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RESUMO

A depressao e a ansiedade, atualmente, sdo os transtornos psiquiatricos mais frequentes na so-
ciedade. Dados da Organiza¢do Mundial de Saide mostram que a depressdo ¢ uma das princi-
pais causas de incapacidade no mundo, sendo considerada um problema de saude publica, ge-
rando impactos negativos para a sociedade e para os sistemas publicos. Globalmente, estima-
se que 4,4% da populagdo mundial sofre de transtorno depressivo e 3,6% de transtorno de an-
siedade. As hipoteses disponiveis sobre a fisiopatologia da depressao sdo baseadas em estudos
que investigam o estresse psicossocial e seus hormonios, neurotransmissores, neurocircuitos,
fatores neurotrdficos, ritmo circadiano e envolvimento do sistema imune. O objetivo deste es-
tudo foi investigar o efeito antidepressivo e ansiolitico do tratamento agudo com Riparina IV
em modelos comportamentais e neuroquimicos, em camundongos. Para isso, foram realizados
testes comportamentais, como o do nado for¢ado e suspensdo da cauda, na avaliagdo do efeito
antidepressivo, labirinto em cruz elavada e placa perfurada, na investigag¢do da atividade ansi-
olitica, campo aberto e barra giratéria, para avaliar a atividade locomotora espontanea e coor-
denacdo motora; testes neuroquimicos, como a dosagem de monoaminas e seus metabolitos, de
citocinas e o estresse oxidativo no hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado; e predigao
computacional da farmacocinética, afinidade e modo de liga¢ao da Riparina IV a alvos da neu-
rotransmissdo monoaminérgica e GABAérgica. Este projeto foi aprovado pelo comité de ética
em pesquisa em animais da Universidade Federal do Ceard. Os resultados mostraram que a
Riparina IV apresentou, em testes comportamentais, agdo antidepressiva e ansiolitica, sem mo-
dificar a atividade locomotora e a coordena¢do motora. A substdncia aumentou os niveis de
monoaminas e seus metabolitos no hipocampo, cortex pré-frontal e no corpo estriado de ca-
mundongos. Além disso, foi verificado o envolvimento dos sistemas noradrenérgico (02), do-
paminérgico (D1 e D2), serotoninérgico (5-HT2a2c e 5-HT3) e GABAérgico no mecanismo de
acao da Riparina I'V e um efeito neuroprotetor, principalmente na regido hipocampal, observado
com a diminui¢do dos niveis de malondialdeido e nitrato/nitrito e aumento da glutationa redu-
zida, atividade enzimatica da catalase e da superoxido desmutase. /n silico, a Riparina IV de-
monstrou atravessar a barreira hematoencefalica, ter alta absor¢do gastrintestinal e afinidade
para interagir com os receptores MAO-B e D2 e os transportadores de serotonina e dopamina,
podendo ser uma substancia promissora para o tratamento da depressdo e depressdo associada
a ansiedade.

Palavras-chave: Riparina. Depressdo. Monoaminas Biogénicas. Estresse Oxidativo. Neuroin-

flamagao.



ABSTRACT

Depression and anxiety are the most frequently occurring psychiatric disorders in society. Data
from the World Health Organization show that depression is a major cause of disability in the
world and is considered a public health problem, generating negative impacts on society and
public systems. Overall, it is estimated that 4.4% of the world population suffers from depres-
sive disorder and 3.6% from anxiety disorder. Theories on pathophysiology of depression are
based on studies investigating psychosocial stress and related hormones, neurotransmitters,
neurocircuits, neurotrophic factors, circadian rhythms, and the immune system. The aim of this
study was to investigate the antidepressant and anxiolytic effects of acute treatment with Ri-
parin IV in behavioral and neurochemical models in mice. Behavioral tests, such as forced
swimming test and tail suspension test, were performed to investigate the antidepressant-like
effects. Elevated plus maze and hole-board test were used to investigate anxiolytic-like effects.
Open field and Rotarod, to evaluate spontaneous locomotor activity and motor coordination. In
addition, the effects of riparin IV on neurochemicals tests such as monoamines and their me-
tabolites, on cytokines (IL-6 and TNF-a) and oxidative stress in the hippocampus, prefrontal
cortex and striatum were evaluated and computational prediction of the pharmacokinetics, af-
finity and mode of binding of Riparin IV to monoaminergic and GABAergic neurotransmission
targets. This project was approved by the animal research ethics committee of the Federal Uni-
versity of Ceard. The results showed that riparin IV produced antidepressant-like and anxio-
lytic-like behavioral effects without modifying locomotor activity and motor coordination. The
substance increased levels of monoamines and their metabolites in the hippocampus, prefrontal
cortex and striatum of mice. In addition, the involvement of the noradrenergic (o2), dopamin-
ergic (D1 and D2), serotonergic (5-HT2a/2c and 5-HT3) and GABAergic systems in the mech-
anism of action of Riparin IV and a neuroprotective effect, mainly in the hippocampal region,
observed with the decrease of malondialdehyde and nitrate / nitrite levels and the increase of
reduced glutathione, catalase and superoxide desmutase enzyme activity. /n silico, riparin IV
has been shown to cross the blood-brain barrier, to have high gastrointestinal absorption and to
have affinity to interact with the MAO-B and D2 receptors and serotonin and dopamine trans-
porters, and may be a promising substance for the treatment of depression and associated de-
pression anxiety.

Keywords: Riparin. Depression. Biogenic Monoamines. Oxidative Stress. Neuroinflamma-

tion.
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1. INTRODUCAO

A depressao e a ansiedade, atualmente, sdo os transtornos psiquitricos mais fre-
quentes na sociedade. Dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) mostram que a depres-
sdo ¢ uma das principais causas de incapacidade no mundo (OPS/OMS, 2017), sendo conside-
rada um problema de satde publica, gerando impactos negativos para a sociedade e para os
sistemas publicos (OLIVEIRA et al., 2017). Globalmente, estima-se que 4,4% da populagio
mundial sofre de transtorno depressivo e 3,6% de transtorno de ansiedade. No Brasil, a depres-
sdo atinge aproximadamente 5,8% da populacdo (n =11 548 577) e os disturbios relacionados
a ansiedade afetam 9,3% (n =18 657 943) (WHO, 2017).

O Instituto Nacional do Seguro Social concedeu, somente em 2018 no Ceara, quatro
auxilio-doenca por dia para pessoas que ndo tinham condigdes de continuar trabalhando devido
a depressdo. Um total de 1.741 auxilios no ano, o que evidencia um aumento de 38,6% se
comparado aos indices registrados em 2017 (DIARIO DO NORDESTE, 2019).

Enquanto a depressdo, uma doenga cronica, tem como principal caracteristica mo-
dificagdo do humor, associada ou ndo, a alteragdes cognitivas, psicomotoras e vegetativas, a
ansiedade, por sua vez, estéd relacionada com medo, ansiedade excessiva e perturbagdes no com-
portamento, caracterizada pela antecipagdo de uma ameaca (SOUZA, 2017). Além de manifes-
tarem-se de forma isolada, a depressdo e a ansiedade podem aparecer de forma associada.

Atualmente, no mercado, existem diversos medicamentos disponiveis para tratar
estas duas patologias, porém, apresentam efeitos adversos desagradéveis, o que pode gerar
abandono do tratamento, elevado tempo de laténcia para o efeito terapéutico (em média de 15
dias), o que ¢ preocupante para uma doenca associada a alto indice de suicidio, e oneroso custo
do tratamento. Frente a isso, fica evidente a necessidade de desenvolver novos fairmacos que
possam apresentar melhor eficicia, diminui¢do da laténcia do efeito terapéutico, diminuigado
das recaidas e menos efeitos adversos indesejaveis e que apresentem um menor custo do trata-
mento (OPAS/OMS, 2018).

O laboratério de neurofarmacologia da Universidade Federal do Ceard (UFC), tem
se esforcado na busca constante por novas substancias capazes de tratar de forma mais eficiente
os transtornos psiquiatricos. Em estudos anteriores realizados em nosso laboratorio, o timol, o
carvacrol e as Riparinas I, II e III mostraram efeitos antidepressivos, além de melhorarem os
sintomas ansiosos, em testes comportamentais e neuroquimicos (DE SOUSA et al., 2007;
LOPES et al., 2018; MELO, 2013; OLIVEIRA, 2012; SOUSA et al., 2004; TEIXEIRA et al.,
2013; VASCONCELOS et al., 2015).
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Devido a comprovada atividade central das Riparinas I, II e III em modelos animais,
e sendo a Riparina IV um analogo estrutural dessas substancias, torna-se interessante o estudo
do seu potencial efeito antidepressivo e ansiolitico, através da investigacdo de seu mecanismo

de acdo e de possiveis efeitos antioxidantes.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Depressao: aspectos clinicos, terapéuticos e fisiopatoldégicos.

A depressdo ¢ uma doenca comum em todo o mundo, com uma estimativa de 350
milhdes de pessoas afetadas, sendo sua prevaléncia maior entre as mulheres. Esta doenga pode
ser entendida como uma perturbagdo caraterizada pela tristeza, perda de interesse e do prazer,
sentimentos de culpa e baixa autoestima, alteragdo do sono, do apetite, cansago excessivo e
baixa concentragao (OPAS/OMS, 2017; SOUSA et al., 2017).

De acordo com a AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014 os transtor-
nos depressivos podem ser classificados em: transtorno disruptivo da desregulagdo do humor,
transtorno depressivo maior, transtorno depressivo persistente, transtorno disforico pré-mens-
trual, transtorno depressivo induzido por medicamento, transtorno depressivo devido a outra
condi¢cdo médica, outro transtorno depressivo especificado e transtorno depressivo nao especi-
ficado. Tem como caracteristica comum a presenga de humor triste, vazio ou irritavel, acom-
panhado de alteracdes somaticas e cognitivas.

O transtorno depressivo maior ¢ caracterizado por episddios distintos, de pelo me-
nos duas semanas de duracdo, envolvendo alteracdes no afeto, na cogni¢ao, em fungdes neuro-
vegetativas e remissdes interepisddicas (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014;
HIRSCHFELD, 2014).

Os antidepressivos, medicamentos que apresentam mecanismos de a¢do levemente
diferentes, sdo amplamente utilizados no tratamento dos transtornos depressivos. Estdo dispo-
niveis no mercado diferentes classes desses farmacos, a saber: inibidores da monoamina oxi-
dase (i-MAO), antidepressivos triciclicos (ADT), inibidores seletivos da recaptagdo de seroto-
nina (ISRS), inibidores da recaptacdo de serotonina e noradrenalina (IRSN), inibidores de re-
captacdo/antagonistas de serotonina, antagonista alfa-2 com a¢do serotoninérgica e nora-
drenérgica, inibidores da recaptacdo de noradrenalina e dopamina (IRND) (Figura 1). A maioria
deles tem eficacia terapéutica semelhante, e a maior vantagem clinica dos demais antidepressi-
vos frente aos i-MAO e ADT parece estar relacionada com a auséncia de cardiotoxicidade e
menor prevaléncia de efeitos adversos anticolinérgicos do que com a sua eficacia em tratar a

depressdo (CIPRIANI et al., 2018; DE SOUSA et al., 2015; SCHENKEL et al., 2016).
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Figura 1 - Farmacos utilizados no tratamento da Depressao.
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Fonte: Adaptado de RANG et al. (2016).

As teorias disponiveis sobre a fisiopatologia da depressdo sdo baseadas em estudos
que investigam o estresse psicossocial e seus horménios, os neurotransmissores (serotonina,
noradrenalina, dopamina, glutamato e GABA), os neurocircuitos, os fatores neurotroficos, o
ritmo circadiano e o envolvimento do sistema imune (SOUZA, 2017; VISMARI; ALVES;
PALERMO-NETO, 2008).

2.1.1 Neurotransmissores Monoaminérgicos e Depressao

Fung¢des monoaminérgicas alteradas estdo relacionadas a fisiopatologia do trans-
torno depressivo. Essa teoria sugere que a depressdo seja consequéncia de uma menor disponi-
bilidade de monoaminas cerebrais, em especial de serotonina e noradrenalina. Tal proposi¢ao
¢ reforcada pelo conhecimento do mecanismo de a¢cdo da maioria dos antidepressivos, que se
baseia no aumento desses neurotransmissores na fenda sinaptica. (OGAWA; TSUCHIMINE;
KUNUGI, 2018; VISMARI; ALVES; PALERMO-NETO, 2008).

O sistema monoaminérgico tem origem em pequenos nucleos no tronco cerebral e
mesencéfalo, projetando-se pelo cortex e sistema limbico, e ¢ composto por neurdnios que con-
tém serotonina (5-HT), noradrenalina (NA), dopamina (DA), que sdo liberados e ligam-se em
receptores encontrados em neurdnios pés-sinapticos. Em pacientes depressivos ocorre uma di-
minui¢cdo dos niveis sindpticos desses neurotransmissores que, junto com a acetilcolina, exer-

cem efeitos de modulacdo e integracdo de atividades corticais e subcorticais e na regulagdo da
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atividade psicomotora, apetite, sono ¢ do humor (BAHLS, 1999; MARATHE et al., 2018;
VIANA et al., 2018).

A serotonina, produto da hidroxilag¢do e carboxilagdo do triptofano, ¢ produzida no
nucleo da rafe e distribuida por todo cérebro. E secretada por neurdnios serotonérgicos e age
em receptores pré e pos-sinapticos. Foram caracterizados multiplos subtipos de receptores de
5-HT e todos eles, a exce¢ao do 5-HT3 que ¢ do tipo canal i6nico regulado por ligante, estdo
acoplados a proteina G. Em geral, os receptores 5-HT; inibem a adenilil ciclase, os 5-HT> au-
mentam a renovagado do fosfatidilinositol e os 5-HT4, 5-HTs ¢ 5-HT7 estimulam a adenilil ci-
clase (REIS, 2007).

Evidencias apontam o envolvimento de vérios subtipos de receptores 5-HT na an-
siedade e depressdo. A ativagdo de 5-HTa reduz a liberacdo de serotonina por feedback nega-
tivo nos neuronios do nucleo de rafe, estando associado a ansiedade na idade adulta (BLIER et
al., 1998; RICHARDSON-JONES et al., 2011). Os receptores 5-HT g podem ser um impor-
tante alvo farmacoldgico no tratamento da depressdo, pois estdo associados na reatividade ao
estresse €, ao contrario dos receptores 5-HTa, estdo localizados em terminais pré-sindpticos
serotonérgicos e ndo serotonérgicos em todo o cérebro, inibindo a liberagdo de neurotransmis-
sores (LIU et al., 2015; NAUTIYAL et al., 2016; NEUMAIER; EDWARDS; PLOTSKY,
2002; RUF; BHAGWAGAR, 2009).

Os receptores 5-HT>c e 5-HT3 sdo expressos em varias estruturas limbicas como o
hipocampo (HIP), amigdala e cortex pré-frontal (CPF). A superatividade dos 5-HT>c pode con-
tribuir para a etiologia da depressdo e ansiedade uma vez que vitimas de suicidio apresentam
niveis aumentados desses receptores. Por sua vez, os 5-HT3 desempenham papel importante na
funcdo cognitiva e emocional (WACKER et al., 2013; YOHN; GERGUES; SAMUELS, 2017).

A serotonina interfere sobre quase todas as fungdes cerebrais, estimulando ou ini-
bindo GABA, o que leva a regulacdo do humor, sono/virgilia, atividade sexual, apetite, do ritmo
circadiano, fendmenos cognitivos, entre inimeros outros efeitos (DE DEURWAERDERE; DI
GIOVANNI, 2017; OLIVIER et al., 2017). Um dos mecanismos para o término da agdo desse
neurotransmissor da-se-a pelo transportador de recaptacdo de serotonina (SERT), uma proteina
transmembrana pertencente a familia de transportadores de neurotransmissores dependente de
Na'/Cl', que capta a serotonina, regulando seus niveis na sinapse. Um outro processo ¢ a de-
gradacdo enzimatica pela enzima monoamina oxidase (MAQ) que converte a serotonina em 5-
hidroxiindolacetaldeido (5-HIAA) (ANDREWS et al., 2015).

O sistema noradrenérgico, por sua vez, modula a vigilia, respostas ao estresse, fun-

¢do neuroendocrina, controle da dor e atividade do sistema nervoso simpatico. A agdo da
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noradrenalina se d4 por meio de receptores adrenérgicos, classificados como a e 3, tendo maior
afinidade por receptores do tipo a, particularmente a2 (PYTKA et al., 2016; WATERHOUSE;
NAVARRA, 2018). A noradrenalina estd envolvida na excitacao fisica e mental, bem como na
regulagdo do humor. O locus ceruleus, localizado na ponte, ¢ um sistema de projecdo generali-
zado que libera NA para todo o SNC (WATERHOUSE; NAVARRA, 2018).

Embora a patogenia da depressdo esteja associada, tradicionalmente, pela desregu-
lacdo do sistema de serotonina e noradrenalina, estudos apontam, também, o envolvimento do
sistema dopaminérgico na fisiopatologia da depressdo. A dopamina, um neurotransmissor ca-
tecolaminico, € precursor da norepinefrina e da epinefrina, e esta envolvida em muitos sintomas
observados na depressdo, como a anedonia e falta de motivagio (GRACE, 2016;
LANDSBERG, 2018). Este neurotransmissor ¢ oxidado a acido diidroxifenilacético (DOPAC)
pela acdo sequencial das enzimas MAO e aldeido desidrogenase (AD). A seguir, a catecol-O-
metiltransferase (COMT) oxida o DOPAC a HVA, o metabdlito mais estavel da dopamina, que
¢ excretado na urina (STANDAERT; GALANTER, 2009).

Cinco subtipos de receptores de dopamina (D1, D2, D3, D4 € Ds) sdo conhecidos e
medeiam essencialmente todas as suas fungoes fisiologicas que incluem movimento voluntario,
recompensa, regulacdo do sono, afeto, atencdo, além de influenciar o sistema imunologico, as
funcdes cardiovascular, renal, gastrointestinal, entre outras (BEAULIEU; ESPINOZA;
GAINETDINOV, 2015). Originalmente, as propriedades dos receptores de dopamina foram
classificadas de acordo com seu efeito sobre a formagao de monofosfato ciclico de adenosina
(cAMP). A ativagdo dos receptores de classe D1 leva a um aumento do cAMP, enquanto dos
receptores D2 inibe a sua produgdo. A classe D1-simile contém dois receptores de dopamina
(D1 e DS5), enquanto a classe D2-simile contém trés receptores (D2, D3 e D4) (Quadro 1)
(STANDAERT; GALANTER, 2009).

Quadro 1 - Familias de receptores de dopamina e sua distribui¢do no Sistema Nervoso Central.

Familia do Receptor Familia do Receptor
D1 (D1-simile) D2 (D2-simile)
Sistemas
((116 Seeun- TCAMP (p ro:[ cina G JcAMP (proteina G inibit6ria)
0s men- estimulatdria)
sageiros
D1 D5 D2 D3 D4
Distribui- | Estriado Hipo- Estriado Tubérculo olfatério Cortex frontal Me-
¢d0 no Neocortex campo Substéncia negra Nucleus accumbens dula oblonga Me-
SNC Hipota- Hipofise Hipotalamo sencéfalo
lamo

Fonte: Adaptado de Standaert e Galanter (2009).
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Evidéncias indicam que ndo ¢ uma disfun¢@o no proprio sistema de DA, mas a rup-
turas dentro de sistemas relacionados que fornecem controle aferente do sistema dopaminér-
gico. Assim, a maioria dos estudos que destacam o papel do sistema de DA na depressdo con-
vergem para uma regulacdo negativa desse sistema (BELUJON; GRACE, 2017).

A disfungdo da neurotransmissdo dopaminérgica no sistema mesolimbico pode
contribuir para a anedonia, perda de motivacao e retardo psicomotor em transtornos depressivos
graves. A anedonia, definida como interesse diminuido em resposta a estimulos que anterior-
mente eram percebidos como recompensadores, ¢ um sintoma particularmente dificil de tratar
e os antidepressivos como os ISRS ndo sdo eficazes no tratamento de déficits de afeto positivo,
como a motivacdo e o comprometimento cognitivo relacionado a recompensa na depressao
(SALAMONE et al., 2016).

A oxidacdo de serotonina, noradrenalina e dopamina por MAO ¢ um dos principais
mecanismos de geracdo de perdxido de hidrogénio (H202) no cérebro (BARBOSA;
MEDEIROS; AUGUSTO, 2006). Por sua elevada reatividade, o H>O> pode reagir e formar
uma série de espécies reativas, como as espécies reativas do oxigénio (ERO) e, quando nao
neutralizadas, podem levar ao estresse oxidativo, exacerbar a inflamagao e promover dano te-

cidual (MAES et al., 2018).

2.1.2 Estresse Oxidativo e Depressao

Alteragdes na biologia oxidativa estdo sendo reconhecidas amplamente como rota
critica do dano que envolve a fisiopatologia das doengas psiquiatricas induzidas pelo estresse
(BERK, 2007). Evidéncias sugerem que o estresse oxidativo pode estar aumentado em distur-
bios psiquiatricos, incluindo a depressdao (PANDYA; HOWELL; PILLAI, 2013).

O estresse oxidativo ¢ causado pelo desequilibrio entre a producao de espécies re-
ativas de oxigénio (ERO) e a sua remocao através de sistemas enzimaticos ou ndo enzimaticos
(Figura 2). Danos oxidativos em células e 6rgaos podem ser causados por radicais livres (supe-
roxido, radical hidroxila) ou moléculas ndo radicais, como o peroxido de hidrogénio e seus
derivados e espécies reativas de nitrogénio (ERN) (DURACKOVA, 2014; HALLIWELL,
2000).
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Figura 2 — Desequilibrio entre a produ¢do de Espécies Reativas de Oxigénio e siste-

mas antioxidantes participantes do estresse oxidativo.
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Fonte: Autoria propria.

Os radicais livres causam danos estruturais em proteinas, lipidios e no acido deso-
xirribonucleico (DNA), levando a apoptose e morte celular (SIWEK et al., 2013). Tem sido
sugerido que o aumento do estresse oxidativo e a reducdo das defesas antioxidantes desempe-
nham um papel na fisiopatologia da depressao (BLACK et al., 2015).

Existe muitos biomarcadores para mensurar a extensao do estresse oxidativo. Até
o momento, ndo ha consenso sobre os biomarcadores mais apropriados e a validade de muitos
ainda deve ser estabelecida (JORDAN et al., 2018). Niveis de antioxidantes sdo apenas infor-
mativos da homeostase redox, portanto seus niveis diminuidos ndo significam, necessaria-
mente, dano oxidativo (SCHIEBER; CHANDEL, 2014). Estudos mostram de forma bastante
consistente que a peroxidagdo lipidica expressa pelo malondialdeido (MDA), medida com o
ensaio de substancias 4cidas reativas com o acido tiobarbitirico (TBARS), estd aumentada na
depressdo (PALTA et al., 2014). O MDA ¢ o produto da reagdo entre espécies reativas de oxi-
génio/nitrogénio e lipidios poli-insaturados. Este método tem como limita¢ao o fato do MDA
ndo ser um produto especifico da peroxidagdo lipidica, podendo o proprio ensaio TBARS gerar
MDA, causando superestimacdo dos niveis. Portanto, 0 MDA ndo pode ser considerado uma
representacao 6tima do estresse oxidativo in vivo, mas ha caracteristicas do teste TBARS que

o tornam util como testes de triagem (GHANI et al., 2017).
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O oxido nitrico (NO) ¢ um radial livre encontrado na maioria das células e nos
fluidos extracelulares. Esta envolvido em uma variedade de processos fisiologicos e patolégicos
(PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007). Sua mensura¢ao ¢ tecnicamente dificil, pois o NO
tem uma meia-vida bioldgica curta (estimada em segundos) devido a sua rapida reagdo com
uma variedade de moléculas (HILL ef al., 2010). A principal via para o metabolismo do NO ¢
a sua oxidacdo em nitrito e nitrato. O nitrito tem meia-vida de alguns minutos e pode, ainda,
ser oxidado a nitrato, que possui meia-vida superior. Em geral, as técnicas de medi¢do do NO
podem ser diretas (o alvo da medi¢do é o proprio NO) ou indiretas, sendo a mensuragdo de
nitrito/nitrato bastante utilizada (método indireto) (CSONKA et al., 2015).

Os mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo incluem, ainda, uma cascata
de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), que acelera a dismutagdo do
anion superoxido (027) a oxigénio e peroxido de hidrogénio (H202), que ¢ posteriormente de-
sintoxicado pelas enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A acdo coordenada
da SOD com as enzimas GPx e CAT protege contra o dano oxidativo por decompor o H,O> a
H>O e Oy, (HALLIWELL, 2007; SCHREIBELT et al., 2007). A detoxificacao de peroxidos
exercida pela GPx ¢ acoplada a diminui¢do da disponibilidade de glutationa reduzida (GSH),
devido a sua oxidacdo, a qual forma glutationa oxidada (GSSG), que pode ser reduzida a GSH
por uma enzima chamada glutationa redutase (GR) (Figura 3 e Figura 4) (GODLEWSKA;
NEAR; COWEN, 2015; ZITKA et al., 2012).
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Figura 3 - Formagdo de Espécies Reativas de Oxigénio e a capacidade da célula de

neutralizar essas moléculas, levando a morte ou sobrevivéncia celular

Sobrevivéncia
celular

Morte S
celular

Fonte: BETTIO (2016).

Legenda: Superéxido (O2), Oxigénio (02), Agua (H20), Radical Hidroxila (OHe), Superdxido Dismu-
tase (SOD), Peroxido de Hidrogénio (H20»), Glutationa Peroxidase (GPX), Glutationa Redutase (GR),
Glutationa Reduzida (GSH), Glutationa Oxidada (GSSG).

A GSH desempenha um papel importante na defesa antioxidante, no metabolismo
de nutrientes e na regulagdo do metabolismo celular. Tem sido demonstrado que alguns disttr-
bios psiquidtricos sdo caracterizados pela deplecdo de GSH. O desequilibrio redox da GSH
pode ser uma causa primaria de disturbios cerebrais podendo, assim, ser usada como um bio-
marcador para o diagnostico dessas doengas (AHMAD et al., 2012; GAWRYLUK et al., 2011;
LAPIDUS et al., 2014; MORRIS et al., 2014; SCHAIRER et al., 2013).



Figura 4 — Defesas antioxidantes na prote¢do contra os radicais livres e a peroxidagao

lipidica.
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Fonte: Figura adaptada de Maes e colaboradores (2018).

Legenda: Superoxido (O2°), superoxido dismutase (SOD), peroxidos (H20,), glutationa peroxidase
(Gpx), ion ferroso (Fe>"), radicais hidroxila (OHe), radicais peroxinitrito (ONOQO"), per-hidroxila
(HO»), radicais perdxidos lipidicos (LOO7), hidroperoxidos lipidicos (LOOH), malondialdeido
(MDA), 6xido nitrico (NO), peroxinitrito (ONOOH), glutationa peroxidase (GPx)
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A depressdo também esta associada, além da reducdo das concentracdes de antio-

xidantes e aumento dos niveis de estresse oxidativo, a processos inflamatdrios e niveis elevados

de citocinas pro-inflamatorias (MAES et al., 2011). Estudos mostram que tanto o estresse

quanto a ativacdo subsequente de citocinas inflamatérias afetam negativamente a neurogénese

e a neuroplasticidade (KOO et al., 2010; PENG et al., 2008).

2.1.3 Sistema Imunoinflamatodrio e Depressao

Sugere-se que os processos inflamatdrios possam levar a depressdo por afetar os

neurotransmissores, diminuir a serotonina e induzir a toxicidade do glutamato ou aumento da

atividade do eixo Hipotadlamo-Hipofise-Adrenal (HHA) (MILLER; RAISON, 2016). O sistema

de resposta inflamatoria ativa o eixo HHA, levando a produgdo do hormoénio liberador de
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corticotrofina e do hormonio adrenocorticotrofico, além de aumentar o turnover de serotonina
e catecolaminas (NG et al., 2018).

Dos marcadores inflamatodrios, aqueles que demonstram alteragcdes na depressao
sdo as citocinas pro-inflamatdrias, principalmente as interleucinas (IL) (DOWLATI et al.,
2010). No geral, elas sdo produzidas por macrofagos, células natural killer e linfocitos T, mas
no cérebro a sua producdo ocorre, principalmente, pela microglia e astrécitos (FELGER;
LOTRICH, 2013).

As citocinas sdo divididas em pro-inflamatérias (p.ex. IL-1B, a IL-6 e o fator de
necrose tumoral o (TNFa)) e anti-inflamatoérias (p.ex. IL-4, IL-10 e IL-13) (Figura 5) (HAN;
YU, 2014). Elevagdes no sangue periférico de IL-1P3, IL-6 e TNF-a sdo biomarcadores que
podem ser utilizados na depressdo, embora alguns aspectos ainda sejam discutiveis (SEKI;
YOSHIDA; JAISWAL, 2018). Vérios estudos, em que os niveis de citocinas encontravam-se
aumentados, o tratamento com antidepressivos fez com que os indices voltassem ao normal. Os
ISRS, por exemplo, reduzem os niveis de IL-6 ¢ TNF-a (HANNESTAD; DELLAGIOIA;
BLOCH, 2011).

Figura 5 — Citocinas pr6 e anti-inflamatorias que podem ser utilizadas como biomarcado-

res na depressao

TNF-a
IL-1B

PRO-INFLAMATORIAS ANTI-INFLAMATORIAS

Fonte: Autoria propria.

A administragdo de lipopolissacarideos (LPS), uma endotoxina derivada de bacté-
rias, tem sido amplamente utilizada para investigar os mecanismos de depressdo, uma vez que
o LPS causa inflamagao, aumentando a produgdo de citocinas pro-inflamatdrias como IL-1,
IL-6 e TNF-a, podendo levar a comportamentos depressivos (BAY-RICHTER et al., 2011). A

IL-1pB suprime a proliferacdo do hipocampo, e o TNFa e a IL-6 exercem um efeito supressor
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direto na neurogénese do hipocampo (HACIMUSALAR; ESEL, 2018). O hipocampo ¢ uma
estrutura cortical localizada bilateralmente nos lobos temporais do cérebro e desempenha um
papel importante nas emogdes € memoria de longo prazo. Estudos relatam que, na depressao, o
volume dessa regido encontra-se reduzido (SCHOENFELD et al., 2017).

A IL-1p atravessa a barreira hematoencefalica e altera o eixo HHA, podendo regu-
lar a recaptagdo de serotonina da fenda sinéptica, resultando em sintomas depressivos (NG et
al., 2018).

Evidéncias mostram que a IL-6 desempenha um papel complexo e, provavelmente,
contraditdrio em varios processos bioldgicos de grande importancia para a saude mental. A IL-
6 ndo so tem efeitos inflamatérios promotores da doenga, mas também fornece feedback nega-
tivo sobre a liberacdao de outras citocinas pré-inflamatdrias (como o TNFa e IL-1B) e induz a
liberacdo de IL-10, a principal citocina anti-inflamatéria do organismo (RAISON; KNIGHT;
PARIANTE, 2018).

Uma metanalise mostrou que o estresse agudo aumentou IL-6 em pacientes com
depressao e que os niveis dessa citocina diminuiram significativamente apds o tratamento dessa
patologia (GOLDSMITH; RAPAPORT; MILLER, 2016; STRAWBRIDGE et al., 2015).

O TNF-a desempenha um papel importante no sistema imunologico e interage com
varios dominios fisiopatologicos relevantes para a depressao, incluindo o metabolismo dos neu-
rotransmissores, a fungdo neuroenddcrina e a plasticidade sindptica. Ele pode levar a ativagao
do eixo HHA e de transportadores neuronais de serotonina, além de estimular a indoleamina
2,3-dioxigenase, que ¢ responsavel por catabolizar o triptofano dando origem as kinureninas, o
que leva a diminuicdo da sintese de serotonina e promove sintomas depressivos (POSTAL;
APPENZELLER, 2015). O nivel elevado de TNF-a pode, ainda, suprimir a producido de NE no
hipocampo (FASICK et al., 2015).

2.2. Ansiedade: fisiopatologia e tratamento.

A ansiedade ¢ uma emog¢ao normal em circunstancia de ameaca. Por isso, acredita-
se que faga parte da reacdo evolutiva de “luta ou fuga” para a sobrevivéncia. O fendmeno en-
volve varias areas do encéfalo. Dentre as regides envolvidas, a amigdala representa a estrutura
chave do fendmeno, visto que a hiperatividade dos circuitos ligados a ela determina o surgi-
mento dos sintomas ansiosos (STAHL, 2014).

De acordo com a 5° edigdo do Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-5), os transtornos de ansiedade sdo classificados como: transtorno de ansiedade

generalizado, de separacdo, induzido por substancia/medicamento, devido a outra condi¢do
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médica, especificado, ndo especificado, transtorno de panico, agorafobia, fobia social, fobia
especifica e mutismo seletivo (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014). Ainda
que os critérios diagnosticos sejam diferentes para os diversos transtornos de ansiedade, consi-
dera-se que todos parecem ter sintomas superpostos de ansiedade ou medo associados a preo-
cupacdo (STAHL, 2014).

A neurobiologia dos transtornos de ansiedade ¢ complexa e envolve interagdes am-
bientais e genéticas. O circuito centrado na amigdala desempenha um papel critico no senti-
mento de medo e na etiologia dos transtornos de ansiedade (FERNANDES; CARVALHO,
2016).

A hiperexcita¢do de conexdes reciprocas entre amigdala e o cortex cingulado an-
terior e entre a amigdala e o cortex orbitofrontal estdo implicados sobre os sentimentos de medo.
Da mesma forma, as respostas motoras ao medo, como a luta ou fuga e a paralisagdo, estdo
relacionadas pela hiperativag@o reciproca entre a substancia cinzenta e a amigdala. Outra cone-
x30 envolvida no medo ocorre entre a amigdala e o hipotdlamo. Os neurdnios hipotaldmicos
sdo regulados pela amigdala e pelo hipocampo. (SOARES, 2017).Sabe-se que as alteragdes
nesses circuitos tém origem neuroquimica, estando associadas com um estado de excessiva
excitabilidade do sistema nervoso central (SNC) e/ ou prejuizos dos sistemas GABAérgicos,
serotonérgicos e noradrenérgicos (MANN et al., 2014).

O écido y-aminobutirico (GABA) ¢ o principal neurotransmissor inibitoério do SNC
e tem papel regulador importante na diminui¢do da atividade de numerosos neuronios, como 0s
da amigdala. O GABA ¢ sintetizado a partir do glutamato e seus principais tipos de receptores
sdo 0 GABAA, GABAB e GABAc (GAUTHIER; NUSS, 2015; NAFFAA et al.,2017; STAHL,
2014). Os receptores GABAA sdo canais idnicos regulados por ligante, consistindo de um aglo-
merado pentamérico, constituido de 18 ou mais subunidades diferentes (Figura 6). Sdo os re-
ceptores de maior importancia por possuirem um papel central na regulagdo da excitabilidade
cerebral, através de seus efeitos inibitorios e por serem alvos de importantes drogas tais como

os benzodiazepinicos, hipnoéticos sedativos, barbituricos e dlcool (BRAAT; KOOY, 2015).
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Figura 6 - Receptor 4cido gama-aminobutirico do tipo A (GABAA).
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Fonte: JACOB; MOSS; JURD (2008).

Os principais grupos de farmacos utilizados para tratar os transtornos ansioso sao
os benzodiazepinicos e os antidepressivos (Quadro 2). Os benzodiazepinicos, farmacos depres-
sores do SNC, se ligam a subunidades especificas do receptor GABA, aumentando a frequén-
cia de abertura dos canais i6nicos de cloreto mediados pelo GABA, sendo uteis para tratar
estados de ansiedade aguda. Apresentam, como desvantagens, sedacdo, amnésia, hipnose,
coma, indu¢do de dependéncia e tolerancia fisica. O Flumazenil ¢ um antagonista do sitio de
ligacdo de GABAA para estes farmacos, sendo utilizado em casos de superdosagem (COPLAN
et al., 2015; SIVILOTTI, 2016).

Entre os antidepressivos, os mais eficazes nos disturbios de ansiedade generalizada,
social e fobias sdo os ISRS. Uma vantagem dos antidepressivos no tratamento da ansiedade ¢
também tratar a depressdo frequentemente associada, embora necessitem de, em média, trés

semanas para demonstrarem seus efeitos terapéuticos (BANDELOW et al., 2014).



Quadro 2 — Farmacos utilizados no tratamento da Ansiedade.

Classe ‘ Exemplos Mecanismo de agdo Efeitos
Alprazolam | Ligam-se a subunidades especificas do | Efeitos depressores dependen-
Clonazepam | receptor de GABAA em sinapses neu- | tes da dose sobre o SNC, in-

2]
3 Diazepam ronais do SNC, facilitando a frequén- | cluindo sedacéo e alivio da
& Estazolam cia de abertura dos canais i0nicos de ansiedade, amnésia, hipnose,
N
‘.g Flurazepam | cloreto mediados pelo GABA —au- anestesia, coma e depressao
]
g Lorazepam mento da hiperpolarizagdo da mem- respiratoria.
M .
Midazolam brana.
Oxazepam
Amobarbital | Ligam-se a subunidades especificas do | Efeitos depressores dependen-
Butabarbital | receptor de GABAA em sinapses neu- | tes da dose sobre o SNC, in-
" Pentobarbital | ronais do SNC, aumentando a duragdo | cluindo sedagdo e alivio da
o
-2 Fenobarbital | de abertura dos canais ionicos de clo- | ansiedade, amnésia, hipnose,
S Secobarbital | reto mediados pelo GABA —aumento | anestesia, coma ¢ depressao
<
;M da hiperpolarizagdo da membrana. respiratoria. Relagdo dose-res-
posta mais acentuada que a
dos benzodiazepinicos.

g Buspirona Mecanismo incerto: agonista parcial Inicio lento (1-2 semanas) dos

Qo

§ dos receptores de 5-HT, mas também | efeitos ansioliticos, compro-

Q

2 E com afinidade pelos receptores D2. metimento psicomotor mi-

3 A :

S o nimo.

g3

=)

o

en

<

Fonte: Adaptado de Katzung; Masters e Trevor (2017).

2.3. Atividades Farmacologicas das Riparinas
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A partir do fruto ndo maduro da planta Aniba riparia foram isoladas algumas alca-

midas, tais como o éter metilico de N-benzoil-tiramina (Riparina I), (O-metil)-N-2-hidroxiben-

zoil-tiramina (Riparina II) e (O-metil)-N-2,6-dihidroxibenzoil-tiramina (Riparina III)

(BARBOSA-FILHO et al., 1987). BARBOSA-FILHO; YOSHIDA; GOTTLIEB, 1990, poste-

riormente sintetizaram essas alcamidas naturais (Figura 7). A Riparina IV (RipIV) ¢ uma das

substancias sintéticas que possui 0 mesmo nucleo das Riparinas isoladas da Aniba riparia.
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Figura 7 - Estrutura quimica das Riparinas I, II, Il e IV.

R
MeO 9 :
Riparinal —-R» =R3=R4=Rs=Rs=H
Riparina I -R2 =OH; R3 =R4=Rs =Rs=H
Riparina Il - Ro =Rs = OH; R3=R4=Rs=H
Riparina IV — Rz = R¢ = H; R3 = R4 =R5 = OMe
Fonte: NASCIMENTO et al. (2016a).

As Riparinas, forma como foi denominada essas alcamidas (BARBOSA-FILHO,
1997), sdo alcaloides ndo heterociclicos, mais especificamente uma alcamida formada pela
unido da tiramina ¢ do acido benzoico (ARAUJ 0, 2007; CARVALHO, 2011). A estrutura qui-
mica das Riparinas mostrou-se interessante para que testes neurocomportamentais fossem ini-
ciados. O interesse advém do fato de essas substancias apresentarem em sua estrutura quimica
uma molécula com reconhecida atividade central, a tiramina, o que aponta para uma possivel
acao central das Riparinas. No cérebro, a tiramina ¢ produzida endogenamente e parece funci-
onar modulando os efeitos da dopamina. A tiramina (Figura 8) ¢ degradada pela MAO, tipos A

e B, encontrados na superficie externa da membrana externa da mitocondria (SCHMIDT;

FERGER, 2004).

Figura 8 - Estrutura quimica da Tiramina.

NH,

HO

Fonte: SIGMA-ALDRICH (2018).

De Sousa e colaboradores (2005, 2014) demonstraram que a Riparina I tem efeitos

no sistema nervoso central com efeitos ansioliticos e antidepressivos, provavelmente por sua
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interacdo com os sistemas noradrenérgico, dopaminérgico e serotonérgico. A Riparina I, ainda,
foi capaz de diminuir tanto a nocicep¢do quanto o volume do edema de pata induzidos por
glutamato, sugerindo que possa atuar como antagonista dos receptores glutamatérgicos envol-
vidos no processo inflamatorio. Assim, esta substancia apresenta propriedades anti-inflamat6-
rias pela inibicdo de mediadores como histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas, glu-
tamato e 6xido nitrico, sem aparentemente nenhum envolvimento do sistema opioide neste pro-
cesso (ARAUJO, 2007).

Investigacdes prévias com a Riparina Il demonstraram que esta molécula apresenta
atividade antinociceptiva, evidenciada nos modelos de nocicep¢do quimica induzida pelo acido
acético, formalina, capsaicina e glutamato. Foi demonstrado, também, que a administragdo de
Riparina I desencadeia em camundongos efeitos ansiolitico e antidepressivo que sdo despro-
vidos de interferéncia da atividade locomotora espontanea (DE SOUSA et al., 2007; LEITE,
2008; LOPES et al., 2018; SOUSA et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2013).

Estudos com Riparina III demonstraram sua eficacia no tratamento da depressao
associada a ansiedade (MELO, 2006; VASCONCELOS et al., 2015), além do efeito antinoci-
ceptivo em modelos de dor em camundongos, podendo sua agdo esta relacionada com recepto-
res glutamatérgicos, serotonérgicos, muscarinicos, dopaminérgicos, opioide e sistema oxidoni-
trérgico (VASCONCELOS et al., 2015; VASCONCELOS, 2015).

Devido a comprovada atividade central das Riparinas I, II e III em modelos animais,
e sendo a Riparina IV um analogo estrutural dessas substancias, torna-se interessante a investi-
gacdo do seu potencial farmacologico, dado que os tratamentos dos transtornos depressivos e
de ansiedade representam desafios para os sistemas de satude, frente a necessidade de tratar
pacientes de forma mais eficaz, diminuindo efeitos adversos e tempo de laténcia, melhorando,
assim, os cuidados gerais de saude mental (Figura 9) (CIPRIANI et al., 2018).

Atualmente, ha um debate preocupante sobre a eficacia e custo dos tratamentos dos
transtornos psiquiatricos, em especial a depressao, em que os beneficios de curto prazo sdo, no
geral, modestos, e o balanco de beneficios e danos a longo prazo ¢ frequentemente pouco estu-
dado. Portanto, a inovagdo na psicofarmacologia ¢ de importdncia crucial e necessaria

(CIPRIANI et al., 2018).
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Figura 9 — Efeitos farmacologicos das Riparinas I, II, IIT e IV.

MOLECULA ORIGEM

EFEITOS FARMACOLOGICOS

RIPARINAI NATURAL

RIPARINA I NATURAL

RIPARINA I

RIPARINA IV SINTETICA

/OQ/\ 0
. "~
o
/O

Anticonvulsivante
Antidepressivo e ansiolitico
Antimicrobiana
Antinociceptivo

Hipotensor

Miorrelaxante

Anti-inflamatorio
Anticonvulsivante
Antidepressivo e ansiolitico
Antimicrobiana
Antinociceptivo

Hipotensor

Anti-inflamatoério
Anticonvulsivante
Antidepressivo e ansiolitico
Antimicrobiana
Antinociceptivo
Espasmadico

Hipotensor

Miorrelaxante

Anti-inflamatoério
Antimicrobiana
Antinociceptivo

Fonte: ARAUJO, 2007; ARAUJO et al., 2009; CARVALHO, 2016; CASTELO-BRANCO et al., 2000;
CATAO et al., 2005; DE SOUSA et al., 2005, 2007, 2014; DIAS, 2012; LEITE, 2008; LOPES et al., 2018;
MARQUES et al., 2005; MELO et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2016b; OLIVEIRA, 2012; SEIXAS, 1996;
SOUSA et al., 2004, 2008; TEIXEIRA et al., 2013; THOMAS et al., 1994; VASCONCELOS et al., 2015;

VASCONCELOS, 2015.
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2.4. Modelagem in silico no desenvolvimento de farmacos

A modelagem in silico desempenha um papel significativo na pesquisa farmacéu-
tica, funcionando como um meio eficiente de identificar potenciais compostos bioativos e au-
xiliar no desenvolvimento de possiveis drogas para diversas doengas (HASSAN BAIG ef al.,
2016). Atualmente, estdo disponiveis varios modelos computacionais para a previsao eficaz e
bem-sucedida das propriedades de compostos, tais como a solubilidade, pKa, permeabilidade,
biodisponibilidade oral, penetracdo na barreira hematoencefalica, permeagao cutanea, metabo-
lismo, volume de distribui¢do, ligagdo as proteinas, transportadores, depuracdo, predicdo de
toxicidade e propriedades farmacodinamicas (GHOSH et al., 2016; YANG; VALERIO;
ARVIDSON, 2009).

Uma das abordagens para a pesquisa virtual de firmacos consiste em utilizar um
banco de dados com alvos moleculares de interesse farmacéutico e realizar uma triagem re-
versa, ou seja, analisar uma molécula frente a esses diversos alvos, para identificar as proteinas
com forte afinidade de ligacdo com a substancia estudada (LI et al., 2013). Os métodos de
triagem reversa sdo importantes técnicas computacionais para identificar novos alvos macro-
moleculares de drogas existentes ou moléculas ativas e para analisar seus mecanismos funcio-
nais ou efeitos colaterais, baseando-se em principios espaciais e energéticos (PATEL et al.,
2015).

Apesar de uma série de aplicagdes bem-sucedidas do desenho assistido por compu-
tador para o design moderno de medicamentos, existem limitagdes. Em particular, como qual-
quer sistema hipotético, os resultados devem ser validados em sistemas reais, € muitas molécu-
las identificadas usando desenho assistido por computador falharam em exibir as atividades
desejadas em sistemas biologicos (SCHNEIDER, 2010).

Para superar limitagdes e melhorar a precisdo sdo necessarias atualizacdes regulares
de ferramentas e algoritmos. A confiabilidade do banco de dados e as moléculas experimentais
validadas de alta qualidade devem ser desenvolvidas e atualizadas. Os bancos de dados devem
conter dados detalhados sobre gendmica e protedmica, informagdes sequenciais de alta quali-

dade, propriedades fisico-quimicas e estruturais (SHEYNKMAN et al., 2016).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Investigar o efeito antidepressivo e ansiolitico do tratamento agudo com Riparina

IV em modelos comportamentais e neuroquimicos, em camundongos.
3.2. Objetivos Especificos

e Realizar a curva dose-resposta para escolhas das doses a serem trabalhadas.
e Avaliar os efeitos da Riparina IV nos seguintes modelos comportamentais:

o Atividade antidepressiva-simile na suspensdo da cauda, nado forcado e
participagdo  dos  sistemas  dopaminérgicos,  serotonérgicos €
noradrenérgicos;

o Atividade ansiolitica-simile na placa perfurada, labirinto em cruz elevado e
participagdo do sistema GABAérgico;

o Atividade motora e relaxante muscular no campo aberto e barra giratoria,
respectivamente.

e Investigar o mecanismo antidepressivo da Riparina IV através dos seguintes
testes neuroquimicos:

o Participagdo do sistema monoaminérgico através da determinagdo, por
CLAE, dos niveis de monoaminas e seus metabolitos no HIP, CPF e CE;

o Estresse oxidativo neuronal, no hipocampo (HIP), cortex pré-frontal (CPF)
e corpo estriado (CE), por meio da determinagdo da taxa de peroxidagdo
lipidica (niveis de MDA), producdo de nitrito/nitrato, niveis de glutationa
reduzida, atividade das enzimas antioxidantes catalase e superoxido
dismutase;

o Envolvimento do sistema neuroinflamatério através da dosagem, por
ELISA, de IL-6 e TNF-a.

e Predizer, in silico, a farmacocinética e a afinidade e modo de ligacao da Riparina

IV a alvos da neurotransmissdo monoaminérgica e GABAérgica.
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4. METODOLOGIA
4.1. Animais

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus) variedade Swiss, adultos,
do sexo masculino, pesando entre 25-30g, provenientes dos Biotérios do Departamento de Fi-
siologia e Farmacologia e do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimentos de Medicamentos, man-
tidos em caixas de propileno 23 + 2 °C, com ciclos claro/escuro de 12 em 12 horas, recebendo
racdo padrdo (Purina Chow) e dgua. Os animais foram colocados em jejum de sélidos de 5
horas, antes da realizagdo de cada experimento em que a via oral foi utilizada para a absor¢ao
das substancias. Os animais utilizados nos testes comportamentais receberam os farmacos em
dose tnica e foram submetidos a, no maximo, trés testes distintos. Para a realizagdo dos testes
neuroquimicos, o teste do nado forgado foi utilizado como agente estressor. Os protocolos ex-
perimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Fe-

deral do Ceard, sob os processos 68/2014 (anexo I) e 72/2017 (anexo II).
4.2. Substancias

A RiplV foi sintetizada no laboratorio de Tecnologia Farmacéutica da Universidade
Federal da Paraiba, pelo professor Barbosa Filho (BARBOSA-FILHO, 1997), a partir do aco-
plamento do éter metilico da tiramina com o éster do 4cido 2,5 dihidroxibenzbdico (SEIXAS,
1996). Em todos os experimentos, a RipIV foi dissolvida em tween® 80 a 3%, diluida em agua
destilada e administrada de forma aguda.

Na avaliagdo da atividade antidepressiva foram empregados como padrao referén-
cia a bupropiona 30mg/kg, a imipramina (10mg/kg, para o teste do nado forgado e 30mg/kg no
teste de suspensdo da cauda) e a fluoxetina 35mg/kg. Para o antagonismo dos receptores dopa-
minérgicos foram utilizados SCH23390 15ug/kg (D1) e sulpirida 50mg/kg (D2); dos serotonér-
gicos, ritanserina 4mg/kg (5-HT2a2c) € ondansentrona 0,1mg/kg (5-HT3), e dos noradrenérgi-
cos, prazosina 62,5mg/kg (a1) e ioimbina Imgkg (a2) (DE SOUSA et al, 2014;
MANTOVANI, 2003; TEIXEIRA et al., 2013).

Nos testes para avaliar a atividade ansiolitica da RipIV foram utilizados como pa-
drdo referéncia o diazepam nas doses de Img/kg e 2mg/kg e como antagonista do sistema GA-
BA¢érgico o Flumazenil 2,5mg/kg (ABREU, 2013; DE SOUSA et al., 2014; OLIVEIRA, 2012)
(quadro 3).
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Quadro 3 — Substancias utilizadas nos testes comportamentais € neuroquimicos.

NILNENGEN Fabricantes ‘ NILNENGEN ‘ Fabricantes
Bupropiona Nova Quimica Brasil® Ondansentrona Sigma-Aldrich Brasil Ltda®
Diazepam Unido Quimica Brasil® Prazosina Sigma-Aldrich Brasil Ltda®
Flumazenil Sigma-Aldrich Brasil Ltda® Riparina IV ;zk:éﬁtig;i? %eF"Il;gcnologia Far-
Fluoxetina Sandoz Brasil® Ritanserina Sigma-Aldrich Brasil Ltda®
Imipramina EMS Brasil® SCH23390 Sigma-Aldrich Brasil Ltda®
Ioimbina Sigma-Aldrich Brasil Ltda® Sulpirida Sigma-Aldrich Brasil Ltda®

4.3. Desenho experimental

A figura 10 mostra a sequencia dos experimentos para a investiga¢do da atividade

antidepressiva e ansiolitica da Riparina IV.
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Figura 10 — Testes realizados para a investigacdo da atividade antidepressiva e ansiolitica da

Riparina IV.

___y Curva Dose-resposta —» Nado Forcado
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Fonte: Autoria propria.

4.4. Curva Dose-resposta

Os animais receberam RiplV, por via oral, nas doses de 5, 10, 12,5, 25, 50, 100 e
200 mg/kg e o controle recebeu dgua destilada com tween® 80 a 3% (veiculo). Apds 60 minutos
do tratamento, os animais foram submetidos ao teste do nado for¢ado, durante 5 minutos, ¢
mensurado o tempo de imobilidade do animal como pardmetro para a escolha das melhores

doses para se trabalhar.
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4.5. Testes Comportamentais
4.5.1. Teste do Nado Forcado

O teste do nado for¢ado tem sido amplamente empregado para a triagem de drogas
antidepressivas e seus mecanismos de acdo (CRYAN; MARKOU; LUCKI, 2002). Neste teste
foram utilizados tanques cilindricos de 22 cm de diametro e 40 cm de altura contendo agua
fresca até¢ a metade do recipiente. Os animais foram separados em 6 grupos, cada um com 8
animais: bupropiona 30 mg/kg, imipramina 10 mg/kg, fluoxetina 35 mg/kg, veiculo e os grupos
RipIV 50 mg/kg e 100 mg/kg (todos v.0.). Ap6s 60 minutos da administragdo, os animais, um
por vez, foram colocados no tanque e o tempo de imobilidade, em segundos, foi registrado
durante 5 minutos. O animal foi considerado imével quando permaneceu flutuando na agua
fazendo apenas movimentos suaves necessarios para manter a cabeca acima da agua

(PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977).
4.5.1.1. Sistema Dopaminérgico

Grupos distintos foram pré-tratados com SCH23390 15 pg/kg (antagonista dopa-
minérgico D1) ou sulpirida 50 mg/kg (antagonista dopaminégico D2), via i.p., e ap6s 30 minu-
tos receberam, por v.o., veiculo, Riparina IV 50 mg/kg ou bupropiona 30 mg/kg. Aguardado
60 minutos, os animais foram colocados no aparato para a realizagdo do teste do nado for¢ado

e foi avaliado o tempo de imobilidade, por 5 minutos.
4.5.1.2. Sistema Serotonérgico

Grupos distintos foram pré-tratados, via i.p., com ritanserina 4mg/kg, antagonista
do receptor 5-HT2a/2c, ou ondansentrona 0,1mg/kg, antagonista do receptor 5-HT3, e apos 30
minutos receberam, v.o., Riparina IV 50 mg/kg ou veiculo ou fluoxetina 35mg/kg. Aguardado
60 minutos, os animais foram colocados no aparato para a realizagao do teste do nado for¢cado

e foi avaliado o tempo de imobilidade, por 5 minutos.
4.5.1.3. Sistema Noradrenérgico

Grupos distintos foram pré-tratados, via i.p., com prazosina 62,5 mg/kg, antagonista
noradrenérgico al, ou ioimbina Img/kg, antagonista noradrenérgico 02, e ap6s 30 minutos re-
ceberam, por v.o. Riparina IV 50 mg/kg ou veiculo ou imipramina 10 mg/kg. Aguardado 60
minutos, os animais foram colocados no aparato para a realizagdo do teste do nado forgado e

foi avaliado o tempo de imobilidade, por 5 minutos.
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Quadro 4 - Avaliacdo da farmacodinamica antidepressiva utilizando antagonistas especificos

no teste comportamental do nado forgado.

Sistema Antagonista Grupos Consideracdes
SCH23390 (SCH) (1. Veiculo (n=8)
o -D1 2. RiplV (n=8) Os antagonistas foram
CE)o 3. BUP (n=6) administrados por via in-
5 Sulpirida (SUL) - |4. SCH + Veiculo (n=6) traperitoneal (i.p.) € 0s
g D2 5. SCH + RiplV (n=8) demais por v.o.
g 6. SCH + BUP (n=6)
8 7. SUL + Veiculo (n=6)
8. SUL + RiplV (n=8)
9. SUL + BUP (n=6)
Ritanserina (RIT) [1. Veiculo (n=8)
— 5-HT2anc 2. RiplV (n=8) Os antagonistas foram
‘g 3. FLU (n=6) administrados por via in-
%’3 Ondansentrona 4. RIT + Veiculo (n=6) traperitoneal (i.p.) € 0s
g (OND) —5-HT3 |5. RIT + RiplV (n=8) demais por v.o.
o 6. RIT + FLU (n=6)
? 7. OND + Veiculo (n=6)
8. OND + RiplV (n=8)
9. OND + FLU (n=6)
Prazosina (PRA) - | 1. Veiculo (n=8)
o al 2. RiplV (n=8) Os antagonistas foram
CE)o 3. IMP (n=6) administrados por via in-
5 4. PRA + Veiculo (n=6) traperitoneal (i.p.) € 0s
§ Ioimbina (IOI) - |5. PRA+RiplV (n=8) demais por v.o.
i ) 6. PRA+ IMP (n=6)
2 7. 10I + Veiculo (n=6)
8. IOI + RiplV (n=8)
9. I0I + IMP (n=6)

Fonte: Autoria Propria.

4.5.2. Teste de Suspensao da Cauda

Este teste avalia os efeitos de antidepressivos sobre o comportamento de desamparo

aprendido, que mede a dura¢do do comportamento direcionado a fuga como uma varidvel as-
sociada ao efeito antidepressivo (CRYAN; MOMBEREAU, 2004). Neste experimento os ani-
mais foram separados em seis grupos (n=8): bupropiona 30 mg/kg, imipramina 30 mg/kg, fluo-
xetina 35 mg/kg, veiculo e os grupos RipIV 50 mg/kg e 100 mg/kg (todos v.0.). Apos 60 mi-
nutos da administra¢do os animais, um por vez, foram suspensos e presos com fita adesiva a
aproximadamente 1 cm da ponta da cauda, numa plataforma a 58 cm acima da bancada e, du-
rante 6 minutos, foi observado o tempo de imobilidade do animal, em segundos (STERU et al.,

1985).
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4.5.3. Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Através do teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE), € possivel avaliar o potencial
efeito ansiolitico de uma substincia. Este modelo explora o conflito entre a tendéncia natural
de roedores de explorar ambientes novos e a aversdao que camundongos apresentam a altura e
espagos abertos. O aparato ¢ formado por quatro bragos, dois abertos e dois fechados, ambos
opostos, em forma de cruz. Os bragos abertos e fechados estdo ligados por uma plataforma
central. O aparelho estd elevado a uma altura de 45 cm do chdo. Para este experimento foram
feitos 4 grupos, cada um com 8§ animais. O padrao referéncia recebeu diazepam 1mg/kg, v.o.,
o controle veiculo, v.o., um grupo experimental RiplV 50mg/kg e o outro 100mg/kg (ambos
por v.0.). Apds 60 minutos da administragdo, os animais, um por vez, foram colocados no cen-
tro do aparato com a cabeca voltada para um dos bragos fechados e foram registrados o numero
de entradas e o tempo de permanéncia em ambos os bragos, abertos e fechados, durante 5 mi-
nutos (HANDLEY; MITHANI, 1984; LISTER, 1987; PELLOW et al., 1985).

Para fins estatisticos sdo considerados apenas os pardmetros relacionados aos
bragos abertos. A porcentagem de entradas nos bragos abertos (PEBA) foi calculada dividindo-
se o numero de entradas nos bracos abertos (NEBA) pelo nimero total de entradas nos bragos
abertos e fechados, multiplicado por 100. De forma semelhante foi calculada a porcentagem do

tempo em que os animais permaneceram nos bragos abertos.

Quadro 5 - Calculo da porcentagem do niimero de entradas nos bragos abertos e porcentagem

do tempo de permanéncia nos bragos abertos.

CALCULO DO PEBA E PTBA

PEBA = NEBA x 100 / (NEBA + NEBF)
PTBA =TPBA x 100 / (TPBA + TPBF)

Fonte: Autoria Propria.

NEBA (Numero de entradas nos bragos abertos); TPBF (Tempo de permanéncia nos bragos fechados);
NEBF (Numero de entradas nos bragos fechados); PEBA (Percentagem de entrada nos bragos abertos);
TPBA (Tempo de permanéncia nos bragos abertos); PTBA (Percentagem do tempo de permanéncia nos bragos abertos)

A fim de investigar o possivel envolvimento do receptor GABAA no efeito ansi-
olitico da RiplV, foram feitos outros trés grupos, cada um com 8 animais. Os animais dos trés
grupos foram pré-tratados com FLZ (2,5 mg/kg, i.p.) 15 minutos antes de receberem, por v.o.:

veiculo (grupo 1), RipIV 50mg/kg (grupo 2) e DPZ 1mg/kg (grupo 3). Apds 60 minutos, foi
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realizado o teste no LCE. Para anélise estatistica, o grupo FLZ + RipIV 50 foi comparado com

o grupo RipIV 50, enquanto que os demais grupos foram comparados aos respectivos controles.

Quadro 6 - Esquema do tratamento para avaliar o envolvimento do recepto GABAAa.

Tratamento FLZ + Veiculo FLZ + RipIV 50 FLZ + DPZ

Fonte: Autoria Propria.
FLZ: flumazenil, DPZ: diazepam, RiplV: riparina IV

4.5.4. Teste da Placa Perfurada

O teste tem como aparato uma placa perfurada (60 x 30 cm) com 16 buracos es-
pacados uniformemente. Um aumento no ntimero e no tempo despendido espreitando os orifi-
cios da placa implica numa maior atividade exploratoria ou uma agdo ansiolitica, assim como
uma reducao neste pardmetro, quando comparados aos valores do grupo controle, ¢ compativel
com uma ag¢do ansiogéncia (FILE; PELLOW, 1985). Para este experimento foram analisados 4
grupos, cada um com 8 animais. O padrdo referéncia recebeu diazepam 1mg/kg, v.o0., o controle
veiculo, v.o., um grupo experimental RipIV 50mg/kg e o outro 100mg/kg (ambos por v.o.).
Apo6s 60 minutos da administragdo, os animais, um por vez, foram colocados na plataforma e
registrado o nimero de imersdes nos orificios da placa, durante 5 minutos (CLARK;

KOESTER; PEARSON, 1971).
4.5.5. Teste do Campo Aberto

Este experimento avalia a atividade exploratéria do animal. Foi utilizado um apa-
rato de acrilico com paredes transparentes, piso preto e dividido em 9 quadrantes iguais. Foram
feitos 4 grupos, cada um com 8 animais. O padrdo referéncia recebeu diazepam 2mg/kg, via
oral (v.0.), o controle veiculo, v.o., um grupo experimental RipIV 50mg/kg e o outro 100mg/kg
(ambos v.0.). Apds 60 minutos da administragdo, os animais, um por vez, foram colocados no
centro do campo aberto onde foram registrados o numero de cruzamentos com as quatro patas

(atividade locomotora espontanea - ALE), durante 5 minutos (ARCHER, 1973).
4.5.6. Teste da Barra Giratoria

O teste da Barra Giratoria (Rota Rod) avalia o efeito de relaxamento muscular ou
incoordenagdo motora produzidos por drogas em animais (CARLINI; BURGOS, 1979). Para

este experimento foram feitos 4 grupos, com 8 animais cada. O padrdo referéncia recebeu
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diazepam 2mg/kg, v.o0., o controle veiculo, v.o., um grupo experimental RipIV 50mg/kg e o
outro 100mg/kg (ambos por v.0.). Apos 60 minutos da administrag¢do, os animais, um por vez,
foram colocados com as quatro patas sobre uma barra de 2,5 cm de didmetro, elevada a 25 cm
do piso, em 12 rotagdes por minuto (rpm), por um periodo de 1 minuto. Foi registrado o tempo

de permanéncia na barra giratéria, em segundos (DUNHAM; MIYA, 1957).
4.6. Testes Neuroquimicos

4.6.1. Dosagem de Monoaminas por Cromatografia Liquida de Alta Eficién-
cia (CLAE)

A cromatografia ¢ uma técnica de separagdo fisico-quimica e seu principio ¢ base-
ado na eluicdo de uma fase movel através de uma coluna preenchida com uma fase estacionaria.
A CLAE baseia-se na distribuicdo dos analitos contidos em uma amostra entre a fase movel
liquida que ¢ eluida sob alta pressdo através de uma coluna cilindrica (fase estaciondria). Esta
técnica apresenta consideraveis vantagens, a saber: possibilidade de aplicacdo em um grande
nimero de amostras, boa precisdo, tempo de analise reduzido, notavel sensibilidade, boa repro-
dutibilidade, versatilidade (BRAGA, 2018).

A dosagem de monoaminas por CLAE foi realizada em homogenatos hipocampais,
pré-corticais e estriatais em grupos pré-tratados com agua destilada e tween® 80 a 3% (veiculo),
RipIV 50 ou 100 mg/kg, por via oral, submetidos ao teste do nado forgado e posteriormente
decapitados.

No preparo dos homogenatos, utilizou-se como tampdo o acido perclorico 0,1M
(HC1O4), em seguida, essa mistura (amostra + tampao) foi centrifugada por 15 minutos, a
15.000 rpm e uma aliquota de 20 uL do sobrenadante foi injetada no aparelho para a anélise.

Utilizou-se uma coluna, C18, com 25cm de comprimento, calibre de 4,6mm. A fase
movel foi preparada com 0,3g de cloreto de potassio, 19,2g de 4cido citrico, 0,520g de acido
heptanosulfonico, 0,06g de EDTA dissdédico, 188mL de metanol, 42mL de acetonitrila
(CH3CN) e q.s.p 2 litros com H>O ultrapura (Milli-Q, Millipore). A fase movel teve o pH ajus-
tado para 3,2 com hidréxido de sodio e, em seguida, Em seguida, foi procedida a filtracdo e
degaseificacao.

Noradrenalina (NE), dopamina (DA), acido diidroxifenilacético (DOPAC), acido
homovanilico (HVA), serotonina (5-HT) e acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) foram eletro-
nicamente detectados usando um detector amperométrico modelo Waters 2465 (Waters, Mil-

ford, MA, USA).
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Os padrdes foram preparados em uma concentracio final de 4 ng/20 pl de solucao
de NA, DA, 5-HT, DOPAC, HVA e 5-HIAA (Sigma, MO, EUA). A partir da area dos picos
desses padrdes, as concentracdes das amostras foram calculadas utilizando o programa Micro-

soft Excel e os resultados expressos em pg/g de tecido.

4.6.2. Estresse Oxidativo

A investigacdo da atividade antioxidante de RipIV foi realizada em homogenatos
hipocampais, pré-corticais e estriatais em grupos pré-tratados com veiculo, RipIV 50 ou 100
mg/kg, por via oral, submetidos ao teste do nado forgado e posteriormente decapitados para
dissecacdo das areas cerebrais. Estes homogenatos foram utilizados nas determinagdes do es-
tresse oxidativo - substancias acidas reativas com o acido tiobarbitarico, dos niveis de nitrito/ni-
trato, da concentracdo de glutationa reduzida, da atividade enzimatica da catalase e da supero-
xido dismutase.

As regides dissecadas foram colocadas em eppendorffs devidamente identificados,
pesados e conservados a -70°C para uso posterior. As areas foram estocadas durante um periodo
de no maximo 2 meses, e, quando utilizados, os tecidos foram considerados como tendo a
mesma viabilidade para experimentagdo daqueles que foram ensaiados imediatamente ou 24h

apos a dissecagdo (BURKE; GREENBAUM, 1987; FIEDLER; MARKS; COLLINS, 1987).

4.6.2.1. Determinacio da producio de substincias acidas reativas com

o0 acido tiobarbiturico (TBARS).

O grau de lipoperoxidacdo foi medido pela determinagdo das concentragdes de
MDA determinado pelo ensaio do TBARS, de acordo com o método de (DRAPER; HADLEY,
1990). Este teste ¢ baseado na reagdo do acido tiobarbittirico com os produtos de decomposigdo
hidroperoxidos. Um dos principais produtos formados no processo oxidativo ¢ o malondialde-
ido (MDA).

Os homogenatos das areas cererais foram preparados a 10% utilizando solucdo de
cloreto de potassio a 1,15%. Em seguida, 63 pL. do homogenato com tampao fosfato foi mistu-
rado a 1 mL de acido tricloroacético a 10% e 1 mL de 4cido tiobarbitarico a 0,67%, e depois
aquecido num banho de dgua a ferver durante 30 min. 150 pL dessa mistura foi colocado nos
pocos da placa de ELISA e o contetido de TBARS foi determinado em espectrofotometro a 535

nm. Os resultados foram expressos em micrograma de MDA por grama de tecido.
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Para a elaboracdo da curva-padrao de MDA foram preparadas, as solugdes a 0,627,
1,247, 2,463, 4,8, 9,16 ¢ 16,77ug. O branco foi de 4gua destilada. A leitura da absorbancia foi

realizada a 535nm.
4.6.2.2. Determinacio da producio de nitrito/nitrato

Em condig¢des acidas o nitrito reage com a sulfonilamida formando o sal diazénico.
Este sal reage com o N-naftil-etilenodiamina (NEED) formando um azo estavel de coloracao
purpura, com pico de absorbancia em 546nm.

A produgdo de oxido nitrico (NO) foi determinada pelo método proposto por
GREEN et al., 1982. Em sintese, uma aliquota de 100 uL. do homogeneizado foi incubada com
100 pL de reagente de Griess (ImL de acido fosforico 5% + ImL de sulfanilamida 1 % em
H3PO4 5% + 1mL NEED 0,1 % + 1mL de 4gua) a temperatura ambiente por 10 minutos. A
absorbancia foi medida em espectrofotometro a 546 nm. A concentragdo de nitrito/nitrato foi
expressa em nM/g de tecido, a partir da curva padrao.

Os homogenatos das areas cerebrais foram preparados a 10% (p/v) em solugdo de
cloreto de potassio (KCI) 1,15 %. Para a elaboracdo da curva dose-resposta foram pesados 6,9
mg de NaNO: e dissolvidos em 10 mL de 4gua bidestilada. Em seguida foram feitas dilui¢des
seriadas ficando, 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 ¢ 100 nM e tracado a equacdo da reta para o
calculo das concentragdes do teste (GREEN et al., 1982).

4.6.2.3. Determinacio da concentraciao da glutationa reduzida (GSH)

A determinagdo da GSH foi baseada no método descrito por (SEDLAK;
LINDSAY, 1968). Adicionou-se 800 uL. de tampao Tris-HCI 0,4 M, potencial hidrogenionico
(pH) 8,9, a 400 puL do homogeneizado, acrescentando 20 pL de 5,5'ditiobis,acido 2 — nitroben-
z6ico (DTNB) 0,01 M. A absorbancia foi lida em espectrofotometro a 412 nm e os resultados
expressos em pg de GSH por g de tecido.

O homogenato a 10% das areas cerebrais foi preparado em acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) 0,02 M, em seguida foi retirado 400 pL desse homogenato e adicionado
320 pL de 4gua destilada e mais 80 pL de &cido tricloroacético a 50%. O material foi agitado e
centrifugado a 5000 rpm por 15 min.

Para a elaboragdo da curva de calibragdo, foram preparados 4 mL de solugdes a
1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 pg/g. O branco foi feito com agua destilada (4 mL) e a cada
tudo das solu¢des de GSH foi acrescentado 4 mL de tampao Tris HCI 0,4 M (pH 8,9).
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Adicionou-se ainda a cada tubo 0,1 mL de DTNB (0,01M) e foi feita a leitura da absorbancia a
412 nm apos 1 min da adicdo do DTNB.

4.6.2.4. Determinacio da atividade enzimatica da catalase (CAT)

Segundo Chance e Maehly (1955), a atividade da CAT baseia-se na medida da taxa
de producdo de Oz e H>O na proporc¢ao em que o H>O», utilizado como substrato, ¢ hidrolisado.
A agdo enzimdtica ¢ medida pela leitura da alteracdo da absorbancia durante 6 minutos e 0s
resultados expressos em U/mg de proteina.

O procedimento experimental utilizou 980 pL. do meio reacional (H20O,, tampao
Tris-HC1 1 M, EDTA 5 mM, pH 8,0 e 4gua Milli-Q) com 20 puL de homogeneizado e a leitura
foi feita em cubeta de quartzo em espectrofotometro a 230 nm. A concentragdo de proteina foi

determinada pelo método de (BRADFORD, 1976).

4.6.2.5. Determinac¢io da atividade enzimatica da superoxido desmu-

tase (SOD)

No método descrito por Beauchamp e Fridovich (1971), a quantidade de SOD ¢
avaliada medindo sua capacidade de inibir a redugdo fotoquimica do azul de nitro-tetrazolio
(NBT). Para a determinacgdo dessa enzima, ImL do meio reacional (tampao fosfato 50 mM,
metionina 19,5 mM, EDTA 0,1 mM) foi adicionado ao homogeneizado e, na cadmara fria, adi-
cionaram-se 300uL de riboflavina 1 uM e 150uL de NBT 750 uM. A leitura foi realizada apos
a exposicao do material a luz fluorescente por 15 min em um espectrofotdmetro a 560 nm. A

atividade enzimatica ¢ expressa em U/mg de proteina.
4.6.2.6. Dosagem de proteina pelo método de Bradford

Este método ¢ baseado na interagdo do corante Coomassie Blue G250 ¢ macromo-
léculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. No pH
de interacdo entre a proteina e o corante, ocorre o deslocamento do equilibrio do corante para a
forma anionica que absorve em 595nm.

Para a realizagdo do experimento adicionou-se, aos pocos da placa de ELISA, al-
bumina (em concentragdes crescentes e em duplicatas, para a realizagdo da curva padrdo),
amostra (tampao utilizado no homogenato + amostra, o volume final deve ser 40uL) e o branco
(pocos somente com 0 homogenato). Apos preencher a placa foi acrescentado 200uL da solugao

de Bradford diluida, esperou-se 5 minutos e foi feito a leitura em 595nm (BRADFORD, 1976).
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4.6.3. Dosagem de Citocinas IL-6 e TNF-a

Os animais foram divididos nos grupos RipIV 50mg/kg (v.0.) ou veiculo (v.0.) e
submetidos ao teste de nado for¢ado, sendo mensurado o tempo de imobilidade. Em seguida,
os animais foram eutanasiados, retiradas as areas cerebrais (HIP, CPF e CE) para a realizagdo
dos homogenatos e quantificagdo das citocinas, por ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN,
EUA), de acordo com o protocolo do fabricante e os resultados expressos em pg/g de tecido.

Os homogenatos foram preparados homogeneizando as areas cerebrais, separada-
mente, em 8 volumes de tampao PBS com protease (EMD Biosciences) e fosfatase (Sigma-
Aldrich), e centrifugando a 10000 rpm/5minutos, utilizando o sobrenadante para a realizagdo

do teste.

4.7. Estudo computacional

4.7.1. Previsao de propriedades de absorc¢ao, distribuicio, metabolismo e ex-

crecio (ADME)

As propriedades ADME da molécula em estudo foram previstas e avaliadas por
meio do servidor SwissADME (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; WATERHOUSE et al.,
2018). Esse servidor foi utilizado para predizer as propriedades fisico-quimicas, farmacociné-
tica (absor¢do gastrointestinal, permeabilidade da barreira hematoencefélica, inibigdo de CYPs,

permeabilidade da pele) e propriedades de “drogabilidade” - drugability (regra Lipinski).
4.7.2. Modelagem Molecular

Para prever o modo de ligagdo e a afinidade da molécula em estudo com os alvos
de interesse farmacologico, foi realizado ensaios de docking molecular, usando o programa
Glide (Schrodinger, USA), no modo de precisdao extra (XP) (FRIESNER et al, 2006;
SHELLEY et al., 2007). As estruturas cristalograficas das proteinas foram coletadas do Protein
Data Bank (PDB) (BERMAN et al., 2000) e, quando ndo disponiveis, construidas utilizando
modelos de homologia tridimensionais pelo servidor SWISS-MODEL (BERTONI et al., 2017;
BIENERT et al., 2017, WATERHOUSE et al., 2018). Nesses casos, os modelos foram poste-
riormente refinados pelo servidor 3Drefine-protein  structure refinement server
(BHATTACHARYA et al., 2016) e tiveram seus sitios de ligagdo preditos pelo servidor Pock-
Drug- Pocket Druggability Prediction (HUSSEIN et al., 2015). Essas estruturas (estruturas

cristalograficas e modelos) foram preparados no mdédulo Assistente de Preparacdao de Proteina
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do Glide, no qual foram adicionados 4tomos de hidrogénio. Os ligantes foram preparados no
modulo LigPrep. Os estados de protonagdo, das proteinas e dos ligantes, foram calculados de
acordo com Epik (pH 7,4 + 0,5) (GREENWOQOD et al.,2010; SHELLEY et al., 2007) e energia
interna minimizada usando o campo de forga OPLS-200517. Apds os célculos de docking, fo-
ram inspecionadas as posi¢des de encaixe considerando as interagdes intra e intermoleculares
estabelecidas, bem como os escores de docking de cada binario proteina-ligante.

Os ligantes escolhidos foram os transportadores de serotonina e dopamina, recep-

tores 5-HT2a2c, 5-HT3, D1, D2, a-2 e GABAA, as enzimas MAO-A e MAO-B.
4.8. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do software GraphPad Prism (versao
6.01). Inicialmente, os resultados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, para verificar a
normalidade da amostra (paramétrico ou ndo paramétrico). Para a comparagao entre duas vari-
aveis ndo paramétricas foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Para os testes com mais de trés
grupos, foi utilizado a analise de variancia (ANOVA) seguido de Tukey (post hoc), para resul-
tados paramétricos, ou Kruskall-Walis seguido de Dunn’s (post hoc), para os ndo paramétricos.
Os valores utilizados para a elaboracdo da curva dose-resposta foram determinados por regres-
sdo ndo-linear [equacdo log(agonista) vs resposta].

Em todas as analises estatisticas, os valores foram apresentados como média + erro

padrdo da média (EPM) com valores significativos quando p<0,05.
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5. CAPITULO 1
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ABSTRACT

Depression and anxiety are the most frequently occurring psychiatric disorders. Depression is
a public health concern, resulting in negative effects on society and public systems. Theories
on pathophysiology of depression are based on studies investigating psychosocial stress and
related hormones, neurotransmitters, neurocircuits, neurotrophic factors, circadian rhythms,
and the immune system. This study investigated the antidepressant and anxiolytic effects of
riparin IV in mice. Behavioral tests, such as forced swimming test and tail suspension test, were
performed to investigate the antidepressant-like effects and the elevated plus maze and hole-
board test were used to investigate anxiolytic-like effects. The effects of riparin IV on neuro-
chemicals tests such as monoamines and their metabolites, on cytokines and oxidative stress in
the hippocampus, prefrontal cortex and striatum were evaluated. In addition, a computational
prediction test was performed. Our results showed that riparin IV produced antidepressant-like
and anxiolytic-like behavioral effects without modifying locomotor activity and motor coordi-
nation. Riparin IV increased monoamine and monoamine metabolite levels in the central nerv-
ous system of mice. In addition, riparin IV impacted the noradrenergic, dopaminergic, sero-
tonergic, and GABAergic systems and exerted a protective effect against lipid peroxidation in
the hippocampus, as determined by TBARS, nitrite/nitrate, GSH, SOD, and CAT assays, sug-
gesting neuroprotective effects. Computationally, riparin IV has been shown to cross the blood-
brain barrier, to have high gastrointestinal absorption and to have affinity to interact with the
MAO-B and D2 receptors and serotonin and dopamine transporters, and may be a promising

substance for the treatment of depression and associated depression anxiety.

Keywords: Riparin, Depression, Biogenic Monoamines, Oxidative Stress, Neuroinflamma-

tion.
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1. INTRODUCTION

Depression and anxiety are the most frequently occurring psychiatric disorders in
society. Data from the World Health Organization show that depression is the major cause of
disability worldwide (WHO, 2017) and is considered a public health problem, resulting in neg-

ative impacts on society and public systems (Oliveira et al., 2017).

Characteristics of depression include mood change, sometimes with associated cog-
nitive, psychomotor, or vegetative alterations. Anxiety is related to fear, and is characterized
by behavioral disturbances in response to expected threat (Souza, 2017). Depression and anxi-

ety may appear to be interrelated despite being classified as distinct disorders (Goodwin, 2015).

Current theories of pathophysiology of depression are based on studies investigat-
ing psychosocial stress and related hormones, neurotransmitters (serotonin, noradrenaline, do-
pamine, glutamate and GABA), neurocircuits, neurotrophic factors, circadian rhythm, and the

immune system (Souza, 2017; Vismari ef al., 2008).

Several medicines are available to treat these two pathologies. However, current
drugs induce adverse effects, have high latency to therapeutic effects, and are often expensive.
These issues highlight the need to develop new drugs to overcome these challenges

(OPAS/OMS, 2018).

The aim of this study was to investigate the antidepressant and anxiolytic effects of
riparin IV, a synthetic alkamide analogue to Aniba riparia’s natural compounds (Barbosa-Filho
etal., 1990). Riparin I'V has a similar molecular structure to tyramine, a catecholamine releasing

agent, which can indicate in potential central activity (figure 1).

A B

NHQ _CHa

HO \CHa

H3C (o] CHj;

Figure 1 — (A) Molecular structure of tyramine and (B) molecular structure of riparin
IV (Nascimento et al., 2016; Sigma-Aldrich, 2018).



55

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Drugs

Bupropion (30 mg/kg; Nova Quimica Brasil®) (Teixeira ef al., 2013), imipramine
(10 or 30 mg/kg; EMS Brasil®) (Cit6 ef al., 2014; Gu et al., 2015; Teixeira et al., 2013), and
fluoxetine (35 mg/kg; Sandoz Brasil®) (Cit6 et al., 2014; Teixeira et al., 2013), all delivered
by gavage (p.o.), were used as reference standards for evaluation of antidepressant activity .
SCH23390 (15 pg/kg; D1 antagonist; Sigma-Aldrich Brasil Ltda®) (Teixeira et al., 2013) and
sulpiride (50 mg/kg; D2 antagonist; Sigma-Aldrich Brasil Ltda®) (Cito6 et al., 2014; Teixeira
et al., 2013) were used for dopaminergic receptor antagonism. Ritanserin (4 mg/kg; 5-HT2a/c
antagonist; Sigma-Aldrich Brasil Ltda®) (Teixeira et al., 2013), and ondansetron (0.1 mg/kg;
5-HT; antagonist; Sigma-Aldrich Brasil Ltda®) (Melo, 2013) were used for serotonergic re-
ceptor antagonism. Prazosin (62.5 mg/kg; al antagonist; Sigma-Aldrich Brasil Ltda®) (Bin-
faré, 2009) and yohimbine (1 mg/kg; a2 antagonist; Sigma-Aldrich Brasil Ltda®) (Binfaré,
2009; Cito6 et al., 2014) were used for noradrenergic receptor antagonism. All antagonists were

administration intraperitoneally.

Diazepam at doses of 1 or 2 mg/kg (Unido Quimica Brasil®) (Chaves et al., 2018),
per gavage (p.o.), was used as a reference standard for evaluation of anxiolytic effects, and
intraperitoneal flumazenil (2.5 mg/kg; Sigma-Aldrich Brasil Ltda®)(Chaves et al., 2018), was
used as a GABAergic antagonist.

Riparin IV (N-[8'-(4'-methoxyphenylethyl)]-3,4,5-trimethoxybenzoylamide) was
synthesized by Barbosa Filho ef al., 1990 at the Laboratory of Pharmaceutical Technology of
the Federal University of Paraiba-Brazil.

All drugs were dissolved in distilled water with 3% Tween®-80 (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, USA). Animals in the vehicle group received distilled water and 3%
Tween®-80.

2.2. Animals
Male Swiss adult albino (Mus musculus) mice weighing between 20 g and 30 g,
obtained from the vivarium of the Federal University of Ceard (UFC), were kept at a controlled
temperature (23 + 1 °C) under light/dark cycles of 12/12 hours with free access to water and
food. They were randomly distributed into specific experimental groups. Before testing, the

mice were transported to the experiment room and allowed to acclimatize for at least one hour.
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All procedures were performed according to the recommendations of the National
Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. Experimental protocols

were approved by the Animal Research Ethics Committee of the UFC (68/2014 and 72/2017).

2.3. Dose-response curve
A dose-response curve was generated using results from the forced swimming test
(FST) (Porsolt et al., 1977). Mice were treated with riparin IV (5, 10, 12.5, 25, 50, 100, and
200 mg/kg, p.o.) (8 animals/group) 60 minutes before the test. The time animals remained im-
mobile was used to determine the drug dose that induced half-maximal effect (EC50). This

result contributed to the administration of the doses used in the other tests.

2.4. Forced Swimming Test (FST)

The FST, proposed by Porsolt et al. (1977), has been used as a predictive model of
antidepressant effects. Mice were divided into 6 groups (8 animals/group) and treated p.o. with
vehicle, riparin IV (50 or 100 mg/kg), fluoxetine, bupropion, or imipramine (10 mg/kg) (Citd
et al.,2014; Gu et al., 2015). Sixty minutes after drug administration, the animals were placed,
one at a time, in the tank, and immobility time, in seconds, was recorded for 5 minutes. The
mice were considered immobile when they remained floating in the water making only slight

movements to keep their heads above water.

2.5. Tail Suspension Test (TST)
The TST, proposed by Steru et al. (1985), is useful for screening of antidepressant
drugs. Immobility time was measured for 6 minutes. Mice were divided into 6 groups (8 ani-
mals / group): vehicle, riparin IV (50 or 100 mg/kg), fluoxetine, bupropion, or imipramine (30

mg/kg) (Teixeira et al., 2013) administered orally (gavage).

2.6. Elevated Plus Maze Test (EPM)

For EPM, proposed by Lister (1987), mice were divided into 4 groups (8 ani-
mals/group) and treated with vehicle, riparin IV (50 or 100 mg/kg) or diazepam (1 mg/kg, p.o.).
After 60 minutes, mice were placed in the center with their head toward one of the closed arms.
For 5 minutes, the number of entrances and the time spent in the open and closed arms were

observed. For statistical analysis, only the parameters related to the open arms were considered.

2.7. Hole-Board Test (HBT)
The HBT is based on the concept that rodent exploratory activity is inversely pro-
portional to anxiety level (File and Wardill, 1975). Mice were divided into 4 groups (8 ani-
mals/group) and treated with vehicle, riparin IV (50 or 100 mg/kg, p.o.), or diazepam (1 mg/kg,
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p.o.) (Chaves et al., 2018; Doukkali et al., 2015; Moniruzzaman et al., 2015). After 60 min,
mice were placed in the apparatus. The test proposed by Clark et al. (1971) instructs to count

the number of dips into the holes of the plate for 5 minutes.

2.8. Open Field Test (OFT)

The OFT was used to evaluate spontaneous locomotor activity. Mice were divided
into 4 groups (8 animals/group) and treated with vehicle, riparin IV (50 or 100 mg/kg) or diaz-
epam (2 mg/kg) (Chaves et al., 2018). Mice were placed in the center of the open field where
the number of crossings were observed for 5 minutes, based on the model described by Archer

(1973).

2.9. Rotarod Test (RRT)

The RRT measures muscle relaxation or lack of motor coordination in response to
drug administration (Carlini and Burgos, 1979). Mice were divided into 4 groups (8 ani-
mals/group) and treated with vehicle, riparin IV (50 or 100 mg/kg), or diazepam (2 mg/kg)
(Chaves et al., 2018). Mice were placed with all four legs on a 2.5 cm diameter bar raised 25
cm from the floor which rotated at 12 rpm for a period of 1 minute. Permanence time on the

rotating bar was recorded in seconds(s) (Dunham and Miya, 1957).

2.10. Determination of monoamines levels
Monoamine levels were measured by HPLC (High Performance Liquid Chroma-
tography) in homogenates prepared from the hippocampus, prefrontal cortex, and striatum of
groups pretreated with vehicle or riparin IV (50 or 100 mg/kg, p.o.) (8 animals/group) and

subjected to the FST. Animals were sacrificed by decapitation.

2.11. Noradrenergic System
Mice were pretreated i.p. with prazosin or yohimbine. After 30 minutes vehicle,
riparin IV (50 mg/kg), or imipramine (10 mg/kg) were administered p.o. After 60 minutes, the

animals were subjected to the FST and immobility time was evaluated for 5 minutes.

2.12. Dopaminergic System
Mice were pretreated with SCH23390 or sulpiride i.p. After 30 minutes vehicle,
riparin IV (50 mg/kg), or bupropion were administered p.o. After 60 minutes, the animals were

subjected to the FST and immobility time was measured for 5 minutes.
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2.13. Serotonergic System
Mice were pretreated i.p. with ritanserin or ondansetron. After 30 minutes they re-
ceived vehicle, riparin IV (50 mg/kg), or fluoxetine p.o. After 60 minutes, the animals were

subjected to the FST and immobility time was evaluated for 5 minutes.

2.14. GABAergic System
To investigate possible involvement of the GABAA receptor in the anxiolytic effect
of riparin IV, three groups, each containing 8 animals, were pretreated with flumazenil i.p. 15
minutes before receiving the following p.o.: vehicle (group 1), riparin I'V (50 mg/kg) (group 2),
and diazepam (1 mg/kg) (group 3) (Chaves et al., 2018). After 60 minutes, mice were subjected
to the EPM test.

2.15. Oxidative stress
Investigation of antioxidant effects of riparin IV was performed in hippocampus,
prefrontal cortex, and striatum homogenates from animals pretreated with vehicle, riparin IV
(50 or 100 mg/kg, p.o.) (8 animals/group). Mice were subjected to the FST then decapitated for

brain dissection.

2.15.1. Determination of production of Thiobarbituric Acid Reactive Substances
(TBARS)

Degree of lipoperoxidation was measured using the TBARS assay, according to the

method of Draper and Hadley (1990). TBARS content was determined using a spectrophotom-

eter at 535 nm. Results were expressed as micrograms of malondialdehyde (MDA) per gram of

tissue.

2.15.2. Determination of nitrite/nitrate production
Nitric oxide (NO) production was determined using the method proposed by Green
et al. (1982). Absorbance was measured using a spectrophotometer at 546 nm. Nitrite/nitrate

concentration was expressed in nmol/g tissue.

2.15.3. Determination of reduced glutathione (GSH) concentration
Determination of GSH was based on the method described by Sedlak and Lindsay
(1968). Absorbance was read on a spectrophotometer at 412 nm and results were expressed as

ng of GSH per g tissue.
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2.15.4. Determination of the enzymatic activity of catalase (CAT)

According to Chance and Maehly (1955), CAT activity measurement is based on
the rate of production of O, and H,O from H>O,. Enzymatic activity was determined by ab-
sorbance change per minute for 6 minutes. Results were expressed in U/mg protein. Analysis
was performed in a quartz cuvette in a spectrophotometer at 230 nm. Protein concentration was

determined by the method of Bradford (1976).

2.15.5. Determination of Superoxide Dismutase Activity (SOD)
In the method described by Beauchamp and Fridovich (1971), the amount of SOD
is assessed by measuring its ability to inhibit photochemical reduction of nitro blue tetrazolium
(NBT). Measurement was performed after exposure of the material to fluorescent light for 15

min in a spectrophotometer at 560 nm. Enzymatic activity was expressed in U/mg protein.

2.16. Dosage of IL-6 and TNFa Cytokines
The animals were divided in riparin [V 50mg/kg (v.0.) or vehicle (v.0.) groups and
subjected to the forced swimming test. The animals were then euthanized, the brain areas (hip-
pocampus, prefrontal cortex, and striatum) were removed for homogenates and cytokine quan-
tification by ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) according to the manufacturer's

protocol and the results expressed in pg/g of tissue.

2.17. In silico study

The ADME properties of the molecule under study were predicted and evaluated
through the SwissADME server (Daina et al., 2017). To predict the binding mode and affinity
of the molecule under study with the targets of pharmacological interest, molecular docking
assays were performed using the Glide program (Schrodinger, USA) in the extra precision
mode (XP) (Friesner et al., 2006). The protein crystallographic structures were collected from
the Protein Data Bank (PDB) (Guex et al., 2009) and, when not available, constructed using
three-dimensional homology models by the SWISS-MODEL server (Bienert et al., 2017).

2.18. Statistical analysis
Data were analyzed using GraphPad Prism 6.01 software (GraphPad software, San
Diego, CA, USA) and results are shown as means + standard error of the mean (SEM). Statis-
tical differences between groups were analyzed by Mann-Whitney, Kruskall-Walis and post-
hoc analysis was performed using Dunn’s or one-way ANOVA using Tukey’s test. P-values
less than 0.05 were considered significant. The dose-response curve was generated using non-

linear regression [log (agonist) vs. response equation].
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3. RESULTS
3.1. Dose-response curve

The dose-response curve was generated using FST results. The dependent variable
was immobility time of the animals across a 5-minute analysis period. According to Figure 2,
the EC50 was 40.11 (34.97 to 45.99) mg/kg. This result contributed to the decision to use 50
and 100 mg/kg doses for all other tests.
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Figure 2 - Dose-response curve of riparin IV. Concentrations expressed in log and percentage of response
based on the forced swimming test.

3.2. Riparin IV demonstrated antidepressant-like and anxiolytic-like behavioral ef-
fects without modification of locomotor activity and motor coordination.

The effects of riparin IV on immobility time of mice in the FST and TST were
evaluated. Riparin IV at doses of 50 and 100 mg/kg, significantly decreased immobility time
of mice in both tests compared to that of vehicle [FST: F(5, 42) = 122.9, P <0.0001; TST: F(5,
42)=62.15, P<0.0001) (Figure 3).
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Figure 3. Effect of treatment with riparin IV (RipIV - 50 or 100 mg/kg), fluoxetine (FLU - 35mg/kg),
bupropion (BUP - 30 mg/kg) or imipramine (IMP — 10 or 30mg/kg) on immobility time in the FST (A) and

on TST (B) in mice (8 animals/group). Each column represents the mean + S.E.M. Statistical analysis was

performed by one-way ANOVA and Tukey post hoc test. ****p < 0.0001 vs. vehicle.
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To evaluate anxiolytic-like activity, EPM and HBT were used. In the EPM test,

riparin IV at a dose of 50 mg/kg and diazepam resulted in significantly increased percentage of

entries (F (3, 28) = 26.25, P < 0.0001) and time spent in the open arms (F (3, 28) =23.78, P <

0.0001) (Figure 4A and 4B) compared to vehicle. In the HBT (Figure 4C), after acute admin-

istration of riparin IV at doses of 50 and 100 mg/kg, a significant increase in head dips was

observed when compared to vehicle (F (3, 28) = 33.26, P < 0.0001).
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Figure 4 - Behavioral outcome of compound riparin IV (RipIV) during 5 min on the EPM and HBT (8
animals/group). The percentage number of entries (A) and the percentage time on open arms (B) and (C)

number of head dips. Bars represent mean + S.E.M. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA

and Tukey post hoc test. ***p < 0.001, ****p < (0.0001 vs. vehicle. DZP-1: diazepam 1mg/kg.
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Spontaneous locomotor activity and motor coordination were evaluated using the
OFT and rotarod, respectively. The results showed that riparin IV had no significant effect on
spontaneous locomotor activity (Figure 5A) and did not alter motor coordination (Figure 5B).
Diazepam, used as a reference standard, had a significant effect on spontaneous locomotor ac-
tivity (F (3, 28) = 21.89, P < 0.0001) and motor coordination (F (3, 28) = 42.64, P <0.0001)
(Figure 5).
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Figure 5. Effect of treatment with riparin IV (RipIV - 50 or 100 mg/kg) or diazepam 2 mg/kg (DZP-2)
on locomotor activity in the open field test (A) and motor coordination in RRT (B) in mice (8 ani-
mals/group). Number of crossings (A) and time on the rotarod in seconds (B). Each column represents
the mean + S.E.M. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA and Tukey post hoc test.
*H*%p<0.0001 vs. vehicle.

3.3. Riparin IV increased levels of monoamines and their metabolites in the hippo-
campus, prefrontal cortex, and striatum of mice.

Table 1 shows the effects of riparin IV after the FST on levels of noradrenaline,
dopamine, dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), serotonin, and 5-hydroxyindoleacetic acid
(5-HIAA) in the hippocampus, prefrontal cortex and striatum hippocampus of mice. Riparin
IV, at a dose of 50 mg/kg, increased levels of noradrenaline (1523% in the hippocampus,
1317% in the prefrontal cortex and 1169% in the striatum), dopamine (218% in the hippocam-
pus, 3942% in the prefrontal cortex and 252% in the striatum), 5-HIAA (338% in the hippo-
campus, 290% in the prefrontal cortex and 697% in the striatum), and DOPAC (92% in the
prefrontal cortex and 178% in the striatum). In addition, riparin IV at a dose of 100 mg/kg
significantly increased serotonin in the three areas studied (1484% in the hippocampus, 345%

in the prefrontal cortex and 2288% in the striatum), increased noradrenaline (590%) in the
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prefrontal cortex, DOPAC in the hippocampus (218%) and prefrontal cortex (152%), and in-

creased dopamine in the striatum (379%).

Table 1 - Monoamines levels and their metabolites in the hippocampus, prefrontal cortex and
striatum of mice.

Monoami.ne/ Vehicle Riparin IV Riparin IV
Metabolite 50 mg/kg 100 mg/kg
Noradrenaline 472.2+£6.033 7662 +1197**** 2894 +219.6
Dopamine 72.65+3.713  230.7 £ 27.65**** 48.25 + 2.469
Hippocampus DOPAC 90.48 £+ 14.35 130.3+25.03 287.7 + 47.44***
Serotonin 210.1+49.93 358.4+56.72 3328 + 400****
5-HIAA 108.2+16.83 474.3+19.52**** 131.4+10.5
Noradrenaline 425 + 5,398 6023 £ 378.7**** 2934 + 233 9****
Dopamine 70.64 £3.435 2855+ 135.3*%*** 1251+ 32.35
Prefrontal cortex DOPAC 227.9+35.52 436.6+25.23* 573.2 £ 73.36***
Serotonin 210.5+38.48 319.8+10.38 935.9 £ 75.22%***
5-HIAA 76.45+21.93 298.3 £7.289**** 101.6+12.49
Noradrenaline 449 + 2.321 5698 + 437.8*%*** 1233 +69.15
Dopamine 151.7+7.417 533.8+64.51***  726.6+67.45****
Striatum DOPAC 216.2+22.33 600.4+79.63*** 176.4+52.95
Serotonin 187.8+24.43 172.2+31.1 4485 + 169.6****
5-HIAA 64.91+19.17 517.4+76.11**** 83.5+19.87

Results (ug/g tissue) are expressed as mean £ S.E.M. (n = 8 animals/group). Statistical analysis was deter-
mined by regular one-way ANOVA, followed by Tukey post hoc test. Significant values: *p < 0.05, ***p <
0.001, ****p< 0.0001 vs. vehicle. DOPAC: dihydroxyphenylacetic acid, 5S-HIAA: 5-hydroxyindoleacetic
acid.

3.4. Involvement of riparin IV in noradrenergic, dopaminergic, serotonergic, and GA-
BAergic systems.
To evaluate receptor antagonists, mice were subjected to the FST following com-

bined administration of the test drug and specific receptor antagonists.

Our results demonstrated that riparin IV treatment (50 mg/kg; RipIV-50) resulted
in shorter immobility time when compared to that of the vehicle group. This effect was not
observed in the yohimbine (YOH) + RipIV-50 group. We also observed a significant difference
between the RipIV-50 versus the YOH + RipIV-50 groups (vehicle: 198.4£7.919; RipIV-50:
130.0+4.563; YOH + RipIV-50: 211.14£8.574) (Figure 6A). In addition, there was no significant
difference between the RipIV-50 and prazosin (PRA) + RipIV-50 groups (vehicle:
198.4+£7.919; RipIV-50: 126.0£5.322; PRA + RipIV-50: 169.9+11.7) (Figure 6B).
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Similar patterns were observed with other antagonists (Figure 6C — 6F). In general,
immobility time in the riparin IV group were lower than that in the vehicle group and that in
the antagonist groups. The results of tests using antagonists were as follows: SCH23390 (vehi-
cle: 198.447.919; RipIV-50: 96.75+11.31; SCH23390 + RipIV-50: 212.8+16.77), sulpiride (ve-
hicle: 198.4+7.919; RipIV-50: 81.38+16.61; sulpiride + RipIV-50: 189.3£11.96), ritanserin
(vehicle: 198.417.919; RipIV-50: 88.38+£12.21; ritanserin + RipIV-50: 201.4+£8.422), and on-
dansetron (vehicle: 198.4+7.919; RipIV-50: 103.0+£15.31; ondansetron + RipIV-50:
198.0+£9.813).
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Figure 6. Effects of riparin IV in the forced swimming test on noradrenergic (A and B), dopaminergic (C
and D) and serotonergic systems (E and F). Each column represents the mean + S.E.M. Statistical analysis
was performed by the non-parametric Kruskal-Wallis test, follow by Dunn’s (post hoc). *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001 vs. vehicle; *p < 0.01 vs. RipIV-50; °p < 0.05, *®p< 0.01 vs. BUP-30; °p < 0.05, *p<
0.01 vs. FLU-35; “p< 0.05 vs. IMP-10. RipIV: Riparian, YOH: yohimbine, IMP: imipramine, PRA:
prazosin, SUL: sulpiride, SCH: SCH23390, BUP: bupropion, RIT: ritanserin, FLU: fluoxetine, OND: on-

dansetron.
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For evaluation of the GABAergic system, mice were subjected to the EPM test, and
flumazenil was used as an antagonist. The results demonstrated a decrease in percentage of
entries (RipIV-50: 58.31+2.580; FLZ+RipIV-50: 37.41£1.142) (F (5, 42) = 23.79, P<0.0001)
(Figure 7A) and in the time spent (RipIV-50: 37.58+1.590; FLZ+RipIV-50: 24.03+1.831) (F
(5, 42) = 25.53, P < 0.0001) (Figure 7B) in the open arms in the FLZ+RipIV-50 versus the
RipIV-50 group.
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Figure 7. Effects of riparin IV in the EPM test on GABAergic system (8 animals/group). Each column
represents the mean = S.E.M. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA and Tukey post hoc
test. ##%p < 0.001, ****p< 0.0001 vs. vehicle; *¥p< 0.0001 vs. RipIV-50; ***®p< 0.0001 vs. DZP-1. RipIV:
riparin, FLZ: flumazenil, DZP: diazepam.

3.5. Involvement of oxidative stress and proinflammatory cytokines in the effects of
riparin IV.

Administration of riparin IV (50 mg/kg) resulted in significantly decreased MDA
levels in the hippocampus (vehicle: 86.72+1.774, RipIV-50: 40.16+3.103), the prefrontal cortex
(vehicle: 67.98+3.730, RipIV-50: 41.024+2.508), and the striatum (vehicle: 175.7£8.537, Ri-
pIV-50: 61.39+£6.994), and 100 mg/kg riparin IV induced a significant decreases in the hippo-
campus (vehicle: 86.72+1.774, RipIV-100: 46.2843.243) and the striatum (vehicle:
175.748.537, RipIV-100: 59.41+£9.018) (hippocampus: F (2,21) =82.47, P <0.0001; prefrontal
cortex: F (2, 21) = 24.78, P< 0.0001; striatum: F (2, 21) = 65.51, P <0.0001) (Figure 8).
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Figure 8 - Effect of treatment with riparin IV (RipIV-50 or 100 mg/kg) on TBARS, in the hippocampus
(A), prefrontal cortex (B) and striatum (C) (8 animals/group). Each column represent mean + S.E.M. Sta-
tistical analysis was performed by one-way ANOVA and Tukey post hoc test. ****p < 0.0001 vs. vehicle.

RipIV: riparin.

Riparin IV inhibited nitrite/nitrate formation in the hippocampus (vehicle:
11.47£0.1952, RipIV-50: 2.2314+0.1300, RipIV-100: 2.473+0.05136) (Figure 9A) and the pre-
frontal cortex (vehicle: 5.47740.2148, RipIV-50: 2.374+0.2318, RipIV-100: 1.631+£0.2317)
(Figure 9B) (hippocampus: F (2, 21) = 1442, P< 0.0001; prefrontal cortex: F (2, 21) = 81.30, P
< 0.0001; striatum: F (2, 21) = 2.344, P=0.1206) at both doses.
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Figure 9 - Effect of treatment with riparin IV (RipIV-50 or 100 mg/kg) on nitrite/nitrate levels in the hip-
pocampus (A), prefrontal cortex (B) and striatum (C) (8 animals/group). Each column represent mean +
S.E.M. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA and Tukey post hoc test. ****p < (0.0001
vs. vehicle. RiplIV: riparin.

Figure 10 shows GSH levels in the hippocampus (A), the prefrontal cortex (B), and
the striatum (C). Riparin IV (50 mg/kg) significantly increased levels of GSH in the hippocam-
pus (vehicle: 613.4+£21.30; RipIV-50: 928.7+62.51), but not in the prefrontal cortex or the
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striatum (hippocampus: F (2, 21) = 17.39, P<0.0001; prefrontal cortex: F (2, 21) = 1.504,
P=24.52; striatum: F (2, 21) = 0.6321, P=0.5413).
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Figure 10 - Brain tissue concentrations of reduced glutathione (GSH) in mice (8 animals/group) in the
hippocampus (A), prefrontal cortex (B) and striatum (C). Each column represent mean + S.E.M. Statistical
analysis was performed by one-way ANOVA and Tukey post hoc test. ***p < 0.001 vs. vehicle. RipIV:

riparin.

The results in Figure 11 show the effect of riparin IV on CAT activity, demonstrat-
ing a significant increase in the doses 50 mg/kg and 100 mg/kg riparin IV versus vehicle in the
hippocampus (vehicle: 41.04£1.966; RipIV-50: 310.9£15.42; RipIV-100: 513.2+19.16), and a
significant inverse relationship in the prefrontal cortex and the striatum (hippocampus: F (2,
21) = 276.5, P< 0.0001; prefrontal cortex: F (2, 21) = 82.71, P< 0.0001; striatum: F (2, 21) =
390.5, P <0.0001).
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Figure 11 - Effect of treatment with riparin IV (RipIV-50 or 100 mg/kg) on CAT activity in the hippocam-
pus (A), prefrontal cortex (B) and striatum (C) (8 animals/group). Each column represent mean + S.E.M.

Statistical analysis was performed by one-way ANOVA and Tukey post hoc test. ****p < 0.0001 vs. vehi-

cle. RipIV: riparin.




69

In this study, we observed significantly increased SOD activity, in both doses, in
the hippocampus (vehicle: 153.5+2.296; RipIV-50: 207.3+7.907; RipIV-100: 226.9+6.542)
and, in the dose of 100mg/kg, in the striatum (vehicle: 220.1£6.514; RipIV-100: 264.811.14)
following acute administration of riparin IV, but not in the prefrontal cortex (hippocampus: F
(2,21)=139.22, P <0.0001; prefrontal cortex: F (2, 21) = 2.408, P=0.1144; striatum: F (2, 21)
=6.713, P=0.0056) (Figure 12).
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Figure 12 - Effect of treatment with riparin IV (RipIV-50 or 100 mg/kg) on SOD activity in the hippocam-
pus (A), prefrontal cortex (B) and striatum (C) (8 animals/group). Each column represent mean + S.E.M.

Statistical analysis was performed by one-way ANOVA and Tukey post hoc test. *p <0.05, ****p <0.0001

vs. vehicle. RipIV: riparin.

Figures 13 and 14 demonstrate, respectively, levels of IL-6 and TNF-o in mice
treated with vehicle or riparin IV 50 mg/kg, with no change in these cytokines being demon-

strated in the three studied cerebral area.
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Figure 13 - Effect of treatment with riparin IV (RipIV-50 mg/kg) on IL-6 levels in the hippocampus (A),
prefrontal cortex (B) and striatum (C) (vehicle group n= 4; ripIV-50 group n=6). Each column represent
mean + S.E.M. Statistical analysis was performed by Mann-Whitney test. RipIV: riparin.
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Figure 14 - Effect of treatment with riparin IV (RipIV-50 mg/kg) on TNF- a levels in the hippocampus (A),
prefrontal cortex (B) and striatum (C) (vehicle group n= 4; ripIV-50 group n=6). Each column represent

mean + S.E.M. Statistical analysis was performed by Mann-Whitney test. RipIV: riparin.

3.6. Computational prediction of pharmacokinetics, rule of the five of Lipinski and
the affinity and mode of binding of riparin IV to monoaminergic and GABAer-
gic neurotransmission targets.

The physicochemical parameters, pharmacokinetics and the rule of the five of
Lipinski of riparin IV are expressed in table 2. /n silico models demonstrated that the substance
has a molecular weight of 345.39 g/mol, value of topological polar surface area (TPSA) of
66.02 A2, does not violate any requirement of Lipinski, has high gastrointestinal absorption and

crosses the blood-brain barrier (BBB).

Table 2 - Physicochemical parameters, pharmacokinetics and the rule of five of Lipinski of
riparin IV

Molecule Riparin IV
Formula CI19H23NO5
Molecular weight 345.39 g/mol
TPSA 66.02 A?
Lipinski Yes; 0 violation
GI absorption High
BBB permeant Yes

Pgp substrate No
CYPI1A2 inhibitor Yes
CYP2C19 inhibitor Yes
CYP2C9 inhibitor Yes
CYP2D6 inhibitor Yes
CYP3A4 inhibitor Yes
Skin permeation log Kp (cm/s) -6.25

TPSA: topological polar surface area; GI: gastrointestinal; BBB: blood-brain barrier; Pgp: P-glycoprotein;
CYP: Cytochrome P450.
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To investigate the interaction between riparin IV and target proteins of interest in
depression and anxiety, this molecule was anchored with macromolecular structures of seroto-
nin (SERT) and dopamine (DAT) transporters, 5-HT2a, 5-HT2c, 5-HT3, D1, D2, ALPHAz4,
ALPHA25, MAO-B and GABAAx receptors (table 3). The results were described in terms of
docking score, glide ligand efficiency, XP GScore and glide energy. The docking coupling
scores for all compounds ranged from -8.804 to -3.984, and riparin IV interaction was more
promising (lower binding energy) with the MAO-B enzyme (-8,804), followed by the serotonin
transporter (-7,353), the D2 receptor (-7,333) and the dopamine transporter (-7.284).

Table 3 — Docking score, glide ligand efficiency, XP GScore and glide energy from the
interaction of riparin IV with proteins involved in depression and anxiety.

. PDBID o Docking . C1d¢ XP Glide
Protein Binding site Drug ligand ef-
or model score . GScore energy
ficiency
SERT 5173 68P- Riparin IV 7353 -0.294  7.353  -42.204
&SCITALOPRA Escitalopram®  -7.532 0314 7532 -31.627
5HT.»  G6A93  8NU- Riparin IV 6534 0261 6534 4735
Receptor RISPERIDONE  “Ricoeridone*  -11.166 -0.372  -11.176 -55.969
5HT.c  6BQH  E2I- Riparin IV 691 0276 691  -45.947
Receptor RITANSERIN  “Ritanserin*  -15.74  -0.463  -15.768 -72.791
5_HT; S5AIN QMR- Riparin IV 3984 0159  3.984 32.599
Recept VARENICICLI
seeper NE Varenicline*  -1439  0.899 1439  -47.115
5_HT; 2YME  CWB- Riparin IV 398  -0.159  3.986  -40.485
Receptor GRANISETRON "Granisetron*  -16.115 -0.701  -16.116 -44.19
4M48  21B- Riparin IV 7284 0291 7284 43368
DAT ESRTRIPTYLI Nortriptyline*  -6.234 0312 -6.234  -27.969
Di Recep- SWISS  POCKDRUG  Riparin IV 419 0168 419  37.038
for MODEL PREDICTION
D> Recep-  6CM4  8NU- Riparin IV 7333 0293 7333 45.69%4
tor RISPERIDONE  “Ricoeridone*  -11.802 -0.393  -11.812 -57.087
ALPHA.x» SWISS  POCKDRUG  Riparin IV 5224 0209 5224 40977
Receptor MODEL PREDICTION
ALPHAs SWISS  POCKDRUG  Riparin IV 428  -0.171 4286 -39.03
Receptor MODEL PREDICTION
MAO-B _ 2VZ2  MFG- Riparin IV 8804 0352 8804 55253
Enzyme MOFEGILINE = “yipG 6723 0517 6723 -30.045
GABA»  6D6T  FYP- Riparin IV 6362 0254 6362 46387
Receptor FLUMAZENIL  “plymazenil* 6499 -0295  -6.5 -42.761

*Redocking; SERT: serotonin transporter; 5S-HT: serotonin; DAT: dopamine transporter; MAO: Monoam-
ine oxidase; GABA: Gamma-AminoButyric Acid.

The interaction of riparin IV with the MAO-B receptor presented intermolecular

interactions of the Pi-Pi stacking type with TYR 435, hydrogen bonding directly with the
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residue MET 436 and with a water molecule of solvation that also performs hydrogen bonding
with the residue GLY 57. In addition to an extensive surface for hydrophobic interactions (ILE
14, TYR 60, VAL 61, ILE 68, PRO 102, PHE 168, LEU 171, CYS 172, TYR 188, ILE 198,
ILE 199, PHE 210, LEU 291, VAL 294, ILE 316, TYR 326, LEU 328, MET 341, PHE 343,
LEU 345, TRP 388, CYS 397, TYR 398, TRP 432, TYR 435, MET 436, ALA 439) in the
interaction site of MAO-B, it was possible to observe the presence of positive (ARG 42 and
LYS 296) and negatively charged residues (GLU 437). Figure 15 demonstrates these molecular
interactions of riparin IV with the MAO-B receptor and also between the co-crystallized mo-

fegiline (MFG) linker and the active site of the MAO-B structure.

Figure 16 demonstrates these molecular interactions of riparin IV with the SERT
and also between the co-crystallized escitalopram linker and the active site of the SERT struc-
ture. The interaction of riparin IV with the serotonin transporter (SERT) presented a large sol-
vent exposure in the tetrasubstituted aromatic nucleus, as well as an extensive surface for hy-
drophobic (TYR 95, ALA 96, VAL 97, LEU 99, VAL 102, TRP 103, PHE 105, ILE 165, CYS
166, ILE 167, ILE 168, ALA 169, PHE 170, TYR 171, ILE 172, ALA 173, TYR 175, TYR
176, ILE 179, MET 180, ILE 259, ILE 262, PHE 263, ILE 266, ILE 270, ALA 331, ILE 333,
PHE 334, PHE 335, LEU 337, PRO 339, PHE 341, VAL 343, LEU 344, LEU 434, LEU 436,
PHE 440, ALA 441, LEU 443, VAL 446, ILE 447, VAL 469, VAL 470, CYS 473, VAL 489,
LEU 492, TYR 495, ALA 496, PRO 499, ALA 500, VAL 501, LEU 502) and hydrophilic
interactions (ASN 101, SER 174, ASN 177, THR 178, GLN 332, SER 336, ASN 368, SER
372, SER 438, SER 439, SER 477, THR 497). In the SERT interaction site, it was possible to
observe the presence of positive (ARG 104 and LYS 490) and negatively charged residues
(ASP 98, ASP 437, GLU 444, GLU 493 and GLU 494).
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Figure 15 - Molecular interactions of riparin IV with the MAO-B receptor (A) and between the co-crystallized ligand MFG and the active site of the MAO-B structure (B).
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The binding of riparin IV to the D2 receptor showed intermolecular interac-
tions of the Pi-Pi stacking type with TRP 386 and PHE 390. In addition to a surface for
hydrophobic interactions (LEU 41, VAL 83, VAL 87, MET 88, PRO 89, TRP 90, VAL
91, VAL 92, TYR 93, LEU 94, TRP 100, PHE 102, PHE 110, VAL 111, LEU 113, VAL
115, MET 116, MET 117, CYS 118, ALA 120, ALA 122, LEU 123, LEU 125, ILE 166,
LEU 170, ILE 184, PHE 189, VAL 190, TYR 192, VAL 196, PHE 198, TYR 199, VAL
200, PRO 201, PHE 202, PHE 382, ILE 383, TRP 386, LEU 387, PHE 389, PHE 390,
ILE 403, PRO 405, VAL 406, TYR 408, ALA 410, PHE 411, TRP 413, TYR 416) at the
D2 interaction site, it was possible to observe the presence of negatively charged residues
(GLU 95, GLU 99 and ASP 114) and solvent exposure on two methoxyl radicals attached
to the tetrasubstituted aromatic ring. Figure 17 demonstrates these molecular interactions
of riparin IV with the D2 receptor and also between the co-crystallized risperidone linker

and the active site of the D2 receptor structure.

The interaction of riparin IV with the dopamine transporter (DAT) presented
a solvent exposure on two methoxyl radicals attached to the tetrasubstituted aromatic ring,
as well as an extensive surface for hydrophobic (PHE 43, LEU 47, ALA 48, TRP 51,
VAL 113, VAL 114, ILE 116, ALA 117, PHE 118, TYR 119, VAL 120, TYR 123, TYR
124, ILE 127, ILE 128, PHE 318, PHE 319, PHE 325, VAL 327, LEU 419, PHE 423,
ALA 428, ILE 429, TYR 455, LEU 474, TYR 477, ALA 478, ALA 479, TYR 481, ILE
483). In the DAT interaction site, it was possible to observe the presence of positive (ARG
476) and negatively charged residues (ASP 46, ASP 121, ASP 420 and ASP 475). Figure
18 demonstrates these molecular interactions of riparin IV with the DAT and also be-

tween the co-crystallized nortriptyline linker and the active site of the DAT structure.
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Figure 17 — Molecular interactions of riparin IV with the D2 receptor (A) and between the co-crystallized ligand risperidone and the active site of the D2 receptor structure

(B).




77

QLY

| 431 v

Charged (negative)
Charged (posttive)
Glycine
Hydrophobic

Metal

Polar

Unspecified residue
Water

Hydration site
Hydration site (displaced)
Distance

H-bond

Metal coordination
Pi-Pi stacking
Pi-cation

Salt bridge

Solvent exposure

Figure 18 - Molecular interactions of riparin IV with the DAT (A) and between the co-crystallized ligand nortriptiline and the active site of the DAT structure (B).
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4. DISCUSSION

Substantial progress has been made in development of treatments for major depres-
sion. However, not all patients with depression recover with available treatments and several
important challenges need to be resolved to improve existing treatments and to increase the

number of patients who benefit from them (Cuijpers, 2018).

Thus, in this study we verified the antidepressant activity of riparin IV in mice, and
evaluated possible mechanisms of action. Riparin IV (50 and 100 mg/kg) exhibited antidepres-
sant activity, as demonstrated by reduction of immobility time in the FST and TST compared
with that in vehicle. Similar results were obtained in response to fluoxetine and bupropion treat-
ment. FST and TST are typically employed for screening of antidepressant activity of different
drugs (Abelaira et al., 2013).

Increased number of entries and time spent in open arms in the EPM test is a reliable
and accurate indicator of decreased anxiety or anxiolytic activity of a compound (Bhatt et al.,
2013; Biala and Kruk, 2008; Yadav et al., 2008). In this study, treatment with riparin IV (50
mg/kg) produced anxiolytic-like effects as evidenced by results of the EPM test. Results were

similar to those observed in response to diazepam.

In the HBT test, acute administration of riparin IV at doses of 50 and 100 mg/kg
resulted in a significant increase in head dips compared to that of the control group. Similar
results were observed in response to diazepam treatment. HBT is another popular method for
evaluation of anxiolytic activity, since it is a simple procedure that measures behavioral re-

sponse of rodents in an unknown environment (Hranilovic et al., 2005).

Comorbidity of depression and anxiety is common. Patients that suffer from both
disorders are more resistant to pharmacological treatment and have a worse prognosis. As such,
the search for new antidepressants that treat both disorders is important (Ballenger, 2000). In
this study, we showed that riparin IV exhibited both anxiolytic-like and antidepressant-like ac-

tivity in mice following a single dose.

Unlike diazepam (Jawad et al., 2017), riparin I'V did not induce sedative and muscle
relaxant effects, as evidenced by a lack of effect on spontaneous locomotor activity and motor
coordination in the OFT and RRT tests, respectively. Reduction of spontaneous locomotor ac-
tivity and alterations on rotarod performance are typically attributed to potential sedative effects

and motor impairment in response to a given substance (Vogel, 2008).
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Although several hypotheses have been proposed, the monoamine hypothesis (ser-
otonin, noradrenaline and dopamine) is the most prevalent explanation of depression, since
most currently available antidepressants act on monoamine transporters or receptors. However,
this hypothesis does not completely explain the mechanism of depression pathogenesis. As
such, other hypotheses have been proposed suggesting that inflammation, oxidative stress, and

neurotrophic factors also contribute to pathophysiology of depression (Pasquali ef al., 2018).

In the present study, results showed a significant increase in levels of monoamines
and their metabolites, suggesting the involvement of the monoaminergic system in the antide-
pressant effects of riparin IV. To further characterize the role of neurotransmitters in its mech-
anism, specific antagonists of noradrenaline, dopamine, serotonin, and GABA receptors were

used to evaluate anxiolytic effects.

The effect observed in the FST indicates that riparin IV can exert its effects related
to dopaminergic, serotonergic, and o2 adrenergic systems. Studies have demonstrated the in-
volvement of these systems in the actions of antidepressants (Kohler et al., 2016; Paparrigop-
oulos et al., 2001; Porcelli et al., 2011). In some depressive patients, dopamine-related disturb-
ances are improved by treatment with antidepressant drugs, apparently acting on serotonergic
or noradrenergic circuits (Dunlop and Nemeroff, 2007). Thus, the effect of riparin IV on the
central nervous system seems to correlate with elevation of monoamines levels and interaction

with monoaminergic receptors.

The present study also demonstrated that riparin [V was antagonized by flumazenil,
suggesting participation of the GABAergic system in its anxiolytic-like effects. In contrast to
diazepam, riparin IV did not induce a sedative effect. GABA receptor modulators have exhib-
ited potential as novel anxiolytics superior to classic benzodiazepines because of lack of seda-

tion and reduced potential for dependence (Mdhler, 2012).

Inflammation and mitochondrial oxidative processes generate free radicals, which
are highly reactive chemical species. Excess radicals or disruption of antioxidant systems re-
sults in increased reactive oxygen species (ROS), which can covalently modify and damage cell
macromolecules such as fatty acids, DNA, and proteins. The brain, because of its high meta-

bolic rate, is particularly vulnerable to the harmful effects of ROS (Maes, 2011).

Free radicals are associated with the pathogenesis of many diseases, including de-
pression and anxiety (Bouayed et al., 2009). Because of their high reactivity, free radicals can

form a series of reactive species, such as ROS. If free radicals are not neutralized, they can
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cause oxidative stress, exacerbation of inflammation, and tissue damage. Production of excess
ROS can be neutralized by different antioxidant enzymes, such as SOD, glutathione peroxidase

(GPx), or CAT (Maes, 2011; Sarandol et al., 2007).

Due to their chemical characteristics, ROS can initiate lipid peroxidation, which
involves oxidative decomposition of polyunsaturated fatty acids in membrane phospholipids,
leading to the formation of lipid hydroperoxide mixtures, and aldehyde terminal products such
as MDA (Girotti, 1998; Mittler, 2002). Therefore, increased production of MDA is indicative

of the occurrence of oxidative damage to membranes (Bettio et al., 2014).

Acute administration of 50 mg/kg riparin IV decreased MDA levels in the hippo-
campus, the prefrontal cortex, and the striatum, and at a dose of 100 mg/kg in the hippocampus
and the striatum. Interestingly, some studies have shown increased levels of MDA associated

with depression and anxiety (Bajpai et al., 2014; van Velzen et al., 2017).

Decreased nitrite/nitrate levels in response to riparin IV confirmed its antidepres-
sant and antioxidant effects, as previous studies showed that nitrite free radical may be associ-
ated with depression. In addition, high levels of peroxynitrite and its precursor, nitric oxide,

play a well-characterized role in the pathophysiology of depression (Kumar ef al., 2011).

Detoxification of ROS by GSH, the main non-protein thiol in mammalian cells, is
necessary to maintain redox balance and prevent damage to cells (Lu, 2009). Riparin IV at 50

mg/kg increased GSH levels in the hippocampus.

Superoxide radical is generated as a product of mitochondrial oxidative phosphor-
ylation and from normal cellular biochemical reactions, but excessive amounts can lead to cel-
lular damage. Rapid and efficient removal of H2O- is essential for all living cells. Under aerobic
conditions, CAT plays a significant role in hydrogen peroxide metabolism (Sharma et al.,
2012). Riparin IV increased CAT activity in the hippocampus and significantly decreased its
activity in the prefrontal cortex and the striatum. The role of CAT in depression is not well-
characterized, but studies have shown that systemic CAT levels were lower in depressed pa-
tients (Ozcan et al., 2004; Wei et al., 2009). SOD catalyzes dismutation of superoxide radical
and is the first line of defense against superoxide (Bhattacharyya et al., 2014; Rahman, 2007).
In our study, riparin IV, at both doses, increased SOD levels in the hippocampus and at the dose

of 100 mg/kg increased SOD activity in the striatum.
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Data from this study had demonstrated the important neuroprotective effects of ri-
parin IV as evidenced by alterations in TBARS, nitrite/nitrate, GSH, SOD, and CAT. These
effects were most pronounced in the hippocampus, a region responsible for adaptation to stress
and antidepressant behavioral effects (Joca and Guimaraes, 2006). The hippocampus plays a
central role in emotional processing, and is involved in the regulation and control of the anxiety

response and conditioned fear (Raio and Phelps, 2015).

Oxidative stress is a critical pathway for damage in the pathophysiology of stress-
induced depression (Maes et al., 2011). Thus, the ability of riparin IV to revert behavioral
changes may be related to its protective effects against oxidative damage in the hippocampus.
The association between depression and lipid peroxidation has also been observed in human
(Hovatta et al., 2010), suggesting that the neuroprotective effects of riparin IV observed may

also be observed in persons.

Pro-inflammatory cytokines, such as IL-6 and TNF-a, play multiple roles in both
neurodegeneration and protection (Chitnis and Weiner, 2017; Masih and J.M.I. Verbeke, 2018).
The literature shows that there is no consensus on the effect of the available antidepressants on
proinflammatory cytokines, since fluoxetine decrease levels of IL-6 and TNF-a, while others,
such as venlafaxine, tend to increase their levels (Baumeister ef al., 2016). In this study, acutely
administered riparin IV did not show any significant changes in IL-6 and TNF-a levels, how-

ever, chronic administration modified the balance of the th1/th2 profile (unpublished data).

In silico study demonstrated that riparin IV has Topological Polar Surface Area
(TPSA) 66.02 A% and does not show any violation of the Lipinski rule. The TPSA is important
for permeability estimation and oral bioavailability (Leeson, 2016). Studies show that values
below 80 A? create favorable conditions for the penetration of the blood-brain barrier, which is
important for potential brain receptor ligands (Clark, 2003; Di and Kerns, 2014; Mahar Doan
et al., 2002; Zotek and Maciejewska, 2017). The Lipinski's rule of five estimates the solubility
and permeability of drugs administered orally, predicting the influence of chemical structure on
the absorption of a compound. The fact of Riparin IV does not violated any of Lipinski's rules
for oral bioavailability of a drug, makes it a potentially promising agent (Abi Hussein et al.,

2017; Lipinski et al., 2001).

Reverse docking showed interaction of riparin IV with the MAO-B receptor, sero-
tonin transporter, D2-like dopamine receptor and dopamine transporter, which corroborates

with behavioral and neurochemical tests. The riparin IV effect in the serotoninergic system may
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be consequence of an interaction with serotonin transporter, leading to an increase of serotonin
in synaptic cleft. Studies suggest a substantial relationship between the serotonergic and dopa-
minergic systems and activation of 5-HTia receptor inhibits dopamine release in the dorsal
striatum but may stimulate dopamine release in the prefrontal cortex and nucleus accumbens.
Otherwise, activation of 5-HTac receptors inhibits mesocortical and mesolimbic dopamine
function and stimulation of raphe nuclei serotonergic neuron reduces spontaneous activity of
dopamine neurons in the ventral tegmental area and inhibits dopamine-related behaviors, such
as locomotor and exploratory behavior (Belujon and Grace, 2017; Dunlop and Nemeroft, 2007).
In this way, riparin IV also influence the dopamine system, through the involvement of D2

receptor and/or DAT.

S. CONCLUSION

The present study explored for the first time, acutely, the antidepressant and anxio-
lytic-like activities of riparin I'V. These results demonstrated that riparin IV was promising sub-
stance for the treatment of depression and depression associated with anxiety. These properties
of riparin I'V involved the monoaminergic system and neuroprotective actions against oxidative
stress, particularly in the hippocampus of mice, an important brain region related to depression

and anxiety.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

e Nos experimentos do nado for¢cado e da suspensdo da cauda, a RipIV reduziu o tempo
de imobilidade dos animais, indicando efeito antidepressivo-simile que parece ser
mediado por um envolvimento com os sistemas dopaminérgico, receptores D1 e D2;
serotonérgico, receptores 5-HT,4oc € 5-HT3; e noradrenérgico, ao;

e Nos testes do labirinto em cruz elevado e da placa perfurada todos os parametros
aumentaram, sugerindo um efeito ansiolitico-simile da RipIV, podendo estar
relacionado com o receptor GABA,, uma vez que seu efeito foi bloqueado pelo
flumazenil, um antagonista benzodiazepinico;

e A RiplV ¢é desprovida de efeito sobre a atividade locamotora e relaxanmento muscular,
como demonstrado nos testes do campo aberto e barra giratéria, respectivamente;

e A RiplV foi capaz de aumentar os niveis das monominas (NA, 5-HT e DA) no
hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado;

e A RiplV apresenta uma a¢ao neuroprotetora, principalmente na regido hipocampal, uma
vez que os mecanismos oxidantes (MDA e nitrito/nitrato) diminuiram e os niveis dos
sistemas antioxidantes (GSH, SOD ¢ CAT) aumentaram;

e A RiplV, administrada de forma aguda, ndo alterou os niveis de IL-6 e TNF- o;

e In silico, a RipIV demonstrou atravessar a barreira hematoencefalica, ter alta absor¢ao
gastrintestinal e interagir com os receptores MAO-B e D2 e os transportadores de
serotonina e dopamina.

O quadro 7 resume os dados comportamentais, monoaminérgicos e do estresse oxi-

dativo apos a administragdo aguda da Riparina IV.
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Quadro 7 - Resumo dos dados comportamentais, monoaminérgicos e do estresse oxidativo apos

a administracdo aguda da Riparina IV.

Testes Comportamentais Parametro RipIV 50 ‘ RipIV 100
Nado Forcado Tempo de imobilidade (s) 1L W
Suspensdo da Cauda Tempo de imobilidade (s) Wi Wil

. %NEBA 111 0
Labirinto em Cruz Elevado %TPBA Jow o)
Placa Perfurada Numero de imersoes M1 "M
Campo Aberto Numero de cruzamentos O O
Barra Giratoéria Tempo na barra (s) © ©

Monoaminas e metabolitos RiplV 30 RiplV 100

HIP CPF CE HIP CPF CE
Noradrenalina (NE) 0 O T O B N )
Dopamina (DA) Y O O O 1
Acido diidroxifenilacético (DOPAC) O (A O A )
Serotonina (5-HT) O O O | ot 1t
Acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) (O A ol ) OO

. . RipIV 100

Monoaminas e metabdlitos HIP CPF CE
Niveis de MDA (TBARS) W WL LW O LU
Producdo de nitrito/nitrato WL Wil o W WL o
Glutationa reduzida (GSH) XK) O O ) o O
Atividade enzimatica da catalase (CAT) M1 At Y o A O A A A A A
Atividade enzimatica da M O O "M ) 7
superoxido desmutase (SOD)

Fonte: Autoria propria.

Legenda: 1 - Aumento significativo vs. veiculo (p < 0,05);
111 - Aumento significativo vs. veiculo (p < 0,001);
1111 - Aumento significativo vs. veiculo (p < 0,0001);
11l| - Diminuicao significativa vs. veiculo (p < 0,0001);
(- Sem alteragdo significativa vs. veiculo.
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