura 16. Determinacdo dos niveis de Serotonina (5HT) em corpo estriado de
camundongos tratados com timol (25 e 50 mg/kg) ou veiculo (controle).

Os animais receberam veiculo (controle) e timol (25 e 50 mg/kg, v.0.) e apés 60
minutos, foram submetidos ao teste do nado forgcado. Em seguida foram sacrificados
e dissecados para a retirada das areas. A determinagdo das monoaminas foi feita
pela técnica de HPLC com deteccéo eletroquimica. Os valores apresentam a média
+ EPM. Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos: **p<0,01 vs controle.
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5.5 Determinacédo dos niveis dos metabolitos por HPLC

5.5.1 Determinacéo dos niveis do metabdlito DOPAC

Os niveis de DOPAC se mantiveram sem reducdes significantes em corpo
estriado de camundongos e estdo demonstrados na figura 17. [controle: 191,557
+19,337 (7)], dose de 25mg/kg [timol 25: 164,59 = 11,623 (8)], dose de 50mg/kg
[timol 50: 157,592 + 15,653 (7)].
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Figura 17. Determinacao dos niveis do metabdlito (DOPAC) em corpo estriado
de camundongos tratados com timol (25 e 50 mg/kg) ou veiculo (controle).

Os animais receberam veiculo (controle) e timol (25 e 50 mg/kg, v.0.) e apés 60
minutos foram submetidos ao teste do nado forcado. Em seguida foram sacrificados
e dissecados para a retirada das areas. A determinacdo das metabdlitos foi feita
pela técnica de HPLC com deteccéo eletroquimica. Os valores apresentam a média
+ EPM. Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de Student Newman
Keuls como teste post hoc.
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5.5.2 Determinacgao dos niveis do metabdlito HVA.

Os niveis de HVA apresentaram reducdes significantivas em corpo estriado
de camundongos e estdo demonstrados na figura 18. Identificamos reducdes
significativas tanto na dose de 25mg/kg [timol 25: 219,326 + 48,90 (7)], como na
dose de 50mg/kg [timol 50:162,691 + 45,568 (7)], quando comparados ao controle
[controle: 440,573 + 32,085 (8)].
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Figura 18. Determinacdo dos niveis de HVA em corpo estriado de
camundongos tratados com timol (25 e 50 mg/kg) ou veiculo (controle).

Os animais receberam veiculo (controle) e timol (25 e 50 mg/kg, v.0.) e ap6s 60
minutos, foram submetidos ao teste do nado forgcado. Em seguida foram sacrificados
e dissecados para a retirada das areas. A determinacdo das metabdlitos foi feita
pela técnica de HPLC com deteccao eletroquimica. Os valores apresentam a média
+ EPM. Para a analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos: **p<0,01 vs controle.
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5.5.3 Determinacédo dos niveis do metabdlito SHIAA.

Os niveis de 5HIAA apresentaram reducdes significantivas em corpo estriado
de camundongos e estdo demonstrados na figura 19. Ocorreu uma reducao
significativa nos niveis de 5HIAA tanto na dose de 25mg/kg [timol 25: 129,421+195
,05(7)], como na dose de 50mg/kg [timol 50: 164,931+ 336,89 (7)], quando

comaparados ao controle [controle: 317,751 + 64,417 (8)].
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Figura 19. Determinacdo dos niveis de 5HIAA em corpo estriado de
camundongos tratados com timol (25 e 50 mg/kg) ou veiculo (controle).

Os animais receberam veiculo (controle) e timol (25 e 50 mg/kg, v.0.) e ap6s 60
minutos, foram submetidos ao teste do nado forgcado. Em seguida foram sacrificados
e dissecados para a retirada das areas. A determinacdo dos metabdlitos foi feita
pela técnica de HPLC com deteccao eletroquimica. Os valores apresentam a média
+ EPM. Para a analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos: *p<0,05 vs controle.
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5.6 Determinacédo de parametros de estresse oxidativo

5.6.1 Efeito do timol sobre a quantidade de SOD em homogenatos cerebrais
de animais submetidos ao estresse oxidativo através do teste do nado
forcado.

Os grupos experimentais foram submetidos ao estresse agudo através do teste
do nado forcado antes da realizacdo do experimento para a dosagem da quantidade
da enzima Superoxido dismutase SOD. Os resultados demonstraram que o pré
tratamento com o Timol nas doses 25mg/kg e 50mg/kg néo alterou
significativamente a quantidade de SOD nas areas cerebrais analisadas em relagdo

aos seus respectivos controles.

Coértex pré-frontal - CPF: [Controle 48,50 + 1,70 (9)], [Timol 25mg/kg 52,38 +
2,44 (8)]; [Timol 50mg/kg 48,50 = 3,20 (8)].(Figuras 20). Corpo estriado - CE
[Controle 42,13 + 1,84 (9)]; [Timol 25mg/kg CE:48,63 + 3,45 (8)]; [Timol
50mg/kg46,38 + 3,76 (8)].(Figuras 21). Hipocampo - HIP [Controle 46,88 * 2,27 (9)];
[Timol 25mg/kg 47,25 + 2,11 (8)]; [Timol 50mg/kg 54,75 + 2,20 (8)]. (Figuras 22).
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Figura 20: Efeito do timol na quantidade de SOD no cortex pré-frontal (CPF) de

animais submetidos ao teste do nado forcado.

Controle (veiculo) e Timol (25 mg/kg e 50 mg/kg v.0.), foram administrados 60
minutos (v.0.) antes do experimento. Os animais foram submetidos ao teste do nado
forcado e em seguida sacrificados e dissecados. Os valores expressam a média *
EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman

Keuls como teste post hoc.
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Figura 21: Efeito do timol na quantidade de SOD no corpo estriado (CE) de
animais submetidos ao teste do nado forcado.

Controle (veiculo) e Timol (25 mg/kg e 50 mg/kg v.0.), foram administrados 60
minutos (v.0.) antes do experimento. Os animais foram submetidos ao teste do nado
forcado e em seguida sacrificados e dissecados. Os valores expressam a média *
EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc.
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Figura 22: Efeito do timol na quantidade de SOD no Hipocampo (HIP) de
animais submetidos ao teste do nado forcado.

Controle (veiculo) e Timol (25 mg/kg e 50 mg/kg v.0.), foram administrados 60
minutos (v.0.) antes do experimento. Os animais foram submetidos ao teste do nado
forcado e em seguida sacrificados e dissecados. Os valores expressam a média *
EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc.
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5.6.2 Efeito do timol sobre a atividade da catalase em homogenatos cerebrais
de animais submetidos ao estresse oxidativo através do teste do nado

forcado.

Para aanalise da producdo de catalase,0S grupos experimentais previamente
submetidos ao estresse agudo através do teste do nado forcado apresentaram os
seguintes resultados: os animais pré tratados com o Timol nas dose na 50mg/kg
tiveram uma reducédo significativa na produgéo de catalase no corpo estriado. Nos
demais grupos experimentais nao identificamos alteragdes significativas nas outras

areas cerebrais analisadas em relacdo aos seus respectivos controles.

Cortex pré-frontal - CPF: [Controle 1934 + 95,36 (10)], [Timol 25mg/kg 1712 +
111,1 (8)]; [Timol 50mg/kg 1696 + 150,1 (8)]. (Figura 23). Corpo estriado - CE
[Controle 1982 + 106,8 (10)]; [Timol 25mg/kg 1719 £ 70,34 (8)]; [Timol 50mg/kg 1468
+ 121,9 (8)] (Figura 24). Hipocampo - HIP [Controle 1945 + 99,63 (10)]; [Timol
25mg/kg 1782 £ 122,3 (8)]; [Timol 50mg/kg 1706 + 102,7 (8)] (Figura 25).
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Figura 23: Efeito do timol na sobre a atividade da catalase no Cértex pré frontal
(CPF) de animais submetidos ao teste do nado forcado.

Controle (veiculo) e Timol (25 mg/kg e 50 mg/kg v.0.), foram administrados 60
minutos antes do experimento. Os animais foram submetidos ao teste do nado
forcado e em seguida sacrificados e dissecados. Os valores expressam a média +
EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc.
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Figura 24: Efeito do timol na sobre a atividade da catalase no Corpo estriado
(CE) de animais submetidos ao teste do nado for¢ado.

Controle (veiculo) e Timol (25 mg/kg e 50 mg/kg v.0.), foram administrados 60
minutos antes do experimento. Os animais foram submetidos ao teste do nado
forcado e em seguida sacrificados e dissecados. Os valores expressam a média *
EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc.Valores significativos: **p<0,01 vs controle.
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Figura 25: Efeito do timol na sobre a atividade da catalase no Hipocampo (HIP)
de animais submetidos ao teste do nado forcado.

Controle (veiculo) e Timol (25 mg/kg e 50 mg/kg v.0.), foram administrados 60
minutos antes do experimento. Os animais foram submetidos ao teste do nado
forcado e em seguida sacrificados e dissecados. Os valores expressam a média +
EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc.
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5.6.3 Efeito do timol nos niveis de Malonildialdeido MDA em animais
submetidos ao estresse oxidativo através do teste do nado forgado.

Os animais de todos os grupos foram submetidos ao estresse agudo através
do teste do nado forcado antes da realizagdo das dosagens de MDA. Os resultados
demonstraram que o pré tratamento com o Timol nas doses 25mg/kg e 50mg/kg foi
capaz de diminuir significativamente os niveis de MDA em todas as &reas cerebrais

analisadas em relacao aos controles.

Cértex pré-frontal - CPF: [Controle 49,13 + 3,14 (8)], [Timol 25mg/kg 17,07 +
1,53 (8)]; [Timol 50mg/kg 17,97 + 1,41 (8)] (Figura 26). Corpo estriado - CE
[Controle 39,85 + 8,14 (8)]; [Timol 25mg/kg 14,32+ 0,83 (8)]; [Timol 50mg/kg 16,13 *
1,20 (8)] (Figura 27). Hipocampo - HIP [Controle 46,64 4,29 (8)]; [Timol 25mg/kg
15,42 £ 1,23 (8)]; [Timol 50mg/kg 18,86+ 1,20 (8)] (Figura 28).
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Figura 26: Efeito do timol nos niveis de Malonildialdeido (MDA) docértex pré-
frontal (CPF) de animais submetidos ao estresse oxidativo através do teste do

nado forcado.

Controle (veiculo) e Timol (25 mg/kg e 50 mg/kg v.o0.), foram administrados 60
minutos (v.0.) antes do experimento. Os animais foram submetidos ao teste do nado
forcado e em seguida sacrificados e dissecados. Os valores expressam a média +
EPM. Para analise estatistica foi utiizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos *** p<0,001 vs controle.
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Figura 27: Efeito do timol nos niveis de Malonildialdeido (MDA) docorpo
estriado(CE) de animais submetidos ao estresse oxidativo através do teste do

nado forcado.

Controle (veiculo) e Timol (25 mg/kg e 50 mg/kg v.0.), foram administrados 60
minutos (v.0.) antes do experimento. Os animais foram submetidos ao teste do nado
forcado e em seguida sacrificados e dissecados. Os valores expressam a média +
EPM. Para analise estatistica foi utiizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos ** p<0,01 vs controle.
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Figura 28: Efeito do timol nos niveis de Malonildialdeido (MDA) nohipocampo
(HIP) de animais submetidos ao estresse oxidativo através do teste do nado

forcado.

Controle (veiculo) e Timol (25 mg/kg e 50 mg/kg v.0.), foram administrados 60
minutos (v.0.) antes do experimento. Os animais foram submetidos ao teste do nado
forcado e em seguida sacrificados e dissecados. Os valores expressam a média +
EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos *** p<0,001 vs controle.
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5.6.4 Efeito do timol nos niveis de GSH em animais submetidos ao estresse
oxidativo através do teste do nado forgado.

As figuras 29, 30 e 31 mostram que houve um aumento nos niveis do GSH
nas areas cerebrais dos animais previamente tratados com o timol 25mg/kg e
50mg/kg e posteriormente submetidos ao teste do nado forcado, em comparacao

com seus respectivos controles.

Cortex pré-frontal - CPF: [Controle 478,1 £ 22,76 (7)], [Timol 25mg/kg 582,6 £
37,02 (8)]; [Timol 50mg/kg 692,0 £ 24,23 (8)] (Figura 29). Corpo estriado - CE
[Controle 428,0 £ 25,64 (7)]; [Timol 25mg/kg 876,0 £ 57,12 (8)]; [Timol 50mg/kg
1139,0 + 79,93 (8)] (Figura 30). Hipocampo - HIP [Controle 448,4 + 30,26 (7)];
[Timol 25mg/kg 1028,0 + 36,60 (8)]; [Timol 50mg/kg 1060,0+ 53,77 (8)] (Figura 31).
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Figura 29: Efeito do timol nos niveis de GSH em cértex pré-frontal (CPF) de
animais submetidos ao estresse oxidativo através do teste do nado forcado.

Controle (veiculo) e Timol (25 mg/kg e 50 mg/kg v.o0.), foram administrados 60
minutos (v.0.) antes do experimento. Os animais foram submetidos ao teste do nado
forcado e em seguida sacrificados e dissecados. Os valores expressam a média +
EPM. Para analise estatistica foi utiizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos * p<0,05 vs controle; *** p<0,001 vs
controle.
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Figura 30: Efeito do timol nos niveis de GSH em corpo estriado (CE) de animais
submetidos ao estresse oxidativo através do teste do nado forcado.

Controle (veiculo) e Timol (25 mg/kg e 50 mg/kg v.0.), foram administrados 60
minutos (v.0.) antes do experimento. Os animais foram submetidos ao teste do nado
forcado e em seguida sacrificados e dissecados. Os valores expressam a média +
EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos *** p<0,001 vs controle.
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Figura 31: Efeito do timol nos niveis de GSH no Hipocampo (HIP) de animais
submetidos ao estresse oxidativo através do teste do nado forcado.

Controle (veiculo) e Timol (25 mg/kg e 50 mg/kg v.0.), foram administrados 60
minutos (v.0.) antes do experimento. Os animais foram submetidos ao teste do nado
forcado e em seguida sacrificados e dissecados. Os valores expressam a média +
EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos *** p<0,001 vs controle.
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5.6.5 Efeito do timol nos niveis de Nitrito/Nitrato em animais submetidos ao
estresse oxidativo através do teste do nado forgado.

Todos os animais foram submetidos ao estresse agudo através do teste do
nado forcado antes da realizacdo das dosagens de Nitrito/Nitrato. Os resultados
demonstraram que o Timol foi capaz de diminuir significativamente os niveis
Nitrito/Nitrato em todas as areas cerebrais analisadas em relacdo aos respectivos

controles.

Cértex pré-frontal - CPF: [Controle 4,72 + 0,30 (8)], [Timol 25mg/kg 3,81 *
0,34 (8)]; [Timol 50mg/kg 3,68+ 0,19(8)] (Figura 32). Corpo estriado - CE [Controle
5,26 £ 0,21 (8)]; [Timol 25mg/kg 4,28 + 0,27 (8)]; [Timol 50mg/kg 3,09 + 0,18 (8)]
(Figura 33). Hipocampo - HIP [Controle 4,44 + 0,29 (8)]; [Timol 25mg/kg 2,94 *
0,15(8)]; [Timol 50mg/kg 3,03 + 0,20 (8)] (Figura 34).
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Figura 32: Efeito do timol nos niveis de Nitrito/Nitrato em coértex pré-frontal
(CPF) de animais submetidos ao estresse oxidativo através do teste do nado
forcado.

Controle (veiculo) e Timol (25 mg/kg e 50 mg/kg v.o0.), foram administrados 60
minutos (v.0.) antes do experimento. Os animais foram submetidos ao teste do nado
forcado e em seguida sacrificados e dissecados. Os valores expressam a média +
EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos * p<0,05 vs controle.
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Figura 33: Efeito do timol nos niveis de Nitrito/Nitrato em corpo estriado
(CE) de animais submetidos ao estresse oxidativo através do teste do nado
forcado.

Controle (veiculo) e Timol (25 mg/kg e 50 mg/kg v.0.), foram administrados 60
minutos (v.0.) antes do experimento. Os animais foram submetidos ao teste do
nado forcado e em seguida sacrificados e dissecados. Os valores expressam a
média + EPM. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student
Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos ** p<0,01 vs controle,
*** n<0,001 vs controle
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Figura 34: Efeito do timol nos niveis de Nitrito/Nitrato em Hipocampo (HIP) de
animais submetidos ao estresse oxidativo através do teste do nado forgado.

Controle (veiculo) e Timol (25 mg/kg e 50 mg/kg v.o0.), foram administrados 60
minutos (v.0.) antes do experimento. Os animais foram submetidos ao teste do nado
forcado e em seguida sacrificados e dissecados. Os valores expressam a média +
EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos *** p<0,001 vs controle.
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5.7 Efeito da administrac&do de Timol e Imipramina sobre os niveis de BDNF

no hipocampo de camundongos submetidos ao teste do nado forgado.

Na realizacdo da investigacdo dos niveis de BDNF, foi realizado previamente
o teste do nado forcado, onde os resultados demonstraram um efeito semelhante
na reducdo do tempo de imobilidade nas doses do Timol de 25 e 50 mg/kg e o
controle positivo do grupo imipramina em relagcdo ao controle que recebeu apenas
veiculo(dgua destilada + tween 80) a este grupo denominamos grupo estressado
devido a situacdo adversa do desespero comportamental na tentativa das

escapadas no teste do nado forcado (Figura 35).

Para aviabilidade da andlise dos niveis de BDNF,formamos outro grupo com
animais controle que receberam apenas a administracdo oral do veiculo (dgua
destilada + tween 80) e ndo foram submetidos ao nado for¢cado, j& os animais dos
grupos: estressado (veiculo v.0.), Timol (25mg/kg v.0.) e Imipramina (10mg/kg i.p.)
antes do sacrificio e dissecacdo do Hipocampo, foram previamente submetidos ao

teste do nado forcado.

Foi evidenciado uma reducéo nos niveis do BDNF no grupo estressado com
relacdo ao controle, ja o Timol 25mg/kg e a Imipramina 10mg/kg aumentaram 0s
niveis de BDNF em relacdo ao grupo estressado (Figura 36 e tabela 4).
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Figura 35: Efeito do Timol e da Imipramina sobre o tempo de imobilidade de
camundongos submetidos ao teste do nado forcado.

Desafiado (veiculo), Timol 25mg/kg (v.0.), Timol 50mg/kg (v.0.) e Imipramina
10mg/kg (i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) e 30 min (i.p.) antes do
experimento, os valores expressam a média + EPM do tempo de imobilidade durante
5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos*** p<0,001 vs estressado.
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Figura 36: Efeito do Timol e da Imipramina sobre os niveis de BDNF no
hipocampo (HIP) de camundongos submetidos ao teste do nado forgcado.

Controle (veiculo),Desafiado (veiculo), Timol 25mg/kg (v.0.) e Imipramina 10mg/kg
(i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) e 30 min (i.p.) antes do experimento. Os
valores expressam a média + EPM. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos***
p<0,001 vs controle; a p<0,01 vs estressado; b p<0,001 vs estressado.
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Tabela 4:Grupos, inducdo do estresse através do teste do nado forcado TNF, e
analise dos niveis de BDNF.

Grupos TNF BDNF
Controle (veiculo v.0,) N&o 368,5 + 13,78 (10)***
Estressado (Veiculo v.0.) Sim 199,3 £ 14,15 (10)
Timol (25mg/kg v.0.) Sim 283,6 £ 21,36 (10) a
Imipramina (10 mg/kg) Sim 397,0+£9,33(10) b

Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls
como teste post hoc. Valores significativos*** p<0,001 vs controle; a p<0,01 vs
estressado; b p<0,001 vs estressado.
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6 DISCUSSAO

Os efeitos do Timol ja estudados e descritos na literatura cientifica
disponivel incluem sua acdoanti-séptica, como por exemplo em alguns cremes
dentais e antimicrobiana (MATOS, 2000; FILOCHE; SOMA; SISSONS,
2005).Carvacrol e Timol inibem a peroxidacdo de lipossomos fosfolipidicos e
portanto exibem atividade antimicrobiana e antimicética. S&o conservantes naturais
de alimentos e possuem alta atividade antioxidante (MILOS et al.,, 2000;
TEISSEDRE; WATERHOUSE, 2000; MASTELIC et al., 2008).

Trabalhos do nosso laboratério demonstraram que carvacrol seu isdBmero
estrutural, apresentou resultados satisfatérios em modelos experimentais de
ansiedade (MELO, 2009) e depressdo (MELO, 2010). O acetato de citronelila
estudado por Santos, 2014 também demonstrou atividade antidepressiva e
ansiolitica em modelos comportamentais.

Sabe-se que € de fundamental importancia a realizacdo de estudos pré-
clinicos como por exemplo screening de novas drogas, procurando investigarseu
potencial farmacolégico e consequentemente acbes terapéuticas. Este trabalho
apresenta uma investigacdo das possiveis acbes centrais do Timol e seus
mecanismos de acgdo farmacolégica. Para tanto foram utilizados testes classicos
padronizados na farmacologia comportamental.

Historicamente a farmacologia comportamental surgiu durante a década
de 50 da necessidade de estudar drogas com efeitos comportamentais especificos
que pudessem tratar com sucesso certos transtornos psiquiatricos. Atualmente, as
areas de investigacfes comportamentais mais intensas incluem as dos transtornos
psiquiatricos (esquizofrenia, depressdo, ansiedade, entre outros), doencas com
manifestacbes neuroldgicas (Parkinson, doenca de Alzheimer), controle da dor
(crbnica e poés-operatéria) e abuso de drogas (alcoolismo, dependéncia, dentre
outros). Em cada um destes exemplos, a principal queixa do paciente envolve uma
disfuncdo psicologica e/ou comportamental que altera o funcionamento normal do
individuo na sua vida diaria (LAPA et al., 2008).

O timol demonstrou ser uma substancia farmacologicamente ativa nos
testes comportamentais previamente realizados na investigacdo do efeito
ansiolitico, anticonvulsivante e antidepressivo (FERNANDES, 2012).Em que os

efeitos centrais do Timol foram estudados através de modelos classicos para
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screening de atividades no sistema nervoso central tais como o campo aberto,
labirinto em cruz elevado (LCE), rota rod, tempo de sono induzido por pentobarbital,
nado forcado, suspenséo da cauda e convulsdo induzida por pentilenotetrazol. Estes
testes fornecem informacdes sobre desempenho psicomotor, efeitos ansiolitico e
antidepressivo, atividade miorrelaxante, sedativo/hipnética e anticonvulsivante
(SOUSA et al., 2004).

Com o objetivo de esclarecer os mecanismos envolvidos no efeito
antidepressivo do Timol, realizamos o teste do nado forcado com grupos
experimentais avaliando os antagonistas serotonérgicos e 0s testes neuroquimicos e
do estresse oxidativo, como também os de neuroprotecdo. Até o inicio destes
experimentos ainda ndo estava descrito na literatura doses de seguranca para o
estudo deste farmaco em estudos clinicos.

Os estudos mostram que mesmo as substancias provenientes de plantas nao
sao desprovidas de toxicidade ou efeitos adversos, o que mostra a importancia de
se conhecer bem as condices do seu uso seguro. Realizar uma avaliacdo de
seguranca torna-se importante, pois, se pode caracterizar os efeitos toxicos
considerando o 6rgéo alvo, tempo de exposicao, reversibilidade dos efeitos e tempo
em que os sinais de toxicidade aparecem e desaparecem. E um parametro
necessario para qualguer estudo in vivo e in vitro (FDA, 2002).

Os estudos de toxicidade séo utilizados para classificar as substancias quanto
a sua capacidade de causar agravos ao organismo vivo. Existem dois ensaios que
sdo mais utilizados, pois diferenciam-se de acordo com a manifestacédo dos efeitos
em relacdo ao tempo de exposicdo, que sdo os testes agudos e cronicos. Tais
estudos sdo obtidos por meio da realizacéo de testes, que envolvem a aplicacdo de
protocolos pré-estabelecidos, principalmente por 6rgdos regulatérios conhecidos
mundialmente, como a Organizagcdo para Cooperagcdo Econdmica e
Desenvolvimento (Organization for Economic Cooperation and Development —
OECD). (SPINDLER; SJOBERG; KNUDSEN, 2000; MONTEIRO, 2010). Os
protocolos preconizados pela OECD sao de grande aceitagcdo pela comunidade
cientifica na avaliacdo da toxicidade aguda para qualquer tipo de substancia.

Com a finalidade de se avaliar a toxicidade aguda do timol, foi realizado o
protocolo OECD 423. Farmacos extraidos de plantas tem bastante aceitagdo entre a
populacdo, no entanto existem poucos registros sobre a toxicidade e seu uso com

seguranca.
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A toxicidade oral aguda de uma substancia, refere-se aos efeitos adversos
que podem ocorrer apds a administracdo oral de uma dose Unica de uma substancia
ou de varias doses num prazo de 24 horas. OECD 423/2001.

A toxicidade sistémica pode se manifestar por meio da redu¢cdo no consumo
de agua e racdo, além das alteragbes comportamentais, apatia e ma distribuicdo dos
pélos dos animais (GONZALEZ & SILVA, 2003). No estudo da toxicologia aguda do
Timol ndo foram observados perda de peso, pelo contrario, houve um ganho natural
do grupo tratado assim como o do grupo controle.

Dando sequéncia a avaliagdo da toxicidade do Timol, foi realizado o
tratamento oral de doses repetidas durante 28 dias (toxicidade subcrdnica). Esse
ensaio fornece resultados acerca da exposicdo continua de um composto, bem
como 0s niveis de exposi¢cdo com seguranca.

No presente estudo, a administracdo por 28 dias de Timol500mg/kg
apresentou um padrdo semelhante quanto ao ganho de peso. Tal parametro é
utilizado para indicar o aparecimento dos efeitos toxicos de uma substancia no
animal (PITA, 2011). Sinais de toxicidade, como alteracdes na pele, olhos, mucosas,
diarreia, letargia e aumento na salivacdo também n&o foram observados nos animais
tratados.

A toxicidade de uma substancia pode comprometer alguns 6rgaos, e dentre
eles, o figado e os rins sdo 0s mais susceptiveis. Por isso, torna-se importante a
analise de parametros que avaliem as fun¢des hepéticas e renais (MOTTA, 2003).

As substancias quando aplicadas por via oral, sdo absorvidas no trato
gastrointestinal e em seguida transportadas para o figado para ser metabolizada ou
nao, para entdo serem distribuidas pela corrente sanguinea. Entdo, a avaliacdo de
parametros de funcdo hepatica torna-se essencial para a analise toxicologica
(BRUNTON et al., 2012).

A atividade das aminotransferases (alanina aminotransferase-ALT e aspartato
aminotransferas-AST) sédo utilizadas como indicativo de dano hepético. A ALT é uma
enzima encontrada no citosol dos hepatécitos que catalisa a transferéncia do grupo
amino da alanina, permanecendo o acido piravico e é considerado um marcador
sensivel de dano hepatocelular, podendo inclusive fornecer uma avaliagdo do grau
de dano sofrido pelo figado.

A AST catalisa a transaminacdo de L-aspartato e alfa-cetoglutarato em

oxalacetato e glutamato e é localizada nas mitocondrias e aparece em altas
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concentracbes em varios tecidos (figado, rins, coracao e pancreas) (MABEKU et al.,
2007). Ambas aparecem elevadas mediante um dano irreversivel a membrana
celular com o consequente extravasamento das enzimas. (HENRY, 2008). No
presente estudo, ndo foi observado alteracdo dessas duas enzimas nos grupos
tratados com Timol por 28 dias, bem como ndo houve alteragdo macroscopica no
figado dos animais, sugerindo uma auséncia de toxicidade nesse 6rgdo. Resultados
semelhantes foram encontrados no estudo da toxicidade da Riparina Il (CARVALHO,
2016).

Os rins possuem como uma de suas fungdes a excrecdo de metabdlitos,
sendo também necessario a sua analise em protocolos de toxicidade. Ureia e
creatinina sdo parametros Uteis na avaliacdo da funcdo renal (LI et al., 2011).A
creatinina € um composto nitrogenado formado pela hidrolise ndo enzimatica da
creatina liberada durante a defosforilagdo da creatina fosfato. Uma vez gerada, ela
entra na circulacé@o por difuséo e é filtrada pelos rins, sendo excretada somente pela
urina. Entdo, a creatinina indica o ritmo da filtracdo glomerular onde niveis elevados
indicam uma deficiéncia na funcionalidade renal (HEYMSFIELD et al., 2005).

A ureia consiste no maior produto final do catabolismo de aminoacidos e
proteinas e é gerada no figado pelo ciclo da ureia, onde é distribuida e excretada
pelos rins. O seu aumento pode ser devido a uma elevacdo do metabolismo dos
aminoacidos e incremento da reabsorcdo tubular, sendo um indice preditivo da
insuficiéncia renal sintomatica e de desordens hepaticas (OSTERMANN et al.,
2012).

No presente estudo, ndo foi observado alteracdo nos niveis de ureia e

creatinina nos grupos tratados com Timol por 28 dias, bem como ndo houve
alteracdo macroscoépica nos rins dos animais, indicativo de auséncia de toxicidade
renal.
O tecido hematolégico € um dos alvos mais sensiveis dos efeitos adversos de
compostos toxicos, pois possui um alto indice mitético. E considerado um importante
indicador do estado fisioldgico ou patolégico onde sinais de toxicidade da medula
0ssea sao avaliadas através da analise de alterag6es do sangue periférico (EVAN,
2008).

Quanto aos parametros hematoldgicos ndo houve nenhuma diferenca
significativa em relagéo ao grupo controle indicando que o Timol parece néo interferir

na producao de globulos vermelhos, entretanto o leucograma mostrou uma redugéo
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dos linfécitos e leucdcitos, indicando uma possivel reducdo da imunidade dos
animais, o que pode favorecer o aparecimento de infecgoes.

Apoés a classificacdo do Timol como uma substancia que possui uma baixa
toxicidade, foram realizados os testes comportamentais para esclarecer o possivel
mecanismo envolvido no efeito antidepressivo.

O estresse cronico, ndo controlavel, vem sendo relacionado com a
etiologia de diversas doencas, incluindo a depressdo. Em animais de laboratério a
exposicao a eventos estressantes ndo controlaveis de elevada intensidade produz
alteragbes comportamentais e fisiologicas muitas vezes encontradas na depressao
clinica(GRAEFF; GUIMARAES, 2012).

Podem ocorrer como déficits na atividade motora, ganho de peso e sono,
bem como diminuicdo de comportamento competitivo, diminuicdo na capacidade de
sentir prazer que possa ser expressa através de uma reducdo nas respostas que
levam a estimulacdo de regibes cerebrais de recompensa, ou em um menor
consumo de solucdes adocicadas e aumento de erros em tarefas de escolha e
discriminacdo. Estas alteracdes sdo revertidas por tratamento com drogas
antidepressivas ou por eletrochoque. Em virtude disso, inUmeros modelos aminais
de depressdo sdo baseados nas modificagcbes comportamentais induzidas por
exposicéo a diferentes estressores (GRAEFF; GUIMARAES, 2012).

Os dois modelos animais mais amplamente utilizados para screening de
novas drogas antidepressivas sao o teste do nado forcado e da suspensdo da
cauda. Estes testes sdo bastante sensiveis e relativamente especificos para a
maioria das classes de drogas antidepressivas incluindo os antidepressivos
triciclicos, os inibidores da recaptacdo de serotonina, os inibidores da MAO
(monoamina oxidade) e os atipicos (BASSO et al.,, 2009; FRANKOWSKA et al.,
2007; DUARTE et al., 2007).

Para fundamentacado da realizacdo destes experimentos, Mao et al., 2008
afirma ainda que em ambos os testes os animais sdao submetidos a um estresse, o
qgual ndo é possivel escapar e apdés um periodo de luta inicial, os animais se tornam
imoveis, assemelhando-se a um estado de desespero e depressao comportamental.

Os antidrepressivos em geral aumentam a laténcia para a imobilidade e
reduzem o tempo de imobilidade apresentado pelos animais (CRYAN et al., 2002).
Vérios estudos recentes utilizando-se substancias de origem natural com o objetivo

de investigar possiveis efeitos antidepressivos sao encontrados (TEIXEIRA et al.,
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2011, SOUSA et al., 2012, AMARAL et al., 2012), onde os resultados mostraram
uma reducdo no tempo de imobilidade nos testes da suspenséo da cauda e do nado
forcado, caracterizando um aumento do comportamento de luta dos animais, o que
sugere um efeito antidepressivo destes farmacos.

No nosso estudo prévio (FERNANDES, 2012) no teste de suspensao da
cauda o Timol foi administrado por via oral, e evidenciou-se que ambas as doses
estudadas diminuiram significativamente o tempo de imobilidade com relacdo ao
grupo controle, como descrito nos resultados, também foi obtido com ogrupo tratado
com a Imipramina, indicativo de um efeito antidepressivo.

O teste do nado forcado também denominado “desespero
comportamental”’, pois os animais sdo forcados a nadar em um espaco confinado,
cuja fundamentacdo de eficacia do teste € baseada na utilizacdo de drogas
antidepressivas, com efeito, jA comprovado que diminuem o tempo de imobilidade,
aumentando o tempo de nado e o comportamento de luta perante o estresse agudo.
(SAKI et al., 2009; WANG et al., 2009).

Ainda segundo Fernandes, 2013 o Timol diminuiu significativamente o
tempo de imobilidade no nado forcado com relagédo ao grupo controle em ambas as
doses analizadas, semelhante a Imipramina, um antidepressivo triciclico utilizada
como droga padréo positivo. Este resultado sugere que o timol apresenta atividade
antidepressiva.

Desta forma o efeito antidepressivo de varios famacos é avaliado através
destes testes porém o teste do nado forcado parece ser mais sensivel que o teste da
suspensdo da cauda, pois segundo Cryan et al., 2005 é observado que doses
menores de drogas antidepressivas, como a imipramina, sao suficientes para
demonstrar uma acao antidepressiva.

A fisiopatologia da depresséo através da hipétese das monoaminas, se
fundamentou inicialmente na deficiéncia de noradrenalina e serotonina, e
posteriormente a dopamina foi considerada (MACHADO et al.,, 2009). Muitos
antidepressivos utilizados na préatica clinica atuam através da regulagdo das
concentracbes sinapticas destes neurotransmissores como €é o0 caso dos
antidepressivos triciclicos (ex. Amitripitilina e Imipramina), antidepressivos
heterociclicos de segunda e terceira geracdes (ex. Amoxapina e Venlaxatina
respectivamente) e Inibidores Seletivos da Recaptacdo de Serotonina (Fluoxetina e

Paroxetina).
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O envolvimento monoaminérgico no efeito antidepressivo das Riparinas I,
Il e Ill foram avaliados por diferentes pesquisadores e foi demonstrado por Sousa
etal., 2012, Teixeira, et al., 2011 e Melo et al.,, 2011 respectivamente que as
Riparinas (isoladas da planta Aniba Riparia) apresentaram um efeito antidepressivo
relacionado com os sistemas noradrenérgico, dopaminérgico e serotonérgico, assim
como neste estudo foi demonstrado o envolvimento destes sistemas através do
teste do nado forgcado com o efeito antidepressivo do timol.

O sistema serotonérgico tem sido implicado fortemente na etiologia da
depressdo e no mecanismo de acgdo de drogas antidepressivas. As principais
evidéncias relacionadas com o alivio da depresséo envolvem os farmacos inibidores
da recaptacdo de serotonina (IRSR). Corroborando com essas evidéncias, a
deplecao do triptofano, aminoacido precursor da serotonina, confirma a relacéo entre
a diminuicdo da monoamina e os distlrbios depressivos (TAYLOR et al., 2005).
Além disso o0s principais farmacos antidepressivos afetam a renovacdo de
serotonina, inibem a sua recaptacao e também interagem com os receptores 5SHT1A,
5HT2 e 5HT3 (CRYAN et al, 2005).

Estudos anteriores do nosso grupo mostrou que o timol quando associado
ao PCPA teve o seu efeito antidepressivo revertido no teste do nado forgado em
camundongos (FERNANDES, 2012), sugerindo uma acgéo serotonérgica, portanto,
decidimos por realizar o protocolo de testes comportamentais com 0s antagonistas
serotonérgicos: dos receptores 5HT1 (NAN-190), 5HT2 Ritanserina e o 5HT3
Ondazetron respectivamente.

Em nosso estudo observamos que o efeito anti-imobilidade do Timol néo
foi revertido pelo pré-tratamento com o NAN-190 um antagonista do receptor 5HT1.
Este resultado sugere que o efeito antidepressivo do timol através do sistema
serotonérgico, nao depende da participacdo deste receptor.

Em continuidade ao envolvimento do sistema serotonérgico realizamos o
teste do nado forgado com grupos experimentais tratados com previamente com
Ritanserina e Ondansetron e observamos que o efeito anti-imobilidade do Timol foi
revertido pelo pré-tratamento destes antagonistas. Estes resultados sugerem que o
efeito antidepressivo do timol através do sistema serotonérgico, pode estar
relacionado a participacao destes receptores.

Segundo os estudos de Boothman et al., 2006 e Wang et al., 2008, os

receptores 5HT2 estdo envolvidos na fisiopatologia da depressao bem como a acgéao



123

de muitos antidepressivos. Celada et al., 2004, relatou que a ativacdo dos
receptores 5HT2 esta amplamente implicada com a regulacdo das desordens de
humor. Corroborando com estes achados os estudos com a mianserina um
antidepressivo atipico, apresentou alta afinidade por estes subtipos de receptor. O
efeito de reducdo da imobilidade do WAY um agonista do receptor 5HT2C, foi
completamente bloqueado pelo antagonista seletivo SB206533 e pela mianserina
(CRYAN & LUCHI, 2000), e ainda que o DOI um agonista seletivo do receptor
5HT2A, aumenta o efeito antidepressivo de alguns compostos (ZOMKOWSKI et al.,
2004).

No estudo de Eisensamer et al, 2003, foi sugerido que dentre os diferentes
subtipos de receptores 5HT3 localizados pré e pés sinapticos, foi demonstrado que a
supressdo da atividade deste receptor pode contribuir na acdo de alguns
antidepressivos. No estudo de Bravo e Maswood, 2006 o tempo de imobilidade dos
camundongos no teste do nado for¢cado foi reduzido com a administracdo aguda de
antagonistas dos receptores 5HT3.

Com o objetivo de esclarecer os achados nos testes comportamentais acerca
do envolvimentos dos receptores dopaminérgicos, noradrenérgicos e serotonérgicos
realizamos a dissecacdo das &reas cerebrais apos o teste do nado forcado e
analizamos as monoaminas e seus metabdlitos através do HPLC.

O resultado da anélise das monoaminas e de seus metabdlitos demostraram
gue ocorreu um aumento significativo nos niveis de noradrenalina e de dopamina
comparados ao controle em corpo estriado de camundongos.

Analisando os resultados das monoaminas constatamos o que ja vinha sendo
sugerido pelosexperimentos comportamentais prévios do timol, onde através do
teste do nado forcado o timol foi capaz de reverter o efeito dos antagonistas
dopamininérgicos e noradrenérgicos(FERNANDES, 2012).

Encontramos também uma significancia maior na dose de 50mg/kg em
relacdo a dose de 25mg/kg. Este fato sugere que o aumento destas monoaminas
parece estar sendo dose dependente.

Com relagdo aos efeitos do timol sobre os niveis de serotonina em corpo
estriado de camundongos ocorreu um aumento significativo nos niveis de serotonina
comparados ao controle em ambas as doses testadas.

O estudo de Elhwuegi, 2004 o autor afirma que ocorre uma diminuicao dos

niveis das monoaminas no cérebro de pacientes com depressdo. O aumento nos
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niveis de monoaminas, ocasionado pelo tratamento com antidepressivos melhora os
sintomas dos transtornos de humor, mais especificamente da depressdo. Farmacos
do grupo dos antidepressivos triciclicos, inibidores seltivos da recaptacdo de
serotonina e inibidores da monoaminoxidase (MAO), exercem seus efeitos
antidepressivos aumentando os niveis de monoaminas (PAEZ-PEREDA, 2005;
CHEN & SKOLNICK, 2007).

Com relacéo a andlise dos metabolitos em nosso estudo foi encontrado uma
reducdodos niveis de HVA e 5HAA um metabolito da serotonina, em ambas as
doses do timol.

No estudo de Wang et al., 2008, os niveis de serotonina e noradrenalina se
encontraram aumentados no cérebro de camundongos submetidos ao nado forcado
e que receberam tratamento com farmacos antidepressivos como a fluoxetina.
Corroborando com 0 nosso estudo também foi relatado que o 5HIAA e o DOPAC
ambos metabolitos da serotonina e da dopamina respectivamente, apresentaram
reducdo no cérebro de animais taratados com substancias antidepressivas, quando
comparados ao grupo controle (SHEN et al., 2009).

Em suma o aumento dos niveis das monoaminas, associado a reducédo de
seus respectivos metabolitos em nosso estudo encontram evidéncias relacionados a
este tema, sugere um aumento das monoaminas livres na fenda sinaptica nos
animais pré tratados com o timol, semelhante ao ocorrido com os estudos realizados
com a Venlafaxina e com outros antidepressivos num estudo de Gex-Fabry et al.,
2002, através da analise do fluido cerebroespinhal de pacientes com depressao
unipolar. Outro estudo também com a Venlafaxina e a fluoxetina apresentou um
aumento nos niveis das monoaminas e uma reducdo de seus metabolitos indicando
como os antidepressivos exercem os seus efeitos (FENLI et al., 2013).

Atualmente, sabe-se que a depressdo configura-se como um conjunto
complexo de alteracdes que ndo podem ser discutidas unicamente em termos de
diminuicdo nos niveis de monoaminas. Uma série de mecanismos tém sido
relacionados a patogénese da depressdo. O estresse oxidativo, bem como os
fatores neurotréficos, sendo o BDNF o mais importante entre eles, tém recebido
atencao especial (NG et al.,, 2008; KRISHNAN; NESTLER, 2008; CHUNG et al.,
2013). Por isso, fez-se relevante, além da avaliagdo comportamental, avaliar
também, no presente estudo, as alteragbes neuroguimicas presentes nos animais

€expostos ao estresse.
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As espécies reativas de oxigénio (EROs) conhecidas como radicais livre
estdo envolvidas com o surgimento de varias doencgas, principalmente no sistema
nervoso central devido a vulnerabilidade destes tecidos a acdo do estresse
oxidativo. O envolvimento do estresse oxidativo com o0s transtornos psiquiatricos
como a depressao tem sido abordado em estudos com drogas antidepressivas
capazes de regular a atividade antioxidante (HERKEN et al., 2007; LI et al., 2003).

Pacientes deprimidos apresentam distarbios oxidativos, incluindo dano
oxidativo, com aumento de EROs e ERNSs, e funcdo enzimatica dos sistemas
antioxidantes diminuida (OCZAN et al., 2004; NG et al., 2008; MAES et al., 2011b).
O estresse oxidativo causa danos as proteinas e ao DNA no cérebro, levando a
lesdo e apoptose de neurdnios. Além da peroxidacdo lipidica e da reducdo da
atividade das enzimas antioxidantes, o estresse oxidativo também leva ao aumento
do catabolismo dos neurotransmissores monoaminérgicos, mecanismos estes
relacionados a fisiopatologia da depresséao (BILICI et al., 2001).

A inibicdo das isoformas neuronal e induzivel da NOS foi demonstrada
que previne o aparecimento de sintomas da depressdo em roedores e O
desenvolvimento do modelo de depresséo induzida por estresse (DHIR; KULKARNI,
2007; WANG; AN; ZHANG, 2008).

Ozcan et al.,, 2004 e Kuloglu, 2002 afirmaram que os radiacais livres séo
espécies quimicasreativas produzidas durante o0 estresse oxidativo como a
peroxidacao lipidica da menbrana celular, em excesso e ndo controlados pelos
sistemas de defesa enzimético ocorre dano na membrana celular, ao DNA, podendo
levar a morte neuronal. Os radicais livres podem ser controlados pela acdo de
enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase — SOD, catalase e glutationa
peroxidase e atravées do controle dos niveis de peroxidacao lipidica.

A superéxido dismutase (SOD) corresponde a uma familia de enzimas
com diferentes grupos proteicos em sua composicdo. Nos sistemas eucariontes
existem duas formas de SOD. Algumas drogas antidepressivas tém mostrado um
aumento na expressao de genes de importantes enzimas antioxidantes, como a
superéxido dismutase. Ja foi observado que a Fluoxetina pode reverter e prevenir o
dano oxidativo observado no estresse psicologico induzido como evidenciado pela
elevacdo ndo s6 da atividade da SOD, mas também pela ativacdo de uma série de
componentesa-chave do sistema antioxidante endégeno (KOLLA et al, 2005; ZAFIR
& BANU, 2007).
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O anion superoxido (02-) é um radical livre extremamente téxico, produto
da interacdo entre as moléculas de oxigénio e elétrons provenientes da cadeia
transportadora nas mitocondrias, € convertido por acdo da SOD a peroxido de
hidrogénio (H202) um radical menos toxico, que por sua vez é detoxicado pela
glutationa peroxidase (GSH-Px) que necessita da glutationa reduzida (GSH)
servindo como fator desta enzima. Essas enzimasconstituem um sistema
antioxidante enddgeno, que atua prevenindo o dano neuronal induzido pela EROs. A
gluationa € uma enzima especializada na remocéo de peréxidos do mesmo modo
gue a catalase, mas estas tem localiza¢gGes distintas no SNC. Os componentes do
da glutationa peroxidase, GSH, glutationa redutase e NADPH estdo presentes na
mitocondria e no citoplasma dos neurdnios (REMMEN et al., 2004).

Além de mensurar a formacdo de produtos citotoxicos decorrentes da
liberacdo de EROs, para determinar-se a ocorréncia de desequilibrio oxidativo,
pode-se verificar a concentracdo de componentes antioxidantes. Dessa forma, foram
determinados os niveis de GSH, a principal defesa antioxidante da célula, que é
usada como substrato para que a enzima glutationa peroxidase converta o peroxido
de hidrogénio (uma ERO) em agua (KULAK et al.,2013).

Os grupos experimentais foram submetidos ao estresse agudo através do
teste do nado forcado antes da realizacdo do experimento para a dosagem da
guantidade da enzima Superoxido dismutase SOD. Os resultados demonstraram
gue o pré tratamento com o Timol em ambas as doses nao alterou significativamente
a quantidade de SOD nas éareas cerebrais analisadas em relacdo aos controles. No
entanto uma elevecdo nos niveis de GSH em todas as areas cerebrais analisadas.
Sendo a GSH um cofator enzimatico esses resultados sugerem que o peréxido de
hidrogénio produzido pela SOD poderia ter sido detoxicado pela GSH e que o Timol
apresenta um efeito antioxidante por aumentar os niveis de GSH nas trés areas
estudadas.

Este fato também pode ser devido & acdo do Timol sobre outros sistemas
antioxidantes nessas areas, como a catalase, uma enzima que pode, assim como a
glutationa peroxidase, promover a detoxificacdo do peroxido de hidrogénio (GUPTA
et al., 2015; NUNES et al., 2015).

A catalase € uma enzima antioxidante encontrada no sistema nervoso
central, ela é responséavel por converter o peréxido de hidrogénio (H202) em agua.

O peroxido de hidrogénio pode se difundir facilmente pelas membranas celulares e
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reagir com metais de transi¢cao, gerando o radical hidroxila, este pode causar danos
ao DNA, RNA, &s proteinas, lipidios e membranas celulares do nucleo (BARREIROS
et al., 2006). O estudo de Ferreira & Matsubara, 1997 reforca que a catalase sendo
uma hemoproteina citoplasmatica encontrada no sangue, medula 0ssea, mucosas,
rim e figado tem sua atividade dependente de NADPH e a suplementacdo de
catalase endogena previne a oxidacdo de GSH mediada pelo H202 em eritrécitos
humanos normais.

Aanalise da producdo de catalasefoi avaliada em nosso estudo e os
animais pré tratados com o Timol nas dose na 50mg/kg tiveram uma reducao
significativa na producao de catalase no corpo estriado. Estes resultados sugerem
uma acdo antioxidante do timol especialmente na regido do corpo estriado.
Corroborando com estes achados mais especificamente com relacdo a producéo de
catalase em areas cerebrais de animais pré tratados foi demonstrado no teste do
nado forcado que a Riparina Ill ndo alterou a atividade da catalase nos animais que
nao foram submetidos ao teste do nado forcado, resultado semelhante ocorrido com
0 grupo controle, ja os animais desafiados com o nado forcado houve aumento da
producdo de catalase no grupo controle e uma reducdo em corpoestriado, cortex
pré-frontal e hipocampo dos animais pré-tratados com a Riparina lll, sugerindo a
reverséo da atividade da enzina (MELO, 2012).

A administracdo de drogas antidepressivas, dentre elas a imipramina,
reduziu a atividade das enzimas superoxido dismutase e catalase no tecido cerebral
de animais submetidos ao estresse (ZAFIR et al., 2009). Corroborando com esses
achados o estudo dos mecanismos envolvidos no efeito antidepressivo do Carvacrol,
0S animais submetidos ao estresse agudo através de convulsdes induzidas pela
pilocarpina,sugeriu um efeito antioxidante do Carvacrol com a reducao significativa
dos niveis de catalase no hipocampo (MELO, 2014).

A producdo de radiacais livres pode levar a peroxidagdo lipidica pode
gerar o rompimento da menbrana celular através de alteragbes na sua estrutura, 0
que ocasiona a formacdo de produtos que sdo toéxicos para a célula como o
Malonildialdeido- MDA. Os estudos desenvolvidos em nosso laboratério por Silva et
al., 2007; Melo 2012; Teixeira, 2013; Santos 2014; Melo 2014 para a avaliacdo da
peroxidacdo lipidica foi utilizada a mensuragdo das espécies reativas do &cido
tiubarbittrico (TBARS), através da analise dos niveis de malonildialdeido (MDA). O

pré tratamento dos animais com o acetato de citronelila diminuiu os niveis de MDA
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no hipocampo dos animais submetidos ao teste do nado forgado (SANTOS, 2014),
ja o pré tratamento dos animais com Carvacrol reduziu os niveis de MDA em todas
as areas estudas de camundongos submetidos ao teste de convulséo induzida por
pilocarpina (MELO, 2014).

No nosso estudo os animais foram submetidos ao estresse agudo através do
teste do nado forcado antes da realizacdo das dosagens de MDA. Os resultados
demonstraram que o Timol foi capaz de diminuir significativamente os niveis de MDA
em todas as areas cerebrais analisadas,portanto a peroxidacéao lipidica induzida pelo
estresse agudo promovido através do desespero comportamental , foi revertida pelo
Timol, sugerindo em efeito neuroprotetor semelhante ao Carvacrol e o acetato de
citrolelila.

Segundo o estudo de Leal, et al., 2005, os altos niveis de peroxidacéo
lipidica e um simultaneo declinio de macanismos antioxidantes podem levar ao dano
celular e consequente estresse oxidativo. A peroxidacdo lipidica ocorre devido a
interacOes entre radicais livres de diversas origens e acidos graxos insaturados e
lipidicos. Este fenbmeno envolve um amplo espectro de alteracdes e a consequente
degeneracdo da membrana celular pode contribuir para o desenvolvimento de
trnstornos de desordens no metabolismo lipoproteico, o autor relata ainda que a
peroxidacdo lipidica de estruturas celulares é uma consequéncia da atividade dos
radicais livres.

A excessiva producdo de espécies reativas derivada do oxigénio (EROS),
decorrente de excitotoxicidade, induz morte neuronal e diversas alteracbes
neurolégicas, que participam na etiologia de varias patologias, incuindo a depresséo.
O nitrito € um metabdlito estavel do NO, pode estar associado com a fisiopatologia
da depressédo, uma vez que elevados niveis de peroxinitrito e seu prercursor o 0xido
nitrico, tem sido bem documentado na fisiopatologia da depresséo induzida pelo
estresse (WEGENER et al., 2010; RICHARD et al. 2007; OZCAN et al., 2004).

Os resultados do nosso estudo demonstraram que o Timol foi capaz de
diminuir significativamente os niveis Nitrito/Nitrato em todas as areas cerebrais
analisadas em relagdo aos controles. Resultados semelhantes foram evidenciados
com o pré tratamento dos animais com a Riparina Ill no estudo de Melo, 2012.

No nosso estudo, o timol foi capaz de reduzir o dano oxidativo causado
pelo estresse do nado forcado, como demonstrado na diminuicdo dos niveis de

nitrito e MDA no cortex prée-frontal, corpo estriado e hipocampo dos animais. Esse
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resultado esta de acordo com estudos anteriores, em que diversos antidepressivos
sdo capazes de diminuir o dano oxidativo, sendo este, portanto, um possivel
mecanismo da atividade antidepressiva do Timol (NG et al., 2008; GUPTA et al.,
2015).

Além do estresse oxidativo, os fatores neurotroficos tém sido relacionados
a patogénese da depressao, dentre eles, o BDNF tem recebido atencéo especial. De
acordo com a Hipotese Neurotréfica, a exposicdo ao estresse reduz a expressao de
BDNF, principalmente em regides limbicas, envolvidas na cognicdo e emocéo,
consequentemente diminuindo essas funcdes (DUMAN, MONTEGGIA, 2006).
Estudos mostram que os antidepressivos sao capazes de reverter esse quadro,
aumentando os niveis de BDNF (SIUCIAK et al., 1997; SOUSA et al., 2015;
VASCONCELOS et al., 2015; GAWALI et al., 2016).

De fato, o BDNF exerce seus efeitos, em parte, ao se ligar aos receptores
TrkB, aumentando a fosforilagdo do CREB (CAMP response element binding protein)
(LIU et al., 2016), que esta envolvido com os déficits emocionais induzidos pelo
estresse (LI et al., 2015). A sinalizacdo de BDNF- TrkB exerce um papel importante
na modulacdo de diversas funcdes, como a liberagdo de neurotransmissores e a
resposta pdés sindptica aos neurotransmissores, possuindo relacdo direta com a
terapia antidepressiva (KOZISEK; MIDDLEMAS; BYLUND, 2008; YI et al., 2014;
YAN et al., 2016).

O tratamento com antidepressivos, apesar de fornecer uma boa resposta,
sabe-se que nem sempre é eficaz, e esta relacionado a altos indices de resisténcia
(AMSTERDAM, HORNIG-ROHAN, 1996; MCINTYRE et al., 2014). Segundo
diversos autores, a resisténcia ao tratamento com os antidepressivos pode estar
relacionada a um polimorfismo no gene BDNF, que pode ser induzido pelo estresse
(EGAN et al., 2003; HOSANG et al., 2014; EL-HAGE et al., 2015; JIANG et al.,
2017). Esse polimorfismo (Val66Met), que consiste na substituicdo do aminoacido
valina por metionina no cédon 66 do BDNF, mostrou alterar a expressdo e o
processamento de BDNF, bem como a sinalizagdo BDNF-TrkB. Isso pode afetar a
funcdo do eixo HHA e os niveis de cortisol apds exposicao ao estresse (EGAN et al.,
2003; IBARGUEN-VARGAS et al., 2009; SANCHEZ et al., 2011; HOSANG et al.,
2014; EL-HAGE et al., 2015; JIANG et al., 2017).

Essas alterac6es nos niveis de BDNF sdo importantes principalmente a

nivel hipocampal, visto que essa é uma area cerebral relacionada n&o apenas ao
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aprendizado e memoéria, mas também extensivamente estudada no contexto da
depressao(SHELINE, 2011; DESHMUKH, KNIERIM, 2012; BAI et al., 2014).

Reducdes no volume hipocampal tem sido encontrados nos pacientes
que apresentaram diversos episodios depressivos quando comparados aqueles que
estavam em remissdo ou que estavam em seu primeiro episddio, sugerindo uma
relacdo com a severidade da doenca (MC QUEEN et al., 2003.)

No estudo de Fortunato, (2009) os animais foram tratados agudamente
com harmina e imipramina e o seu comportamento foi avaliado através do teste do
nado forcado e do campo aberto.Observou-se que a harmina em doses de 10 e 15
mg / kg, e imipramina 20 e 30 mg /kg reduziram o tempo de imobilidade sem afetar
a atividade locomotora. Em seguida, apos a dissecacao do hipocampo os niveis de
BDNF foram analisados, foi evidenciado um aumento dos niveis de BDNF no
hipocampo dos animas que receberam a maior dose de harmina.

O tratamento com Timol bem como o antidepressivo padréo, imipramina,
foi capaz de reverter o dano causado pelo estresse agudo no teste do nado forcado
de maneira significativa, elevando os niveis de BDNF. Esse dado sugere que a
atividade antidepressiva do Timol pode ser decorrente de estimulagéo a producao de
fatores neurotroéficos, indicando uma potencial atividade neuroprotetora.

Considerando as hipoteses que explicam a depressao o presente estudo
confirmou o efeito antipedressivo do timol e a relacao deste efeito com os
mecanismos monoaminérgicos, antioxidantes e neuroprotetores. Este estudo ainda
pode ser ampliado no sentido de buscar seus possiveis efeitos sobre o mecanismo
inflamatorio envolvidos na depressédo. Além disso estudos de biding podem ser
executados para confirmar suas acBes nos receptores monoaminérgicos,
fornecendo dados para a continuacdo da busca da comprovacdo da eficcia
terapéutica do timol ndo somente através de outros testes experimentais como
também um potencial translacional do timol através testes clinicos, que possam no
futuro viabilizar seu uso sozinho ou associado a outros medicamentos ja existentes

no tratamento de transtornos psiquiatricos como a depressao.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo da toxicologia e dos efeitos da administracdo aguda de timol nas
doses de 25 e 50 mg/Kg levou a vérias consideracdes:

- A avaliagao da toxicidade aguda do timol classificado por categoria 5 com
baixo risco de toxicidade, ndo apresentou alteracdes histoldégicas na analise dos
orgaos.

-Na avaliacdo da toxicidade com doses repetidas ndo foram encontradas
alteracdes significativas com relagdo aos parametros bioguimicos e hematoldgicos.

- Com relagdo aos mecanismos envolvidos no efeito antidepressivo do timol
foram analisados no teste do nado forcado através da administracdo dos
antagonistas especificos. Seu efeito foi revertido pelo pré-tratamento dos animais
com antagonistas serotonérgicos como a Ritanserina e o Ondansetron, ja este efeito
nao foi evidenciado na presenca do NAN-190, um antagonista do receptor 5SHT1A.

-Foi evidenciado um aumento nos niveis das monoaminas através do HPLC,
noradrenalina, dopamina, e principalmente da serotonina e reduziu 0sS seus
respectivos metabdlitos.

- Seguindo a investigacdo dos mecanismos de acao foi realizada investigagcao
do estresse oxidativo através da inducdo de estresse nos animais pelo teste do nado
forcado, onde os resultados demosntraram que:

- A guantidade de SOD nao foi alterada,

- O timol reduziu a atividade da catalase no corpo estriado;

- Reduziu os niveis de MDA e Nitrito em todas as &reas cerebrais estudadas;
- Aumentou os niveis de GSH em todas as areas cerebrais estudadas;

- Aumentou os niveis de BDNF no hipocampo.
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8 CONCLUSAO

Estes resultados sugerem que o timol oferece baixos riscos de toxicidade,
apresenta efeitos antidepressivos provavelmente relacionados aos sistemas:
noradrenérgico, dopaminérgico e serotonérgico sugerindo a participacdo dos
receptores 5SHT2A/2C e 5HT3, apresenta propriedades antioxidantes e um possivel
efeito neuroprotetor.
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