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RESUMO

O transtorno depressivo maior (TDM) ¢ uma patologia complexa, multifatorial e de alta
prevaléncia mundial que afeta diretamente a qualidade de vida do individuo acometido.
Dentre as opgdes terapéuticas disponiveis, a farmacoterapia ainda ¢ a mais utilizada na pratica
clinica. No entanto, esses fArmacos estdo relacionados a uma resposta lenta ou incompleta e,
comumente, apresentam efeitos adversos. Além disso, cerca de 2/3 dos pacientes apresentam
resisténcia a terapia medicamentosa. Nesse contexto, moléculas bioativas de origem vegetal
se tornam nicho promissor para a descoberta e desenvolvimento de novos compostos
candidatos a farmacos e/ou terapias adjuvantes. O acido rosmarinico (AR), éster do acido
cafeico e do acido 3,4 dihidroxifenil latico, esta intimamente associado as atividades anti-
inflamatéria e neuroprotetora. Assim, o desenvolvimento do presente estudo tem por objetivo
investigar o efeito tipo-antidepressivo do AR e o papel da via de sinalizacdo mediada pelos
receptores canabinoides/receptor ativado por proliferador de peroxissomos (PPAR-y) nesse
efeito. Inicialmente foi realizada abordagem in silico para obtencdo do perfil farmacocinético
e predicdo dos possiveis alvos moleculares de ligagdo do AR. Em seguida foi realizada
abordagem in vitro para obten¢do do perfil antioxidante, através do método de sequestro de
espécies reativas de oxigénio (DPPH) e a inibi¢do da atividade da enzima acetilcolinesterase
pelo método colorimétrico de Ellman. Por fim, a atividade tipo-antidepressiva foi realizada
em modelo de neuroinflamagdo através da administragdo periférica de lipopolissacarideo
(LPS), sendo que a influéncia dos receptores canabinoides e PPAR-y foi realizada por meio da
administracdo dos antagonistas AM251/AM630 e GW9662, respectivamente. Testes
comportamentais, incluindo teste de suspensdo pela cauda (TSC), splash test (ST) e teste de
campo aberto (TCA) foram realizados durante os protocolos experimentais para avaliagdes do
comportamento tipo-depressivo e comprometimento motor. O AR apresentou caracteristicas
farmacocinéticas satisfatorias de absor¢do e permeagdo, de acordo com a regra dos 5 de
Lipinskin e o filtro de Ghose. Ainda foi possivel identificar os alvos moleculares de ligagdo e
atividades bioldgicas do AR, que incluem os receptores canabinoides CB1R e CB2R e o
PPAR-y. A abordagem in vitro destacou a atividade antioxidante (Clso = 0,916 + 0,11
png/mL), bem como o AR inibiu cerca de 58% da atividade da enzima acetilcolinesterase (Clso
= 1,614 pg/mL). Os protocolos experimentais com o AR (50 mg/kg, v.0.) agudo e repetitivo
preventivo, assim como o tratamento terap€utico indicaram o efeito tipo-antidepressivo
através da reducdo significativa no tempo de imobilidade no TSC e aumento no tempo de
grooming no ST, sem comprometimento locomotor no TCA. O pré-tratamento com os
antagonistas CB1R (AM251, 1 mg/kg) e CB2R (AM630, 1 mg/kg), bem como do PPAR-y
(GW9662, 1 mg/kg) preveniram o efeito tipo-antidepressivo induzido pelo AR. Em conjunto,
esses dados sugerem que as vias de sinaliza¢do dos receptores canabinoides/PPAR-y estdo
envolvidas no efeito tipo-antidepressivo do AR. Além disso, os dados preliminares desse
estudo indicam caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodinamicas
favoraveis a biodisponibilidade, tornando esse composto potencial candidato a farmaco. Por
fim, o AR constitui uma alternativa promissora e inovadora para futura inser¢do no
planejamento terapéutico do TDM.

Palavras-chave: 4cido rosmarinico; transtorno depressivo maior; comportamento tipo-
antidepressivo; composto canabimimético; neuroinflamagao; bioinformatica.



ABSTRACT

Major depressive disorder (MDD) is a complex, multifactorial and has high prevalence in
worldwide that affect directly the individual’s quality of life. Among therapies approach
available, pharmacotherapy is the most used in the clinical practice. However, these drugs
have slowly response or incomplete, as well as shows numerous adverse effects. Moreover,
about 2/3 of patients are resistant to drug therapy. In this sense, biological compounds of
natural source became a promising field to discovery new potential molecules and/or
adjuvants to MDD’s therapy. Rosmarinic acid (RA), ester of caffeic acid and 3, 4-
dihydroxyphenyllactic acid, is closely related to distinct biological activities, including anti-
inflammatory and neuroprotective actions. Then, this study investigated the antidepressant-
like effect of RA and the whole of cannabinoid receptors/peroxisome proliferator-activated
receptor Yy (PPAR-y) signaling pathway in this sense. Firstly, in-silico approaches were
performed to identify the RA’s pharmacokinetic profile and potential molecular targets. In
vitro tests were used to evaluation of antioxidant (DPPH method) and acetylcholinesterase
activity (Ellmann’s test). Finally, the antidepressant-like activity of RA was performed in the
LPS-induced depression model. The behavioral test included tail suspension test (TST),
splash test (ST) and open field test (OFT). RA (MW = 360.31 g/mol) meets the criteria of
both Lipinski's rule of 5 and the Ghose filter and it also attends relevant pharmacokinetic
parameters with great absorption and permeation profile. Target prediction analysis identified
potential targets and biological activities for RA, including the PPAR-y and the cannabinoid
receptors CB1 and CBa. In vitro approaches indicate suitable antioxidant activity (ICso = 0.916
+ 0.11 pg/mL), as well as showed 58% acetylcholinesterase activity inhibition (ICso = 1.614
ng/mL). The antidepressant-like effect of AR (50 mg/kg, p.o) in the acute and repetitive
preventive and therapeutic protocols indicated significantly reduction in immobility time in
the TST and increased the grooming time in ST, without locomotor impairment in OFT.
Further, the pre-treatment with antagonists of CB1R (AM251, 1 mg/kg), CB2R (AM630, 1
mg/kg), and PPAR-y (GW9662, 1 mg/kg) receptors significantly blocked the antidepressant-
like effect of RA. Altogether, our findings suggest that cannabinoid receptors/PPAR-y
signaling pathways are involved with the antidepressant-like effect of RA. Moreover,
preliminary data of this study, indicate that this compound meets important physicochemical,
pharmacokinetic and pharmacodynamic parameters that favor its bioavailability. RA
constitutes a promising and innovative molecule for future insertion in the pharmacotherapy
of MDD.

Keywords: Rosmarinic acid; polyphenol; major depressive disorder, antidepressant-like
behavior; cannabimimetic compound; neuroinflammation; bioinformatics
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1 INTRODUCAO

O transtorno depressivo maior (TDM) ¢ um distarbio neuropsiquiatrico cronico que
acomete grande parte da populagdo mundial e, associado aos custos de tratamento e
reinsercdo desses individuos ao mercado de trabalho, acarreta importantes despesas
econdmicas aos Estados (CAMARGO; RODRIGUES, 2019; SHEEHAN et al., 2017). Os
sintomas clinicos sdo caracterizados por tristeza profunda e humor irritdvel, os quais estdo
acompanhados por mudangas somadticas (dificuldade ao respirar, fadiga, disturbios
gastrointestinais, dores de cabeca, e neuropatias periféricas) ou cognitivas (concentragao,
memoria, motiva¢do), os quais irdo afetar a funcionalidade do individuo acometido
(GRAHEK et al., 2019; LIU et al., 2019; MORA et al., 2018). Devido ao fato desses
sintomas ndo serem patognomonicos da depressdo, os mesmos sdo evidenciados também em
outras doengas neuropsiquiatricas, dificultando ainda mais o diagndstico clinico da doenca
(MALHI; MANN, 2018).

Embora a fisiopatologia do TDM nido esteja completamente elucidada, existem
diferentes teorias que caracterizam os sintomas depressivos observados em individuos com
essa patologia (PAZINI; CUNHA; RODRIGUES, 2019), incluindo a teoria monoaminérgica,
(FERRARI; VILLA, 2016; SHAO; ZHU, 2020); disfungdes associadas ao eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HHA) (JESULOLA; MICALOS; BAGULEY, 2018); e alteracdes da
homeostase entre o sistema imunoldgico central e periférico, a qual justifica a hipodtese
neuroinflamatdria (PITSILLOU et al., 2019). Além dessas teorias citadas, outros mecanismos
podem justificar o desenvolvimento da depressdao, como fatores genéticos (LIMA-OJEDA;
RUPPRECHT; BAGHALI 2018), disfungdo glutamatérgica (HILLHOUSE; PORTER, 2015),
alteracdes nos fatores neurotrdficos relacionados a neuroplasticidade e a modulagdo do
sistema endocanabinoide (ATHIRA et al., 2020).

O esquema terapéutico do TDM se baseia em duas abordagens principais, a
psicoterapia e a farmacoterapia. A primeira se refere a aplicagdo de metodologias baseadas
em principios psicologicos que visam a mudanca comportamental, cognitiva, emocional e/ou
caracteristicas pessoais do individuo (CULJPERS et al., 2019). J& a farmacoterapia foi
introduzida com o desenvolvimento dos farmacos inibidores da monoamina oxidase (iMAO)
e dos antidepressivos triciclicos para o tratamento da depressdao. Com a evolucdo da pesquisa
cientifica no campo de antidepressivos foram estabelecidas novas classes de medicamentos,
sendo eles os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (SSRI, do inglés serotonina and
norepinephrine reuptake innhibitors) e os inibidores da recaptacdo de serotonina e

noradrenalina (SNRI, do inglés serotonina-norepinephrine reuptake innhibitors). Com o
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objetivo de aumentar a concentragdo das monoaminas na fenda sinaptica, todas as classes de
medicamentos supracitadas sdo amplamente utilizadas na pratica clinica (FATHINEZHAD et
al.,2019; SANTARSIERI; SCHWARTZ, 2015)

Apesar da disponibilidade e de diferentes mecanismos de agdo dos farmacos
antidepressivos, aproximadamente 2/3 dos pacientes ndo respondem ao tratamento inicial,
fato que pode ser justificado pela variabilidade individual de resposta ao medicamento
(fatores clinicos e vias bioldgicas) ou pela dificuldade de diagnostico, comprometido pela
escolha inadequada da terapia farmacologica (MORA et al., 2018). Além desses fatos, esses
farmacos apresentam efeitos adversos importantes, tais como alteragdes gastrointestinais,
ansiedade e disfungdes sexuais, principalmente relacionados ao rapido aumento das
concentragcdes das monoaminas na fenda sindptica (FATHINEZHAD et al., 2019). Dessa
forma, o desenvolvimento de novos firmacos e/ou adjuvantes terapéuticos com maior
eficacia, seguranga e que apresentem vias alternativas de agdo, faz-se necessario na pratica
clinica.

Nesse contexto, o sistema endocanabinoide se torna uma importante area de estudo, ja
que estd inserido na manuten¢cdo e homeostase do organismo, bem como envolvido em
diferentes fases do desenvolvimento de patologias relacionadas ao sistema nervoso central
(SNC). Esse sistema exerce diferentes fungdes fisiologicas, dentre elas a modulagdo do
apetite, dor, humor e memodria (TRUSLER et al., 2017). O receptor metabotropico
canabinoide tipo 1 (CBIR) estd expresso principalmente no SNC em dareas relacionadas a
memoria, movimento e transmissdo da dor. Por outro lado, o receptor canabinoide tipo 2
(CB2R) esta expresso em orgaos linfoides periféricos, bem como na superficie de linfocito B,
células natural killer (NK) e macréfagos/monocitos (HARUNA et al., 2017). Esses receptores
podem ser ativados por endocanabinoides, tais como o araquidonoiletanolamida (anandamida
- AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG), bem como por compostos de origem exdgena,
representado pelo A9-tetrahidrocanabinol (A9-THC), presente na Cannabis sativa e outras
espécies do género Cannabis (KARSAK et al., 2007). Em adicdo, duas enzimas principais
sdo responsaveis pelo metabolismo dos endocanabinoides, a hidrolase amida de 4cido graxo
(FAAH, do inglés fatty acid amide hydrolase) e monoacilglicerol lipase (MAGL, do inglés
monoacylglycerol lipase), respectivamente (TRUSLER et al., 2017).

Devido a presengca dos componentes do sistema endocanabinoide no SNC, esse
influencia distintas areas do cérebro relacionadas ao controle do eixo HPA, humor, ansiedade
e comportamento (medo, aprendizado e recompensa) (IBARRA-LECUE et al., 2018). Dessa

forma, mudangas nesse sistema podem estar relacionadas ao desenvolvimento de sintomas
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depressivos, tais como a deficiéncia do receptor CB1 (POLESZAK et al., 2018) e reducao da
concentragdo dos endocanabinoides séricos (HILL et al., 2008; MICALE et al., 2015). Por
outro lado, a intervengdo através da administracdo de agonistas ndo especificos sintéticos
CBI1/2, agonistas seletivos CB1 e agentes que inibem a recaptacao dos endocanabinoides,
estdo diretamente relacionados a atividade antidepressiva (ATHIRA et al., 2020).

Diante do cenario de inumeras possibilidades na area de desenvolvimento de
moléculas bioativas com agdo antidepressiva, os agonistas dos receptores ativados por
proliferador de peroxissomos y (PPAR-y — do inglés peroxisome proliferator-activated
receptors) se tornam importante alternativa para o tratamento de transtornos do humor. Esses
sdo fatores de transcri¢ao ativado por ligantes que formam complexos de heterodimeros com
os receptores de acido retindico X (RXR, do inglés retinoid X receptor) (PRASHANTHA
KUMAR et al., 2020). Por meio da translocacdo para o nucleo celular, esses complexos se
ligam a regides especificas do DNA e regulam a transcrigdo de genes associados ao
metabolismo de lipideos e glicose, processos inflamatorios e diferenciacdo celular (COLLE et
al., 2016). Os receptores PPAR-y sdo expressos em diversos tipos celulares, incluindo
neurdnios, astrdcitos e microglia, e algumas fungdes podem ser atribuidas a esse receptor, tais
como a regulacdo da sintese de mediadores proé-resolugdo, a expressdo de genes anti-
inflamatorios, ativagdo da microglia e modulagdo entre os seus diferentes fendtipos
(VILLAPOL, 2018). Adicionado ao fato de que esses receptores podem ser ativados por
ligantes canbinoides (receptor canabinoide ndo classico), € possivel sugerir que os receptores
PPAR-y estdo intimamente associados a homeostase do SNC, com efeitos anti-inflamatorios e
neuroprotetores, sendo também considerada uma via de acdo alternativa para o tratamento de
transtornos neuropsiquiatricos (CRISTINO; BISOGNO; DI MARZO, 2020).

Ante ao exposto, o 4cido rosmarinico (AR) surge como um composto de origem
vegetal promissor com perspectiva antidepressiva. Considerado um polifenol derivado do
acido cafeico e do acido 3,4-dihidroxifenil lactico (ALAGAWANY et al., 2017), o AR foi
inicialmente isolado da espécie vegetal Rosmarinus officinalis e diferentes atividades
bioldgicas sdo atribuidas a esse polifenol, tais como atividade antiviral, antibacteriana,
antioxidante e antitumoral (LUO et al., 2020), além de acdo anti-inflamatoria, antioxidante e
neuroprotetora, as quais tornam esse composto promissor na terap€utica de patologias
relacionadas ao SNC. Lv e colaboradores (2019) evidenciaram o efeito anti-inflamatério do
AR em modelo pré-clinico de doenga de Parkinson. No estudo realizado por Hase e
colaboradores (2019) foi observado efeito do AR em modelo pré-clinico de doenga de

Alzheimer, através da inibicdo da agregacdo da proteina P-amildide, a qual pode estar
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associada ao aumento de dopamina e redugdo da expressdo da enzima monoamina oxidase b
no SNC. Shang e colaboradores (2016), também observaram o efeito antioxidante, anti-
inflamatério e neuroprotetor do AR no modelo animal de lesdo medular. Adicionalmente a
essas atividades, o efeito antidepressivo do AR também ja foi referenciado na literatura (ITO
et al., 2008; JIN et al., 2013; SASAKI et al., 2013; TAKEDA et al., 2002). Sendo assim, tais
evidéncias sugerem que o AR estd relacionado a possivel atividade antidepressiva e que
interferéncias no sistema endocanabinoide e em receptores PPAR-y estdo associadas a génese
do comportamento depressivo e ao controle das respostas imunoinflamatorias e
neuromoduladoras. Portanto, o desenvolvimento desse estudo tem como premissa principal
investigar o efeito tipo-antidepressivo do AR como novo ligante canabimimético, bem como
investigar a participagdo do PPAR-y nesse efeito usando o modelo de depressao induzida pela

administragdo de LPS em camundongos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 DEPRESSAO

O TDM ¢ um complexo e recorrente problema de saude publica com incidéncia em
grande parcela da populacdo mundial com estimativa global de 280 milhdes de pacientes
acometidos, segundo dados da Organizacdo Mundial de Saide (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021). Nesse ambito, os transtornos de humor apresentam maior
prevaléncia em individuos do sexo feminino quando comparado ao sexo masculino. No Brasil
foram registrados aproximadamente 11,5 milhdes de casos de depressdo, representando 5,8%
da populagdo brasileira (OMS, 2017).

Os sintomas caracteristicos relacionados a TDM sdao humor depressivo, reducao do
interesse por atividades prazerosas (anedonia), prejuizo cognitivo, sentimento de culpa,
inutilidade e ideacdo suicida, presentes também em outras condi¢des psiquidtricas e
neurodegenerativas, dificultando ainda mais o diagnéstico da depressdo (GALTS et al.,
2019). Dessa forma, os prejuizos funcionais associados ao TDM resultam em dificuldade no
relacionamento social e ocupacional, reducdo de rendimento no trabalho e na escola, perda do
prazer, dificuldade de realizar atividades diarias em familia e das responsabilidades
familiares. Todos esses fatores associados refletem na diminui¢cdo da qualidade de vida do
individuo e dificuldade em estabelecer relacionamentos interpessoais (SHEEHAN et al.,

2017).

2.1.1 Fisiopatologia

A etiologia e os circuitos neuroquimicos relacionados ao desenvolvimento da
depressdo ndo estdo completamente elucidados, porém interagdes entre os fatores biologicos,
psicologicos, genéticos, sociais e familiares podem ser destacados como possiveis
desencadeadores da doenga (VILLAS BOAS et al., 2019). A alteragao da funcao de areas e
circuitos cerebrais relacionadas a regulagdo do humor, emogao e sistema de recompensa pode
estar relacionada ao desenvolvimento do TDM (RAHMAN; ALZAREA, 2019). Através de
estudos post mortem e de neuroimagem, realizados em individuos diagnosticados com TDM,
foi possivel observar alteragdes em regides cerebrais, mais especificamente, diminui¢do do
volume da area cinzenta e da densidade glial no cortex pré-frontal e hipocampo. No entanto,
esses trabalhos sdo inconclusivos, e geralmente a depressdo pode estar associada a
comorbidades e a utilizagdo de diferentes medicamentos, dificultando assim o
estabelecimento da relagdo causa e efeito com as alteragdes cerebrais e desenvolvimento do

TDM (KRISHNAN; NESTLER, 2008). Além das areas cerebrais ja citadas, outras regides
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também estdo envolvidas no desenvolvimento do TDM, com destaque a amigdala, estriado
ventromedial, nicleos do tdlamo da linha média e mediodorsal, e ventral pallidum. Portanto,
todas essas regides parecem influenciar no comportamento depressivo, caracterizados por
medo, ansiedade, humor, processamento do sistema de recompensa, aten¢ao, motivagao,
respostas ao estresse, interagdo social e fungdes neurovegetativas, como sono, apetite, peso e
libido (HAMON; BLIER, 2013; PRICE; DREVETS, 2012).

Evidéncias relatadas na literatura propdem diferentes teorias neurobioldgicas que
suportam a origem do TDM, sendo elas: 1) hipotese monoaminérgica, com alteragao da
concentracdo de monoaminas, principalmente serotonina (5-HT), noradrenalina ¢ dopamina
no SNC; ii) hipdtese neuroendodcrina, por meio da interferéncia no eixo HPA, com aumento
da producdo e liberacdo dos glicocorticoides na corrente sanguinea; e iii) hipoOtese
neuroinflamatdria (OTTE ef al., 2016). Acrescentado a essas, outras teorias sao propostas tais
como a alteragdo na liberagcdo dos neurotransmissores glutamato ¢ 4cido gama-aminobutirico
(GABA) ¢ a atrofia cerebral, através da diminui¢do do volume do coértex pré-frontal e
hipocampo dos pacientes com TDM (WOHLEB et al., 2016). A Figura 1 relaciona diferentes
fatores bioldgicos que estdo inseridos na fisiopatologia do TDM, bem como de outras

patologias neurodegenerativas, como a doengas de Alzheimer, Parkinson e Huntington.
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Figura 1. Principais fatores neuropatologicos que contribuem para o desenvolvimento da depressdo e,
consequentemente da neurodegeneracdo. O desequilibrio do sistema monoaminérgico, alteracdo no eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA), neuroinflamagdo, estresse oxidativo e a redugdo de fatores neurotroficos
sdo considerados fatores etiologicos essenciais no desenvolvimento e/ou progressio de doencas
neurodegenerativas, tais como a doenga de Alzheimer, doenca de Parkinson e doenga de Huntington. Aliado a
essas patologias, o TDM se apresenta como uma comorbidade (setas biderecinais) e, juntamente com fatores
genéticos associados (seta tracejada), compartilham fatores etiolégicos semelhantes. Fonte: adaptado de GALTS
e colaboradores, 2019.

2.1.1.1 Hipotese monoaminérgica

As monoaminas estdo intimamente relacionadas ao desenvolvimento do TDM, sendo
esses neurotransmissores responsaveis pela manutencdo de diferentes fungdes cerebrais. Os
neurdnios noradrenérgicos estdo distribuidos no tronco encefélico e inervam diversas areas
cerebrais, modulando fung¢des do cortex pré-frontal, processamento da memoria de trabalho,
regulagdo comportamental e atengdo — Figura 2A (JESULOLA; MICALOS; BAGULEY,
2018). Os neurdnios serotoninérgicos partem do nucleo da rafe do tronco cerebral e se
projetam para o cérebro e medula espinhal — Figura 2B — sendo a 5-HT responsavel pela
regulacdo de distintas fungdes cerebrais e emocionais, incluindo sono, cogni¢do, nocicepg¢ao,
ansiedade, humor, apetite ¢ comportamento sexual (SZEITZ; BANDIERA, 2018). Por fim,
outro neurotransmissor que desempenha importante papel na manuten¢do das fungdes
cerebrais, ¢ a dopamina. Os neuronios dopaminérgicos tém sua origem na area tegumentar
ventral, substancia nigra e hipotdlamo, se projetando para o cortex e nucleo accumbens,

estriado e hipofise, respectivamente — Figura 2C. A dopamina também exerce funcdes
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essenciais no controle motor, memdoria espacial, motivagdo, sistema de recompensa, atencao,

regulacdo do sono, dentre outras atividades fisiologicas (KLEIN et al., 2019).
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Figura 2. Principais vias de inervacdo dos neurotransmissores monoaminérgicos no sistema nervoso central. A
partir do locus coeruleus, os neurdnios noradrenérgicos se projetam para grande parte do encéfalo e da medula
espinhal (A). Os neurdnios serotoninérgicos estdo localizados predominantemente no ntcleo da rafe, da qual se
espalham para diversas areas cerebrais, incluindo cortex pré-frontal, estriado, hipotalamo e hipocampo (B). Os
neurdnios dopaminérgicos se projetam da substincia nigra e da area tegumentar ventral formando a via cortico-
basal-ganglio-talamo-cortical. Portanto, a deplecdo e/ou desequilibrio monoaminérgico no SNC esta diretamente
relacionado ao desenvolvimento da depressao. Fonte: adaptado de MARTINS e BRIJESH, 2018.

A teoria monoaminérgica no TDM esta sustentada pela descoberta e proposi¢ao dos
mecanismos de acdo, na década de 1950, dos antidepressivos triciclicos, responsaveis pelo
bloqueio da recaptacdo de monoaminas no neurdénio pré-sindptico; ¢ dos inibidores da
monoamina oxidase (iIMAO), enzima responsavel pela hidrolise desses neurotransmissores
(OTTE et al., 2016). Portanto, a hipotese monoaminérgica propde que, em individuos
diagnosticados com depressao, ¢ evidenciada alteracao nas concentragdes de monoaminas no

SNC (HILLHOUSE; PORTER, 2015).
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De acordo com a literatura, alguns mecanismos podem ser elencados para justificar o
desequilibrio dessas aminas biogénicas. Dentre eles, sdo propostos: i) a deficiéncia funcional
dos neurotransmissores, a qual ¢ evidenciada pela degradacdo dos mesmos pelas enzimas
MAQ; i1) diminui¢do do nimero de proteinas transportadores de membrana, o qual dificulta a
recaptacdo do neurotransmissor € proporciona a exposi¢ao a enzimas de degradagdo; por fim,
iii) anormalidades funcionais nos receptores podem alterar a afinidade da ligacdo
neurotransmissor-receptor ou promover mudangas na cascata de segundo mensageiros

desencadeados por essa ligacao (JESULOLA; MICALOS; BAGULEY, 2018).

2.1.1.2 Hipotese neuroinflamatoria

A ativagdo de células do sistema imunoldgico e consequente alteracdo do perfil
inflamatério representam importantes vias patofisiologicas do TDM (KOHLER et al., 2017).
Dessa forma, modificagdes na resposta imune central e periférica podem influenciar
mudangas neurobiologicas evidenciadas em individuos com esse transtorno (PITSILLOU et
al., 2019). As principais cé€lulas responsaveis pela homeostase e pela rapida resposta a dano e
infeccdo no SNC ¢ a microglia, as quais sdo capazes de secretar citocinas que funcionam
como moduladoras positivas e contribuem para a manutengdo da neuroplasticidade. No
entanto, a secrecdo prolongada ou em excesso de mediadores pro-inflamatdrios provocam
alteracdes das funcdes neuronais, prejudicando a sinalizacdo, sintese, recaptacdo e liberagdo
dos neurotransmissores. Portanto, a ativacdo do sistema imunologico no SNC afeta a rede de
transmissao neuronal influenciando os quadros de humor e cognicdo (BEUREL; TOUPS;
NEMEROFF, 2020).

A hipotese neuroinflamatoria ¢ sustentada diante de algumas evidéncias. De acordo
com a literatura, a inflamacao cronica observada em individuos com diabetes mellitus tipo 2 e
artrite reumatoide, pode induzir resposta adaptativa gerando sintomas depressivos, tais como
letargia, anorexia, distarbios de humor e sono (WOELFER et al., 2019). Em adicdo, a
administracdo de citocinas, tais como interferon-o (IFN-a) também pode originar quadros
depressivos, como observado em individuos em tratamento para infec¢cdo do virus da hepatite
C e naqueles em terapia oncoldgica, com consequente aumento na concentracdo de
interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF, do inglés tumor necrosis fator) (JEON;
KIM, 2017). Além das evidéncias ja citadas, a administragdao de lipopolissacarideo (LPS) ¢
capaz de aumentar a concentracdo sérica de TNF, bem como de IL-6, as quais estdo
intimamente associadas ao desenvolvimento de sintomas depressivos e ansiosos (WOELFER

et al., 2019). Estudos evidenciam a capacidade de mediadores pro-inflamatdrios periféricos
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atravessarem a barreira hematoencefalica e agirem diretamente em células residente do SNC,
tais como astrocitos, microglia e neurdnios, contribuindo assim para o sfatus
neuroinflamatério (HODES et al., 2015). Em adi¢ao a esses dados, pacientes com TDM
apresentam aumento na concentragao sérica de TNF e IL-6, bem como a analise post-mortem,
indicaram neuroinflamacao e ativacao microglial (OTTE et al., 2016). O esquema descrito na

\

Figura 3 ilustra o envolvimento das respostas inflamatorias juntamente a interferéncia nos
neurocircuitos, 0os quais em conjunto contribuem para o desenvolvimento e progressao dos

sintomas depressivos em individuos acometidos com TDM.
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Figura 3. Envolvimento das citocinas no processo neuroinflamatério e a interferéncia nos neurocircuitos, os
quais em conjunto contribuem para o desenvolvimento e progressio do TDM. No cérebro, a resposta
inflamatoria interfere com diferentes vias metabolicas e moleculares, as quais influenciam os sistemas de
neurotransmissores afetando os neurocircuitos responsaveis pela regulagdo do comportamento, principalmente
aqueles relacionados a motivagdo (anedonia), bem como evasdo e atengdo (ansiedade). Citocinas pro-
inflamatorias, como os interferons subtipos I e II (IFNs), IL-1f e fator de necrose tumoral (TNF) pode reduzir a
biodisponibilidade de monoaminas — serotonina (SHT), dopamina (DA) e noradrenalina (NE), através de dois
mecanismos principais: i) aumento da expressdo e funcdo dos transportadores de recaptacdo desses
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neurotransmissores via proteina cinase ativada por mitdogeno (MAPK); ou ii) reducdo da sintese, através da
diminui¢do de co-fatores (tetrahidrobiopterina — BH4), a qual é sensivel ao dano oxidativo e esta envolvido na
producdo de 6xido nitrico (NO) pela NO sintase. Além dessas acdes, as citocinas pro-inflamatorias sdo capazes
de diminuir os precursores das monoaminas por meio da ativacdo da enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO),
a qual ¢ responsavel pela hidrolise do triptofano, precursor da serotonina, em quinurenina. Essa por sua vez,
ativa a microglia, a qual converte quinurenina em acido quinolinico, que se liga a receptores n-metil-d-aspartato
(NMDAR) — receptor de glutamato (Glu). Através da redugdo da recaptacdo e estimulacdo da liberacdo de
glutamato induzido pela agdo das citocinas e pela agdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio
(ERNSs), respectivamente, ocorre a diminuigdo da concentragdo do fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) ¢ a excitotoxicidade. O processo inflamatério, principalmente no giro denteado do hipocampo, resulta
na diminui¢do dos fatores de crescimento, os quais estdo diretamente relacionados a neurogénese, potenciagdo
em longo prazo ¢ as ramificagdes dendriticas, envolvidas nos processos de aprendizagem e memoria. Em adigéo,
as citocinas afetam os sistemas de neurotransmissores, particularmente, a circuitaria dopaminérgica envolvida na
motivagdo, anedonia e ansiedade. BH2, dihidrobiopterina; dACC, cortex cingulado anterior dorsal; DAT,
transportador de dopamina; EAAT2, transportador de aminoacido excitatorio 2; NET, transportador de
noradrenalina; NF-«xB, fator nuclear kB; SERT, transportador de serotonina; TH, tirosina hidroxilase; TPH,
triptofano hidroxilase; vmPFC, cortex pré-frontal ventromedial. Fonte: Adaptado de MILLER e RAISON, 2016.

2.1.1.2.1 Vias de comunicagao entre o SNP ¢ o SNC

As citocinas pro-inflamatdrias que atingem a corrente sanguinea, as quais sao
resultantes do processo inflamatério sistémico, podem atingir o SNC por diferentes vias.
Nesse sentido, um dos principais processos envolvidos na comunicagdo entre o sistema
nervoso periférico (SNP) e o SNC ¢ o reflexo inflamatdrio, que engloba as vias aferentes e
eferentes do nervo vago (Figura 4), sendo responsavel por realizar feedback negativo no
sistema imunoldgico inato ¢ manter a homeostase da resposta imune (MARTELLI,
FARMER; YAO, 2016). Na via aferente do nervo vago ha a expressdo de receptores de
citocinas e de reconhecimento de padrdes, os quais sdo capazes de detectar produtos
inflamatérios periféricos, que incluem citocinas, padrdoes moleculares associados a danos
(DAMPs) e padroes moleculares associado a patogenos (PAMPs) (TANAKA et al., 2019). As
projecdes do nervo vago culminam no nucleo do trato solitdrio e se comunica com outras
regides cerebrais, incluindo o nucleo do tronco encefalico, hipotdlamo e prosencéfalo.
Adicionalmente, essa via de sinalizagdo esta intimamente relacionada a resposta eferente
colinérgica do nervo vago, a qual ativa os neuronios do niicleo motor dorsal, nucleo ambiguo
e area postrema. As terminagdes nervosas eferentes atingem oOrgdos periféricos (incluindo
baco, figado, intestino, estbmago e coragdo) e sdo capazes de modular a resposta imune, por

exemplo, a supressao da resposta inflamatéria (PAVLOV; TRACEY, 2012).
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Figura 4. Esquema representativo do reflexo inflamatério. Receptores do tipo toll-like (TLRs) e do tipo dominio
de oligomerizagdo ligante de nucleotideo (NLRs, do inglés nucleotide-binding oligomerization domain-like
receptors) presentes na membrana de macrofagos, células dendriticas e outras células do sistema imunologico
podem ser ativados por endotoxinas (LPS), fragmentos de patdogenos e moléculas de dano tecidual. Nessa
situagdo, ocorre a liberagdo de citocinas, as quais sdo detectadas pelos componentes sensoriais da via aferente do
nervo vago (neurdnio em vermelho). A progressiva cascata de sinalizagdo promovida por esses mediadores
culmina nas regides cerebrais que incluem o nucleo do trato solitario (NTS), que possui interconexdes com a
area postrema (AP), nticleo motor dorsal do nervo vago (DMN), nucleo ambiguo (NA), bem como em regides
mais superiores do prosencéfalo. Dessa forma, as alteragdes inflamatorias originadas na periferia sdo processadas
no SNC, e ativa a resposta inflamatoria por meio da via eferente do nervo vago. Essa sinalizacdo ¢é caracterizada,
principalmente, pela ativagdo do sistema colinérgico, o qual se projeta para 6rgdos periféricos, incluindo bago,
figado e trato gastrointestinal (neur6nios em azul), e culmina com a supressdo da liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias. Destaque importante na via eferente do reflexo inflamatério é que sua ativagdo pode ser realizada
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através de ligantes de receptores muscarinicos colinérgicos (mAChR) e inibidores da enzima aceticolinesterase
(AChE), como a galantamina. Fonte: adaptado de PAVLOV e TRACEY, 2012.

Considerado outro ponto de comunicagdo entre o sangue, liquido cefaloespinal e o
parénquima cerebral, os 0rgdos circunventriculares sdo estruturas localizadas entre o terceiro
e quarto ventriculo cerebral, podendo ser exemplificada pela area postrema, 6érgao subfornical
e o orgao vasculoso da lamina terminal (KIECKER, 2018). Essas regides sao caracterizadas
pela presenca de capilares sanguineos fenestrados extensos e de alta permeabilidade devido a
auséncia da barreira hematoencefélica. Dessa forma, as substancias produzidas na periferia
que atingem a corrente sanguinea conseguem atravessar livremente para o SNC, tornando-o
mais sensiveis as alteragdes periféricas, ¢ essas informacgdes sdo transferidas para outras
regides cerebrais, sendo considerado ponto de manutencdo da homeostase do organismo
(KIECKER, 2018; VERHEGGEN et al., 2020). Por fim, outras vias de comunicagdo podem
ser citadas como a sinaliza¢do via células endoteliais cerebrais ¢ via células do sistema
imunoldgico periféricos, relacionadas a ativacdo de células por TNF e IL-1P, bem como
através da expressao de moléculas de adesdo, incluindo P-selectinas e proteina de adesdo
celular vascular tipo 1 (VCAM-1, do inglés vascular cell adhesion protein 1) (D’MELLO;
SWAIN, 2016). Portanto, os dados supracitados indicam que a resposta imune iniciada na
periferia ¢ capaz de atingir o SNC e provocar alteracdes na sintese de citocinas pro-
inflamatorias e neurotransmissores (5-HT, dopamina e GABA), bem como na secrecdo do
hormoénio liberador de corticotropina (CRH, do inglés corticotropin releasing hormone), os
quais estdo intimamente relacionados a regulacdo do humor e comportamento (D’MELLO;

SWAIN, 2016).

2.1.1.2.2 Modelo de depressao induzido por LPS

Com a estrutura bem estabelecida na literatura, o LPS ¢ considerado um padrao
molecular associado a patégeno (PAMP — do inglés pathogen associated molecular pattern),
o qual ¢ constituinte da membrana externa de bactérias Gram-negativas (COCHET; PERI,
2017). Estruturalmente, o LPS ¢ uma macromolécula constituida principalmente por trés
regides, sendo elas 1) lipideo A, responsavel pelo reconhecimento da molécula pelo sistema
imunologico e desenvolvimento da resposta inflamatoria; 1ii) nucleo ou core de
oligossacarideos, iii) antigeno O (Figura 5) (MALDONADO; SA-CORREIA; VALVANO,
2016).
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Figura 5. Esquema representativo da membrana interna e externa de bactérias Gram-negativas. A membrana
externa (OM) de bactérias Gram negativas ¢ caracterizada pela presenca da bicamada lipidica e proteinas de
membrana (OMPs), sendo que logo acima estdo localizadas as moléculas de LPS. A segunda bicamada lipidica,
mais interna, estd em contato com o citoplasma (membrana citoplasmatica — CM) e ¢é constituida por
fosfolipideos ¢ proteinas de membrana. As duas membranas, interna e externa, sdo separadas por uma parede de
peptideoglicano (periplasma), a qual também sdo encontradas enzimas hidroliticas, proteinas de ligagdo e
quimiorreceptores. Adaptado de MALDONADO, SA-CORREIA e VALVANO, 2016.

Devido ao seu carater anfifilico, o LPS se organiza em micelas quando em solugdo
aquosa, sendo consideradas estruturas mais estaveis. O reconhecimento e sinalizacdo do
sistema imunologico frente a essa endotoxina se inicia por meio da acdo da proteina de
ligacao de lipideos (LPB, do inglés lipid-binding protein), a qual € responsavel pela extragdao
de um mondmero de LPS do agregado micelar e consequente transferéncia para o complexo
de diferenciacdo 14 (CD14). Ancorado na membrana plasmatica da célula, o CD14 tem
funcdo de entregar a molécula de LPS para reconhecimento pelo complexo receptor toll-like
4/fator de diferenciagdo mieldide 2 (TLR4/MD-2) favorecendo a dimerizagdo do mesmo
(PARK; LEE, 2013). Dessa forma, a forma¢do do complexo (TLR4/MD-2/LPS), se torna a
primeira etapa de inicializa¢do da resposta imune inata.

Uma vez iniciada a cascata de sinalizagdo intracelular, por meio da ativagdo do
receptor TLR4/MD-2, existem duas vias distintas que convergem para a sintese de
mediadores pré-inflamatérios. A primeira € caracterizada pela ativagdo do midossoma,
complexo proteico intimamente ligado ao receptor TLR4 constituido por TIRAP
(Toll/interleukin-1 receptor domain-containing adaptor protein), molécula adaptadora de
sinalizagdo myeloid differentiation primary response protein 88 (MYDS88) e enzima cinase

associada ao receptor IL-1 (IRAK do inglés IL-1 receptor-associated kinase), resultando na
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ativacdo dos fatores de transcri¢do inflamatorios, tais como fator nuclear kB (NF-kB) e
proteina ativadora 1 (AP1) (CIESIELSKA; MATYJEK; KWIATKOWSKA, 2021). Ja a
segunda via caracteriza-se pela internalizacao do complexo TLR4/MD-2/LPS; e formagao do
endossoma, o qual ¢ reconhecido pela complexo trifossoma, que inclui TRIF
(Toll/interleukin-1 receptor domain-containing adaptor protein inducing 1IFN-f) ¢ TRAM
(TRIF-related adaptor molecule), o qual resulta na sintese de IFN, e também complementa a
atividade via midossoma por meio da ativagdo do NF-kB e AP1 (KIESER; KAGAN, 2017).
Interessantemente, outra proteina de membrana que esta associada a resposta ao LPS ¢ o
inibidor de angiogénese especifico do cérebro (BAIl, do inglés brain-specific angiogenesis
inhibitor 1). Esse receptor reconhece o nucleo de oligossacarideo da endotoxina, promovendo
a fagocitose da bactéria e consequente produ¢do de EROs e culmina no estabelecimento do
processo inflamatério (KIESER; KAGAN, 2017). Em adi¢@o a essas vias, o LPS também
pode ser reconhecido no citosol, o qual atinge esse ambiente principalmente através da
ruptura da membrana do fagossoma contendo o patéogeno. O LPS intracelular ¢ identificado
pela caspase 11, a qual promove a ativagdo ndo candnica do inflamossoma NALP3, bem
como a piroptose e liberagdo de IL-1p (CIESIELSKA; MATYJEK; KWIATKOWSKA, 2021;
KIESER; KAGAN, 2017). Portanto, sdo evidenciadas vias de sinalizagdo distintas mediadas
pelo reconhecimento celular do LPS, as quais convergem para o resultado final que ¢ a
formacgao do status inflamatério. A Figura 6 ilustra a detecgdo do LPS no meio extracelular e
intracelular, bem como a cascata de sinalizag¢ao resultante do reconhecimento dessa molécula

pelas células do sistema imunologico.
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Figura 6. Sinalizagdo celular envolvida na resposta inflamatéria ao lipopolissacarideo (LPS). Através da
identificagdo do LPS por receptores celulares, a resposta inflamatoria pode seguir cinco vias de sinalizagdo
distintas. Inicialmente, o LPS ¢é reconhecido no plasma sanguineo pela proteina de ligagdo de lipideos (LBP), a
qual ajuda o receptor CD14 no processo de reconhecimento do LPS. O CD14 entdo ¢é responsavel pela
transferéncia do LPS ao receptor toll-like 4 (TLR4)/MD2, promovendo a dimeriza¢do do mesmo e consequente
ativagdo do TLR4. Esse processo leva a formag¢do do midossoma que pode seguir duas vias de sinaliza¢do
distintas: uma no sentido de ativacdo do NF-xB e AP1; e outra através da formagdo do endocitose do TLR4
ativado, que promove o reconhecimento pelo trifossoma seguindo a via de sinalizagdo de IFN-B induzida por
proteina adaptadora contendo o dominio TIR (TRIF). Outro receptor capaz de reconhecer moléculas de LPS séo
inibidores de angiogénese especifico do cérebro tipo 1 (BAI1). Nessa via, o LPS ativa o BHI1 e através da
formacdo do complexo ELMO-DOCK-RACI promove a fagocitose da bactéria, levando a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS), inducdo da inflamagdo e morte bacteriana. Por fim, moléculas de LPS que atingem
o citoplasma celular se ligam a caspase 11, induzindo a formagdo ndo candnica do inflamossoma, o que resulta
na piroptose celular. Por outro lado, a ativag@o da caspase 11 também estimula a formagdo canénica de NALP3 -
NLRP3, que culmina na sintese de IL-1p. Em conjunto, todas essas vias de sinalizacdo sdo responsaveis pelo
reconhecimento do LPS e ativagcdo da cascata de segundos mensageiros que culmina no desenvolvimento do
status inflamatorio. Adaptado de KIESER e KAGAN, (2017). AP1, proteina ativadora 1; IRF3, fator regulatorio
de interferon 3; NF-kB, fator nuclear kB; NLRP3, NLR family pyrin domain-containing protein 3; TIR, receptor
toll/interleucina 1.

2.1.2 Diagnoéstico
O guia utilizado na pratica clinica para o diagnéstico do TDM ¢ o Manual Diagndstico
e Estatistico de Transtornos Mentais — 5* edi¢do (DSM-5), no qual sdo descritos os critérios

que auxiliam na correta caracterizagao da doenca. De acordo com esse guia, o individuo sera

diagnosticado com TDM se apresentar, durante o periodo de duas semanas, cinco ou mais
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sintomas caracteristicos, sendo um deles obrigatoriamente o humor deprimido e/ou perda de
interesse ou prazer. Outros critérios incluem: perda ou ganho significativo de peso; insonia ou
hipersonia; agitacdo ou retardo psicomotor; fadiga ou perda de energia; sentimentos de
inutilidade ou culpa excessiva; capacidade diminuida de pensar ou se concentrar; e ideacao
suicida (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). A Figura 7 descreve o
esquema ilustrativo, no qual sdo destacados os critérios de diagndstico DSM-5 e a subdivisao

dos sintomas em fundamentais, emocionais, neurovegetativos € neurocognitivos.

P Sintomas de depressdo (2 semanas) .
< »
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Figura 7. Critérios de diagnostico do TDM de acordo com o Manual de Diagndstico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-5). Para o individuo ser diagnosticado com TDM ¢ necessario apresentar cinco ou mais sintomas
acima descritos durante o periodo de duas semanas, sendo no minimo um deles caracterizado como sintoma
fundamental. Adicionalmente a essas informagdes, os sintomas observados no TDM podem ser agrupados em
fundamentais, emocionais, neurovegetativos e neurocognitivos. Adaptado de MALHI e MANN, 2018.

Contudo, o diagndstico baseado em sintomas apresenta limitagdes devido ao fato de
que o TDM ¢ um transtorno de origem heterogénea e pode estar associado a outras doengas
neurodegenerativas, tais como doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson, bem como
diabetes mellitus e cancer (PITSILLOU ef al., 2019). Além desses aspectos, os sintomas do
TDM podem ser agrupados em emocionais, neurodegenerativos € cognitivos, os quais sao

evidenciados em outros transtornos psiquiatricos e comorbidades. Portanto, o diagnostico e
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classificagdo dessa patologia se tornam um desafio na clinica médica moderna (MALHI;

MANN, 2018).

2.1.3 Tratamento

Com o objetivo de auxiliar no manejo terap€utico do TDM, diferentes guias foram
publicados por grupos mundiais distintos. Esses documentos sofrem constantes alteragdes e
retinem informacodes obtidas através da aplicacao de algoritmos e de estratégias sequenciais de
tratamento, os quais ttm como objetivo a padronizagdo dos tratamentos e promocao da
melhor escolha terapéutica para os pacientes. Alguns exemplos de instituicdes envolvidas no
desenvolvimento dos protocolos terapéuticos para o TDM sdo: American Psychiatric
Association (APA) Practice Guidelines, Canadian Network for Mood and Anxiety Treatments
(CANMAYT), Institute for Clinical Systems Improvement (ICSI) Healthcare Guideline for
Major Depression in Adults in Primary Care, além de outras instituicdes internacionais
(KRAUS et al., 2019).

O planejamento terapéutico do TDM objetiva reverter os sintomas depressivos e sao
utilizadas duas ferramentas principais na pratica clinica: a terapia psicologica e/ou a
farmacoterapia, sendo a escolha dependente da severidade dos episddios depressivos
(MALHI; MANN, 2018). Nesse sentido, nos episddios leves ¢ indicada apenas a psicoterapia;
porém em casos classificados como moderados a severos sao preconizados a administragao de
medicamentos, podendo ou ndo, estar associado a terapia psicologica (OTTE et al., 2016).

A psicoterapia ¢ caracterizada pela aplicacdo de métodos clinicos e posturas
interpessoais realizadas através de principios psicologicos estabelecidos, os quais visam a
mudan¢a de comportamento, cogni¢do, emocao e/ou outras caracteristicas que o paciente
julgam necessarias. Essa modalidade terapéutica geralmente estd associada ao cuidado
primério de individuos com episodios depressivos leves e, dentre os principais tipos de
intervengoes psicoldgicas nesse ambito, sdo destacadas a terapia cognitiva-comportamental,
psicoterapia interpessoal, terapia de solucdo de problemas e aconselhamento ndo diretivo
(CUIJPERS et al., 2019).

No tratamento farmacolédgico, as medicagdes mais utilizadas na clinica atuam na via
monoaminérgica, objetivando o aumento das concentracdes de 5-HT, noradrenalina e
dopamina na fenda sinaptica (FATHINEZHAD et al., 2019). Dessa forma, dentre as
principais classes de medicamentos disponiveis para o tratamento do TDM, ¢é possivel
destacar os antidepressivos triciclicos, inibidores da MAO, inibidores seletivos de recaptacao

de 5-HT, inibidores da recaptacdao de 5-HT e noradrenalina e antidepressivos atipicos, os
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quais podem ser exemplificados pelos farmacos imipramina, isocarboxazida, fluoxetina,
duloxetina e mirtazepina, respectivamente (KENNEDY et al., 2016; PITSILLOU et al., 2019;
SANTARSIERI; SCHWARTZ, 2015). Embora esses farmacos sejam amplamente
incorporados no planejamento terapéutico do TDM, ¢ importante ressaltar que apenas 1/3 dos
pacientes respondem completamente ao tratamento, bem como ¢ recomendada a prescri¢do
inicial de doses baixas das medicagdes, a fim de minimizar possiveis efeitos adversos
(PITSILLOU et al., 2019).

Além das duas principais abordagens terap€uticas supracitadas, outras terapias nao
farmacoldgicas sdo disponibilizadas. Dentre essas opgdes, podem ser destacadas: a terapia
eletroconvulsiva, indicada para sintomas severos ¢ agudos, ¢ quando a taxa de remissdo ¢
maior que a farmacoterapia tradicional; a estimulacdo magnética transcranial repetitiva, na
qual os pulsos magnéticos gerados sdo capazes de originar potencial elétrico e despolarizar os
neurdnios de determinada regido cerebral; e a estimulagdo vagal, na qual possui conexdes
com o sistema monoaminérgico no SNC e suas projegoes sao capazes de modular a liberagdo
de neurotransmissores em regides especificas do encéfalo responsdveis pelos sintomas da
depressdao (KUTZER et al., 2020).

Dentro da pesquisa de novos farmacos antidepressivos, os quais objetivam menores
efeitos adversos e maior especificidade, moléculas biologicamente ativas de origem vegetal se
tornam uma alternativa promissora. Esses compostos podem regular a neurotransmissao
através da acdo direta em receptores especificos ou interferir na sintese e distribui¢do dos
neurotransmissores (FATHINEZHAD et al., 2019). No ambito das plantas medicinais e
fitocompostos com efeitos antidepressivos, ja foram descritos na literatura estudos que
evidenciaram tais efeitos. Alguns exemplos a destacar sdo: os derivados do floroglucinol,
obtido da espécie vegetal Hypericum caprifoliatum, classificado como inibidor de recaptagao
de monoaminas; quercetina, presente no A/lium cepa, com possivel mecanismo referente a
inibicdo da MAQO; triterpenos obtidos da Centella asiatica, os quais estdo envolvidos na
modulacdo do eixo HPA e no aumento da concentracio de neurotransmissores
monoaminérgicos; e, além desses, sdo referenciados diversos outros compostos vegetais com
acao antidepressiva (DERELI; ILHAN; AKKOL, 2018; MARTINS; BRIJESH, 2018). Outro
material vegetal bastante estudado € o Panax ginseng, bem como seus constituintes
exemplificados pelos ginsegosideos, saponinas totais e sesquiterpenos. Em revisdo sistematica
realizada por Jin e colaboradores (2019) foram reunidos estudos evidenciando os efeitos
antidepressivos dessa espécie vegetal, os quais possivelmente estdo relacionados aos

mecanismos no sistema monoaminérgico, eixo HPA, expressdo de fatores neurotroficos e
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sistema neuroimune. Ante ao exposto, torna-se evidente que as espécies vegetais sdo fontes
importantes para a descoberta de novos compostos biologicamente ativos para o tratamento
do TDM, bem como sao consideradas ferramentas essenciais para a melhor compreensao dos
mecanismos fisiopatologicos dessa patologia. Adicionalmente, pode ser considerado
importante nicho de investimento da industria farmacéutica para o desenvolvimento de novos

farmacos com vias de ag@o antidepressiva inovadoras.

2.2 SISTEMA ENDOCANABINOIDE

Os estudos do sistema endocanabinoide iniciaram-se com o isolamento do principal
componente psicoativo da Cannabis sativa, o A9- tetrahydrocannabinol (A9-THC) por Gaoni
e Mechoulam no ano de 1964. Em seguida, os pesquisadores buscaram entender os
mecanismos pelo qual o A9-THC desenvolvia seus efeitos farmacologicos, culminando com a
descoberta dos CB1R por Matsuda e colaboradores (1990), e do CB2R por Munro; Thomas e
Abu-Shaar (1993). Dessa forma, definiu-se o conceito de canabinoides, os quais sdo
moléculas capazes de modular os receptores canabinoides, sendo esses ligantes enddgenos
(endocanabinoides), sintéticos ou derivados do metabolismo secundarios das plantas (os
chamados fitocanabinoides) (GONCALVES et al., 2020a). Ainda, o sistema endocanabinoide
¢ baseado em trés pilares principais, a saber, os canabinoides enddgenos, os receptores
canabinoides e as enzimas responsaveis pela sintese e degradag¢do dos endocanabinoides (LU;

MACKIE, 2016).

2.2.1 Ligantes endogenos

Os principais canabinoides enddgenos estudados sdo a anandamia (N-araquidonoil-
etanolamina — AEA) e o 2-araquidonoil-glicerol (2-AG). Esses endocanabinoides sao
sintetizados sob demanda, através do aumento da concentragdo de calcio intracelular. Além
disso, os componentes essenciais e limitantes no processo de producdo dessas substancias sao
as enzimas que catalisam as reacoes de sintese (ZOU; KUMAR, 2018). A AEA ¢ sintetizada
pela hidrdlise do fosfolipideo de membrana N-acilfosfatidiletanolamina (NAPE — do inglés N-
acylphosphatidylethanolamine) pela enzima fosfolipase D-NAPE (NAPE-PLD — do inglés
NAPE-phospholipase D) (KUMAR et al., 2019). Em relagdao ao 2-AG, as principais enzimas
envolvidas no processo de biossintese sdo a diacilglicerol lipase — o (DAGL-a) e a DAGL-B,
as quais catalisam a hidrolise do 2-araquidonoil-diacilglicerol (DAG), proveniente dos

fosfolipideos da membrana plasmatica, resultando na formacdo do 2-AG (SHARKEY;
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WILEY, 2016). As vias de sintese e degradacao desses dois principais canabinoides

enddgenos estdo descritas na Figura 8.
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Figura 8. Vias de sintese e degradagcdo dos dois principais endocanabinoides, araquidonoil-etanolamina
(anandamida, AEA) e 2 araquidonoil-glicerol (2-AG). Inicialmente, os derivados de fosfolipideos de membrana
araquidonoil-fosfatidilcolina (diArPC) e fosfatidiletanolamina (PE) sdo substratos para catalise da enzima N-
aciltransferase (NAT), na presenga de calcio, resultando no produto intermediario N-araquidonoil-
fosfatidiletanolamina (NArPE). Em seguida, esse composto ¢ hidrolisado pela enzima especifica fosfolipase D
(NAPE-PLD), liberando a molécula de acido fosfatidico e consequente formagdo da AEA. A degradacao desse
composto ¢ realizada pela enzima hidrolase amida de acido graxo (FAAH), na qual resulta a formagdo de
etanolamida e acido araquidonico (AA). Referente a sintese do 2-AG é necessario a conversdo de fosfatidil
inositol (PI) pela enzima fosfolipase C na formagdo de diacilglicerol (DAG). A partir dessa molécula como
substrato e agdo da diacilglicerol-lipase (DAGL), o produto 2-AG ¢ sintetizado. Dessa forma, a principal enzima
responsavel pela inativagdo dessa molécula é a monoacilglicerol-lipase (MAGL), sendo os compostos resultantes
dessa reagdo o glicerol e acido araquidonico. Fonte: Adaptado de GONCALVES e DUTRA, 2019.

Referente aos mecanismos das acdes fisioldgicas dos endocanabinoides, a AEA ¢
classificada como agonista parcial dos receptores CB1 ¢ CB2, com maior afinidade pelo
primeiro. J& o 2-AG ¢ referenciado como agonista total de ambos os receptores, e apresenta
maior concentracdo no SNC quando comparado a AEA (WOODHAMS et al., 2015). Além da
interacdo com os receptores canabinoides, ambos os endocanabinoides podem se ligar de
forma ortostérica ou alostérica a outros receptores, tais como GPRS55, GPR18, GPR119,
PPAR, receptor de potencial transitorio de vanildide tipo 1 (TRPV1 — do inglés transient
receptor potential vanilloid 1), canais idnicos (Ca’*, K* e Na’), dentre outros alvos

moleculares (MILANDO; FRIEDMAN, 2019; TOCZEK; MALINOWSKA, 2018). Ainda, de
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acordo com a literatura, outros compostos considerados lipideos bioativos enddgenos sao
capazes de modular a a¢do dos receptores canabinoides direta ou indiretamente, incluindo
oleoamida, n-palmitoiletanolamina,  2-araquidonoilglicerol  éter,  virodamina, n-
araquidonoildopamina (AMBROSE; SIMMONS, 2019; KILARU; CHAPMA, 2020;
PROSPERO-GARCIA et al., 2019).

Apoés a interagdo com o receptor e, consequente, ativagdo da cascata de segundos
mensageiros, os endocanabinoides sdo direcionados para as vias de degradagdo. A principal
enzima envolvida no processo de degradagdao da AEA ¢ a hidrolase amida de acido graxo
(FAAH — do inglés fatty acid amide hydrolase), a qual gera como subproduto o acido
araquidonico e a etanolamina (KUMAR et al., 2019). Em relacdo ao processo de degradagao
do 2-AG, a principal enzima que catalisa a hidrolise desse composto ¢ a monoacilglicerol

lipase (MAGL), gerando o dcido araquidonico e o glicerol (ZOU; KUMAR, 2018).

2.2.2 Receptores canabinoides

Os receptores CB1 e CB2 pertencem a familia de receptores acoplados a proteina G e
possuem 44% de similaridade na constituicdo de aminoacidos (YE et al., 2019). Com o
avanco das tecnologias de microscopia, foi possivel refinar e identificar a distribuicdo desses
receptores no organismo, bem como identificar os principais mecanismos pelos quais esses
induzem as respostas fisiologicas e farmacoldgicas no organismo (CRISTINO; BISOGNO;
DI MARZO, 2020). Os receptores CB1 possuem consideravel expressdo na membrana pré-
sindptica de neuronios excitatorios (glutamato) e inibitorios (GABA) sendo observada acao
retrograda e, possivelmente, relacionada a plasticidade sinédptica atribuida a esses receptores
(CRISTINO; BISOGNO; DI MARZO, 2020). A Figura 9 descreve a sinalizagdo retrogada do
sistema endocanabinoide, incluindo as vias de biossintese da AEA e do 2-AG, bem como as
vias de degradacdo e o efeito neuromodulador gerado pela ativagdo dos receptores
canabinoides. O receptor CBI1, acoplado a proteina Gio, quando ativado inibe a enzima
adenilato ciclase, diminuindo a concentracdo de monofosfato de adenosina ciclico (cAMP —
do ingé€s cyclic adenosine monophosphate). Consequentemente, ocorre a modulagdo dos
canais de Na" e K' voltagem-dependentes com a diminuigdo dos neurotransmissores na fenda
sindptica. Importante ressaltar que alguns estudos descrevem os receptores CB1 acoplados a

proteina Gs e Gq (IANNOTTI; DI MARZO; PETROSINO, 2016).
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Figura 9. Atividade neuromoduladora do receptor canabinoide tipo 1 (CB1). O estimulo inicial para a sintese de
endocanabinoides (AEA e 2-AG) pode ser originado da liberagdo de glutamato (Glu) na fenda sinaptica e
consequente estimulagdo dos receptores AMPA e mGLUR expressos nas membranas pré-sinaptica e pos-
sinaptica dos neurdnios. Os canabinoides endégenos no terminal pos-sinaptico sdo mobilizados e, devido a sua
natureza lipidica, sdo capazes de atravessar a membrana plasmatica e interagir com receptores CB1 dos
neurdnios pré-sinapticos. Receptores CB1 comumente estio acoplados a proteina Gi, a qual é capaz de inibir os
canais de calcio voltagem dependentes diminuindo o influxo desse ion, alterar a atividade da enzima adenilato
ciclase (AC) e, consequentemente, alterar a concentragdo de cAMP, da atividade da proteina kinase A (PKA) e
ativacdo da ERKI1/2, inibindo a liberagdo de neurotransmissores. Os endocanabinoides exercem fungdo
retrograda, de forma a controlar a liberacdo dos neurotransmissores, manter a homeostase e prevenir a
estimulagdo exacerbada dos neurdnios. Sintetizados sob demanda, os endocanabinoides AEA e 2-AG apos
interagdo com os receptores, estardo disponiveis para recaptagio pelos transportadores de membrana especificos.
No meio intracelular essas moléculas serdo substratos para as enzimas de degradagdo FAAH, MAGL, ABHD6 e
COX-2 e consequente inativagdo das mesmas. 2-AG, 2 araquidonoilglicerol; AA, acido araquidénico; ABHDG,
o/B hidrolase dominio 6; AEA, N-araquidonoil-etanolamina; CB1R, receptor canabinoide tipo 1; COX-2, ciclo-
oxigenase-2; DAG, diacilglicerol; DAGL, diacilglicerol lipase; FAAH, hidrolase amida de acido graxo; Glyc,
glicerol; MAGL, monoacilglicerol lipase; NArPE, N-araquidonoil fosfatidiletanolamina; NAPE-PLD, N-
araquidonoil fosfatidiletanolamina fosfolipase D; PG-Gs, prostaglandinas; PI, fosfatidil inositol. Fonte:
GONCALVES e DUTRA, 2019.

No SNC, os receptores CB1 estdo presentes em maior densidade no cortex pré-frontal,
ganglios da base, hipocampo e cerebelo; e em quantidade moderada a baixa na substancia
cinzenta periaquedutal, amigdala, nicleo accumbens e tdlamo; além de serem encontrados em

células ndo neuronais, tais como oligodendrocitos, astrocitos e microglia (MICALE;
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DRAGO, 2018). Em contrapartida, os receptores CB2 sdo, predominantemente, expressos nas
células do sistema imunoldgico, tal como linfécitos B, bem como nos 6rgaos periféricos,
incluindo glandula adrenal, miocardio, pulmao, endotélio e prostata, muito embora também
sejam expressos em estruturas do SNC (TOCZEK; MALINOWSKA, 2018). Em revisdo da
literatura conduzida por Howlett ¢ Abood (2017) foram reunidos estudos que destacam a
expressdo aumentada dos receptores CB2 em células ativas do sistema imunoldgico e,
principalmente, durante o processo inflamatério. Além disso, também foi identificado a
presenca dos receptores CB2 nas células gliais, e em populagdes de neurdnios do tronco
encefalico, cerebelo e cortex cerebral de roedores (GONG et al., 2006; VAN SICKLE et al.,
2005). Similarmente, dados imunohistoquimicos oriundos de estudos post mortem, indicam a
expressao de receptores CB2 em areas do encéfalo, que incluem o cerebelo, hipocampo, area
tegumentar ventral, niicleo acumbems e o troco-encefélico (JORDAN; X1, 2019). A Figura 10

destaca as principais particularidades e funcionalidades dos dois receptores canabinoides.

CB1 cB2

CB2 é principalmente expresso em células do

Principalmente expresso no SNC
sistema imune

Mediador de efeitos psicoativos de canabindides Baixa expressdo no SNC
e dependéncia a cannabis
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Figura 10. Representagdo esquematica das principais particularidades e mecanismos fisiologicos dos receptores
canabinoides tipo 1 (CB1) e canabinoides tipo 2 (CB2), destacando os potenciais alvos terapéuticos no sistema
endocanabinoide. SNC, sistema nervoso central. Fonte: GONCALVES e DUTRA, 2019.

2.2.2.1 Receptor PPAR-y: via ndo classica de agdo dos endocanabinoides
Os receptores PPAR-y sdo fatores de transcricdo nucleares ativados por ligantes que
formam heterodimeros com receptores de acido retindico X. Por meio da translocagdo ao

nucleo e consequente ligacdo em regides especificas do DNA, o PPAR-y € capaz de regular a
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transcrigdo de genes relacionados ao metabolismo de lipideos e glicose, processos
inflamatérios e diferenciacdo celular (COLLE et al., 2016). Existem diversas moléculas
capazes de interagir com esses receptores, sendo elas de origem enddgena como acidos graxos
insaturados (acido linoleico, linolénico e araquidonico) e eicosanoides; bem como aqueles de
origem sintética de uso clinico, exemplificado pelas classes de medicamentos fibratos (usado
em terapia associada a transtornos do colesterol) e glitazonas (utilizado na terapia do diabetes)
(O’SULLIVAN, 2016). No ambito referente a distribui¢do no SNC, pode-se destacar regides
ricas em receptores PPAR-y, tais como cortex piriforme, ganglios da base, formacao reticular,
talamo e hipocampo, bem como em neuronios dopaminérgicos, astrocitos € em subtipos
celulares do sistema imunoldgico como macréfagos, células dendriticas e microglia
(PRASHANTHA KUMAR et al., 2020; VILLAPOL, 2018).

Portanto, devido a intima relagdo entre a homeostase do SNC e esses receptores, essa
combinagdo se torna importante campo de estudo para o desenvolvimento de terapias
relacionadas a doengas neurodegenerativas e neuropsiquiatricas, incluindo o TDM. No estudo
controlado placebo duplo-cego realizado por Sepanjnia e colaboradores (2012), em pacientes
diagnosticados com TDM, porém sem transtornos metabdlicos, foi verificado que a terapia
adjunta com pioglitazona (agonista PPAR-y, 30 mg/dia) os pardmetros quanto a frequéncia de
melhora inicial, resposta (durante seis semanas) e remissao do TDM foram melhores quando
comparados ao grupo placebo. Estudos pré-clinicos também sustentam essa evidéncia (LIAO
etal.,2017; QIN et al., 2020; ZONG et al., 2018). Zhao e colaboradores (2016) verificaram o
efeito da administracdo de pioglitazona (2,5 mg/kg/dia, durante 21 dias) em modelo de
depressao induzido por estresse cronico leve em camundongos C57Bl/6. De acordo com os
autores, o agonista PPAR-y melhorou o comportamento tipo-depressivo (teste de suspensao
pela cauda (TSC), teste do nado for¢cado (NF) e splash test (ST) dos animais submetidos ao
estresse cronico, bem como reduziu a expressdo de marcadores morfologicos pro-
inflamatoérios (IL-1P, IL-6, TNF, iNOS — do inglés inducible nitric oxide synthase — e CCL-2)
da microglia no hipocampo e restaurou a expressao de marcadores pro-resolucao (Yml, Argl,
IL-4, IL-10 e fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B, do inglés transforming
growth factor beta)). Sadaghiani e colaboradores (2011) também observaram redugdo
significativa no tempo de imobilidade no NF em camundongos que receberam administragao
de pioglitazona (20 e 30 mg/kg). Adicionado aos aspectos supracitados, a ativagao dos
receptores PPAR-y também representa potencial terapéutico para outras patologias
neuropsiquiatricas (JUNG et al., 2020), a se destacar a dependéncia de drogas (DE
GUGLIELMO et al., 2017, SCHMITZ et al., 2017) e ansiedade (DOMI et al., 2016).
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Interessantemente, evidéncias cientificas presentes na literatura destacam a ativacdo
dos receptores PPAR-y por ligantes endocanabinoides, canabinoides sintéticos e
fitocanabinoides, fato que contribui para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas
e para o entendimento da fisiopatologia de diferentes condigdes de satde (O’SULLIVAN,
2016). Nesse sentido, Garcia-Martin e colaboradores (2019) observaram melhora nos
biomarcadores referente a angiogénese e vasculogénese em modelo animal de esclerose
sist€émica, por meio da administragdo de VCE-004.8, agonista canabinoide com agao via
PPAR-y/CB2R. Fakhfouri e colaboradores (2012), também evidenciaram a agdao do
WINS55212-2 (agonista ndo seletivo CBIR e CB2R) via PPAR-y na reducdo da sinalizacao
inflamatoria e na cascata de morte celular no hipocampo de ratos em modelo de
neuroinflamac¢ao induzido por administracao intrahipocampal de proteina beta-amiléide. Em
adi¢do, também ¢ evidenciado o efeito do canabidiol via ativacdo do PPAR-y na ubiquitinagdo
da proteina precursora amiloide em modelo in vitro de cultura celular de neurdnios
SHSY5YAP"* com consequente redugio da sintese de proteina beta-amildide e na apoptose
celular (SCUDERI; STEARDO; ESPOSITO, 2014). Portanto, esses achados da literatura
destacam a interacdo entre elementos do sistema canabinoide e ativacdo dos receptores
PPAR-y, tornando-se uma alternativa promissora no desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas no tratamento de patologias neuropsiquidtricas, bem como permite o
estabelecimento de novas vias mecanisticas de acdo durante o processo de busca por novas

entidades farmacologicamente ativas.

2.2.3 Sistema endocanabinoide e TDM

O sistema endocanabinoide exerce func¢des pro-homeostaticas e, comumente, ¢ ativado
sob demanda em condi¢des fisiologicas que incluem cogni¢do, emog¢do € motivagdo
(MICALE et al., 2015). Em revisdo da literatura realizada por Ibarra-Lecue e colaboradores
(2018) sdo descritos diferentes estudos os quais evidenciam alteragdes nos componentes desse
sistema no cérebro de pacientes com depressao e transtornos relacionados a ansiedade. Dentre
essas alteracdes, pode-se destacar o aumento da densidade da expressao do RNA mensageiro
e da funcionalidade de receptores CB1 no cortex pré-frontal dorsolateral; além da diminui¢ao
da concentragdo sérica dos endocanabinoides AEA e 2-AG e do polimorfismo genético
relacionado a enzima FAAH com consequente reducdo na expressdao celular (IBARRA-
LECUE et al., 2018).

Além dos aspectos supracitados, o sistema endocanabinoide estd diretamente

relacionado a regides cerebrais responsdveis pela liberagdo de neurotransmissores
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monoaminérgicos. Nesse aspecto, dados prévios demonstraram a expressdo dos receptores
CBI1 e da enzima de degradacio FAAH no nucleo dorsal da rafe — importante regido de
producdo de 5-HT (EGERTOVA; CRAVATT; ELPHICK, 2003; HARING et al., 2007).
Ainda, nos neurdnios noradrenérgicos, particularmente expressos no cortex pré-frontal,
hipocampo, amigdala, foi observada a expressao dos receptores CB1, incluindo nos axonios e
terminais axonais dessa subpopulagdo de neurdnios (HARING et al., 2007; KATZMAN;
FURTADO; ANAND, 2016). Por fim, a modulagdo da liberacdo de dopamina no cortex pré-
frontal e ntcleo accumbens, via administragdo do THC ou agonistas sintéticos do receptor
CB1, também ja foram descritos na literatura (CHEER et al., 2004; PISTIS et al., 2002).

Dessa forma, com a descoberta dos principais componentes do sistema
endocanabinoide foi possivel desenvolver diferentes ferramentas farmacologicas, as quais
permitem verificar a influéncia desse sistema no organismo. Essas podem ser capazes de
interferir na resposta dos receptores (CB1 e CB2), na sintese dos ligantes endogenos (AEA ¢
2-AG) ou ainda nas principais enzimas de degrada¢do (FAAH e MAGL) de forma a
evidenciar possiveis efeitos terapéuticos nas mais variadas patologias neuroldgica e
neuropsiquiatrica (MICALE et al., 2015).

Nesta perspectiva, Vieira e colaboradores (2020), através da utilizagdo dos
antagonistas CBIR (AM281) e dos CB2R (AM630), avaliaram a influéncia desses receptores
canabinoides no mecanismo de acdo do terpineol no modelo inflamatério de depressdo
induzido por LPS. G4ll e colaboradores (2020) avaliaram o efeito da administra¢do cronica de
canabidiol (modulador alostérico negativo do receptor CB1, agonista inverso do receptor CB2
e inibidor da enzima FAAH), no modelo de depressao por estresse cronico leve imprevisivel.
Dong e colaboradores (2020) evidenciaram o efeito tipo-antidepressivo do inibidor das
enzimas FAAH e MAGL (JZL195) através de diferentes protocolos comportamentais
(incluindo, teste de preferéncia por sacarose, interacdo social e nado forcado). Ante ao
exposto, a modulagdo do sistema endocanabinoide pode e deve ser utilizada como ferramenta
para a melhor compreensdo da fisiopatologia de diferentes doencas neuroldgicas,
neuropsiquiatricas e neurodegenerativas, incluindo o TDM, bem como avanca no paradigma
cientifico na busca de novos alvos terapéuticos de interesse clinico (BURSTEIN et al., 2018;

LIN et al., 2019; NAVARRETE et al., 2020; ORSOLINI et al., 2019; REN et al., 2020).

2.3 ACIDO ROSMARINICO
O 4cido rosmarinico (a-o-caffeoyl-3, 4-dihydroxyphenyl lactic acid; AR), polifenol

derivado do acido cafeico e do 4cido 3,4-dihidroxifenil latico (Figura 11), foi inicialmente
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identificado na espécie vegetal Rosmarinus officinalis L. (popularmente conhecida como
alecrim) por pesquisadores italianos em 1958 (ALAGAWANY et al., 2017). Essa molécula ¢
encontrada em aproximadamente 30 familias e mais de 50 espécies vegetais, com destaque
para as familias Boraginaceae ¢ Lamiaceae, exemplificada por espécies como Mentha spp.,
Melissa officinalis, Perilla frutescens, Salvia officinalis € Thymus vulgaris (FACHEL et al.,
2019).

OH
OH
0 0] / | OH
HO | X o ™
-
HO
Acido Rosmarinico
0 OH
HO OH
e OH
HO
HO
o}
Acido caféico Acido 3,4-dihidroxifenil latico

Figura 11. Estrutura quimica do 4cido rosmarinico e seus precursores. Fonte: Adaptado de ELUFIOYE e
HABTEMARIAM, 2019.

Em espécies vegetais, o AR ¢ considerado metabdlito secundario pertencente ao
sistema de defesa da planta. Quando isolado, essa molécula estd relacionada a diferentes
atividades bioldgicas, as quais podem ser destacadas anti-inflamatdria (JIANG et al., 2018),
antioxidante (LUFT et al., 2019), neuroprotetora (CUI ef al., 2018; KHAMSE et al., 2020) e
antitumoral (HAN et al., 2019; MESSEHA et al., 2020; WANG et al., 2019). Os mecanismos
pelos quais o AR desenvolve suas agdes farmacologicas foram razoavelmente explorados na
literatura. Zhang e colaboradores (2017), ao avaliarem os efeitos neuroprotetores do AR no
modelo animal de lesdo cerebral induzida por isquemia e reperfusdo, observaram a melhora
no comportamento tipo-ansioso e na habilidade cognitiva dos animais e, que esses resultados
poderiam estar associados a inibi¢do da apoptose de neurdnios hipocampais da area CAl
através da modulacdo da via Akt/C-jun N-terminal cinase (JNK3)/caspase-3. Lv e
colaboradores (2019) observaram o efeito anti-inflamatério e ativacdo da microglia apos a
administracdo do AR, no modelo de doenca de Parkinson (DP) induzido por MPTP (/-methyl-
4-phenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridine), assim como em cultura de microglia da linhagem BV-

2, respectivamente. Nesse estudo os autores demonstraram que, através da redugdo da



47

liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e da diminuicdo da ativacdo microglial, o AR
bloqueou a neurodegeneracdo em camundongos que desenvolveram a DP, e que esse efeito
poderia estar associado a via de sinalizagdo mediada pelo high mobility group box 1
(HMGB1)/TLR4/NF-xkB. Ainda, Ma e colaboradores (2020) avaliaram os efeitos
neuroprotetores do AR em modelos in vitro e in vivo de lesdo do corddo espinhal, através da
inibicdo do dano oxidativo, inflamagdo, ativagdo da via caspase-3 e apoptose celular, e ainda
modulacdo dos fatores de transcricdo do fator nuclear derivado de eritréide relacionado ao
fator 2 (Nrf2) e NF-«B, respectivamente. Portanto, o completo entendimento dos mecanismos
relacionados aos efeitos do AR torna-se fundamental para possivel aplicagdo terapéutica desse
em diferentes processos fisiopatoldgicos, incluindo os distirbios neurologicos e

neuropsiquiatricos.

2.3.1 Acido rosmarinico e depressio

Alguns estudos ja demonstraram a atividade antidepressiva do AR, particularmente,
relacionada a suas atividades anti-inflamatdria, antioxidante e neuroprotetora. Nesta
perspectiva, Takeda e colaboradores (2002) observaram a redugdo do tempo de imobilidade
no teste de nado for¢gado em camundongos ICR, nos quais foram administrados AR (1 a 4
mg/kg, intraperitoneal (i.p.)), porém esse efeito ndo estd relacionado a recaptagdo de
monoaminas tampouco com a atividade da MAO. Ainda, Lin e colaboradores (2015)
avaliaram o efeito da administragdo aguda de AR (36 mg/kg, via oral) em ratos Sprague-
Dawley, e observaram redug¢do no comportamento tipo-depressivo nos animais tratados,
porém os autores ndo observaram correlacio desse efeito com os niveis dos
neurotransmissores. Sasaki e colaboradores (2013), através de estudos in vitro com células
PC12, observaram efeito positivo na regulacdo dos genes que codificam as enzimas tirosina
hidroxilase e piruvato carboxilase, diretamente relacionadas as vias de regulagdo da
dopamina, 5-HT e GABA ap0s o tratamento com AR.

Ainda referente aos possiveis efeitos antidepressivos do AR, Ito e colaboradores
(2008) investigaram a influéncia da administracio de AR (1, 2, e 4 mgkg, ip.) em
camundongos ddY, durante 7 e 14 dias na neurogénese hipocampal através da técnica de
imunohistoquimica com o indicador de proliferagao celular (bromodeoxyuridine). Os
resultados desse estudo indicaram o aumento significativo da quantidade de células no giro
denteado do hipocampo, bem como o tratamento com AR promoveu diminui¢do no tempo de
imobilidade no teste de nado forcado sem comprometimento locomotor dos animais. Jin e

colaboradores (2013) avaliaram o efeito antidepressivo do AR em modelo pré-clinico de
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estresse cronico imprevisivel em ratos Sprague-Dawley. Nesse estudo foi observado aumento
da expressao de BDNF por astrocitos no hipocampo, o qual poderia estar relacionado a via de
modulagdo de fosforilagdo da proteina extracellular-regulated kinase (ERK). Ante aos
aspectos expostos, estudos adicionais que visam investigar a influéncia do AR na
patofisiologia da depressdo sdo necessarios, de forma a elucidar distintos mecanismos pelos
quais essa molécula promove efeito tipo antidepressivo (GHASEMZADEH RAHBARDAR;
HOSSEINZADEH, 2020).

3 JUSTIFICATIVA

O TDM ¢ uma patologia de origem multifatorial, que acomete cerca de 280 milhdes de
individuos em todo o mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021), a qual foi
considerada a terceira grande causa de despesas relacionadas a doengas em levantamento
realizado pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS) em 2008, com projecdes de ocupar a
primeira posicao até 2030 (MALHI; MANN, 2018). Os sintomas associados geram prejuizos
funcionais e dificuldade de relacionamentos interpessoais, acarretando sofrimento
psicolégico, reducdo da produtividade no trabalho e da qualidade vida, bem como esta
intimamente relacionado ao suicidio. Atrelado a esses fatores estd o aumento das despesas
econdmicas aos paises, para o tratamento e reinser¢do desses individuos ao mercado de
trabalho (HALARIS; SOHL; WHITHAM, 2021).

No ambito do esquema terapéutico do TDM, uma das principais intervengdes clinicas
¢ a farmacoterapia. No entanto, os farmacos atualmente disponiveis no mercado estdo
associados a varios efeitos adversos, incluindo insonia, fatiga, alteracdes sexuais e ganho de
peso, os quais contribuem para nao aderéncia dia individuo ao tratamento (GONDA et al.,
2021). Em adi¢do, ¢ observada uma resposta limitada ou ausente aos medicamentos
antidepressivos em uma parcela de individuos diagnosticados com depressdo, o que
caracteriza o tratamento resistente (HOWES; THASE; PILLINGER, 2021). Diante dos
aspectos supracitados, a descoberta de novas moléculas com agdo tipo-antidepressiva que
estejam associadas a uma resposta terapéutica mais rapida, maior eficicia, tolerabilidade e
efetividade a longo prazo, bem como a mecanismos distintos ao sistema monoaminérgico, se
tornam um campo promissor na pesquisa cientifica (GONDA et al., 2021). Dessa forma, os
componentes do sistema endocanabinoide se tornam um importante nicho de estudo, ja que
fungdes fisioldgicas associadas ao TDM podem ser atribuidas a esse sistema, tais como
cognicdo, emog¢dao e motivacdo (MICALE et al., 2015). Adicionalmente, alteracdes na

densidade, expressdo e funcionalidade dos receptores CB1R, bem como a redugdo sérica dos
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canabinoides enddgenos AEA e 2-AG, s3o evidenciados em individuos diagnosticados com
TDM (IBARRA-LECUE et al., 2018). Moléculas exdgenas também sdo capazes de interagir
e modular o sistema endocanabinoide, como aquelas oriundas de espécies vegetais (BAHI et
al., 2014; HASSANZADEH; HASSANZADEH, 2012; KUMAR et al., 2019; OLIVEIRA et
al., 2019), as quais se tornam alvos promissores no desenvolvimento de novas terapias para o
tratamento de doengas neurodegenerativas e neuropsiquiatricas, incluindo a depressao.

Assim, os dados acima destacados reforcam a necessidade de desenvolvimento de
novas abordagens farmacolédgicas antidepressivas, bem como evidencia a modulagdo dos
componentes do sistema endocanabinoide como alvo molecular alternativo com acao
antidepressiva. Nesse sentido, ¢ proposto os receptores canabinoides e PPAR-y como
possiveis vias mecanisticas de acdo pela qual o AR exerce seu efeito tipo-antidepressivo, por
meio da utilizagdo de abordagens in silico e in vivo, em modelo pré-clinico de depressao

induzido por LPS.

4 HIPOTESE
O AR apresenta efeito tipo-antidepressivo através da modulagdo do sistema
endocanabinoide e sinalizacdo mediada pelo PPAR-y, o qual representa importante alternativa

terapéutica para o tratamento de transtornos neuroldgicos € neuropsiquiatricos.

5 OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GERAL

O desenvolvimento do presente estudo tem como objetivo investigar a influéncia do
AR no comportamento tipo-antidepressivo no modelo experimental de depressdo induzida por
inflamagdo periférica, bem como investigar a participagdo dos receptores canabinoides e a

sinalizagdo mediada pelo PPAR-y como vias de acdo nesse contexto.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Analisar as propriedades farmacocinéticas (absor¢do, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo) e toxicidade in silico, além da predi¢ao dos alvos moleculares associados ao
AR;
e Avaliar as atividades antioxidante e inibitéria da enzima acetilcolinesterase in vitro
pelo AR;
e Avaliar o efeito tipo-antidepressivo do AR no modelo de depressdo induzida por

inflamagao periférica;
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e Investigar a participacdo dos receptores canabinoides no comportamento tipo-
antidepressivo do AR;
e Investigar o envolvimento da sinalizacdo mediada pelo PPAR-y no comportamento

tipo-antidepressivo do AR.

6 MATERIAL E METODOS
6.1 ANALISES IN SILICO
6.1.1 Dados primarios e forma canénica SMILES

Informagdes quimicas e estruturais referente ao AR, incluindo a forma molecular
canonica SMILES (do inglés — Simplified Molecular Input Line Entry Specification) -
C1=CC(=C(C=C1CC(C(=0)O)OC(=0)C=CC2=CC(=C(C=C2)0)0)0)0, necessaria para
utilizagdo das ferramentas online utilizadas nesse estudo foram obtidas na plataforma

PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

6.1.2 Perfil ADMET

O perfil de absorg¢ao, distribuigdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET) foi
estabelecido por meio da utilizagdo de duas ferramentas online: i) Swiss ADME
(http://www.swissadme.ch/index.php#) (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; DE ASSIS et
al., 2020); e i1) servidor ADMET SAR (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/) (CHENG et al.,
2012; GONCALVES et al., 2020b). As propriedades ADMET contribuem para a obten¢ado do
perfil farmacocinético e sdo essenciais para determinar a atividade farmacodinamica de

compostos (NISHA et al., 2016).

6.1.3 Prediciao de alvos moleculares

Para identificar os possiveis ligantes moleculares do AR, os quais podem estar
relacionados aos efeitos farmacoldgicos evidenciados por essa molécula, foram utilizadas as
seguintes plataformas online: 1) Swiss Target Prediction
(http://www.swisstargetprediction.ch/) (DE ASSIS et al., 2020); e ii) PASS online
(http://www.pharmaexpert.ru/passonline/) (GONCALVES et al., 2020b; POROIKOV et al.,
2019). Essas ferramentas relacionam possiveis alvos de interacdo de moléculas com o
organismo humano e de outros vertebrados, sendo que a pesquisa realizada nesse trabalho foi

limitada a espécie “Homo sapiens”.
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6.2 PROTOCOLOS IN VITRO
6.2.1 Atividade antioxidante

A metodologia utilizada para avaliagdo da atividade antioxidante foi descrita por
Sreejayan e Rao (1996), com modificagdes, através do método de sequestro de espécies
reativas de oxigénio evidenciado pela reducdo do 7, /-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH, 0,05
mM). Inicialmente foi preparada solugdo de AR (1000 pg/mL) solubilizada em etanol (P.A.).
A partir dessa, diluicdes seriadas foram realizadas, sendo o etanol absoluto o diluente. As
concentragdes-teste foram avaliadas na faixa de 0,97 a 250 pg/mL obtida através do preparo
de uma microplaca de 96 pogos, nos quais foram adicionados 150 uL. de DPPH e 50 pL das
solugdes seriadas preparadas previamente. Para evitar possivel interferéncia da coloracido da
amostra, foi preparado o branco da amostra para cada concentragdo por meio da adi¢ao de 150
pL de etanol em 50 pL da solucdo teste. O padrao utilizado neste protocolo experimental foi o
resveratrol (Fragon, Brasil) igualmente preparado a amostra e na mesma faixa de
concentragdo. Ao término do preparo da placa, essa foi alocada ao abrigo da luz e em
temperatura ambiente durante 30 minutos. Em seguida, foi realizada a leitura da absorvancia
em espectrofotometro (Multiskan GO, Datamed, Brasil) no comprimento de onda fixo de 510
nm. A atividade antioxidante foi obtida por meio da equacdo: inibicdo (%) = 100 X (Aamostra -
Abranco)/ ApppH, Na qual Aamostra € 0 valor da absorbancia da solu¢do contendo a amostra mais o
DPPH; Abranco €quivale ao valor da absorbancia da solugdo contendo amostra mais o etanol; e
ApppH equivale a solugdo etandlica de DPPH. Ao final do processo foram obtidas as
absorbancias para cada concentracdo e as porcentagens de atividade antioxidante foram
devidamente calculadas. De posse do dado foi possivel elaborar o grafico dose-resposta, e
calcular a concentragdo que inibiu 50% das espécies reativas de oxigénio presente no DPPH

(Clso), por meio da equagdo da reta.

6.2.2 Atividade da enzima aceticolinesterase (AChE)

A atividade inibitoria da enzima AChE foi avaliada pelo método colorimétrico de
Ellman modificado (DE ASSIS ef al., 2020; ELLMAN et al., 1961). Inicialmente foi
preparado o tampao Tris-HCl (50 mM, pH 8,0). Em uma placa de 96 pogos foram adicionadas
as seguintes solucdes: 25 uL de iodeto de acetilcolina (AChI, 15 mM), 125 uL de 5,5'-
dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (3 mM), 50 uL do tampao previamente preparado e
25 uL de AR dissolvido em metanol na faixa de concentra¢do de 62,5 a 1000 pg/mL. Em
seguida, 25 pL de uma solugdo de AChE (0,22 U/mL) e a absorbancia foram medidas em

espectrofotometro no comprimento de onda de 415 nm durante 41 ciclos de 15 segundo em
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temperatura de 37 °C. Objetivando evitar resultados falsos positivos, teste paralelo com
DTNB foi realizado. Nesse protocolo, o firmaco eserina foi utilizado como controle positivo,
e todas as amostras foram realizadas em triplicata. A porcentagem de inibi¢ao foi calculada de
acordo com equagdo: inibi¢ao (%) = [(E-S)/S] x 100, onde E representa a atividade da enzima
sem o AR e S representa a atividade da enzima com o AR. A partir da obtencdo da
porcentagem de inibi¢ao foi possivel calcular a concentracao que inibiu 50% da hidrolise da
acetilcolina, determinada pela analise da regressao nado-linear usando o software Graph Pad

Prism (versao 8.2.1).

6.3 MODELO DE DEPRESSAO INDUZIDO POR LPS
6.3.1 Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos Swiss machos (8 — 12 semanas de idade,
peso aproximado de 35 — 45 g) provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC, Florianépolis, SC). A alocagdo, bem como todo o protocolo
experimental, foi realizada no Biotério Setorial da UFSC, Campus Ararangud. Os animais
foram alocados em gaiolas coletivas de plastico, sob condi¢cdes ambientais pré-estabelecidas
com ambiente climatizado, com temperatura ajustada para 22 + 2°C e ciclo claro-escuro 12
horas. A 4dgua e ragdo especifica para roedores foram oferecidas ad [libitum. Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo comité de ética para uso de animais
(CEUA/UFSC — CEUA n° 3914220319). O numero de animais utilizados e a intensidade dos
estimulos foram os minimos necessarios para realizar os protocolos in vivo. Os protocolos
experimentais foram realizados de acordo com as normatizagdes da CEUA/UFSC, bem como
atenderam na totalidade os principios dos 3Rs (substituicao, reducio e refinamento) e guia
ARRIVE (DU SERT et al., 2020), além das diretrizes de manejo e cuidados de animais para
fins cientificos internacional (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals). Os animais

foram aclimatizados por no minimo 1 hora antes do inicio dos testes comportamentais.

6.3.2 Modelo experimental — depressdo induzida por LPS

O modelo de inducdo da depressdo foi realizado através da administracdo periférica de
LPS na dose de 0,5 mg/kg, via intraperitoneal (i.p.), solubilizado em salina estéril 0,9% e
isenta de endotoxina. A dose selecionada esta de acordo com estudos prévios, a qual €
considerada a concentragdo segura para a ndo indugdo de sepse (HUANG et al., 2019;
VIEIRA et al., 2020; YAO et al., 2016). Inicialmente foi avaliado o efeito per se do AR, no

qual foram preparadas concentragoes de 5, 25, 50 e 100 mg/kg solubilizadas em 5% de
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dimetilsulfoxido (DMSO) em agua deionizada. As doses selecionadas, bem como a via de
administracdo, estdo de acordo com estudos prévios na literatura (JANG et al., 2011; JIANG
et al., 2009; SOTNIKOVA et al., 2013). As solugcdes-teste ou veiculo foram administradas
por gavagem (via oral - v.0.) 1 hora antes dos testes comportamentais — teste de suspensao
pela cauda (TSC) e splash test (ST). A imipramina na dose de 20 mg/kg, solubilizada em 4gua
deionizada administrada via intraperitoneal (i.p.), foi utilizada como controle positivo do
protocolo (VIEIRA et al., 2020). A partir da avaliagdo inicial, a dose de 50 mg/kg de AR foi
selecionada para as demais abordagens experimentais. Com o objetivo de investigar o efeito
tipo-antidepressivo do AR, distintos protocolos experimentais foram estabelecidos (Figura
12). Primeiramente, o AR (50 mg/kg, v.o.) foi administrado 1 hora (tratamento agudo
preventivo — Figura 12A) ou diariamente durante 7 dias (tratamento repetido preventivo —
Figura 12B) antes do estimulo com LPS. Os animais foram divididos nos seguintes grupos: 1)
naive; ii) LPS (0,5 mg/kg, i.p.); iii)) AR (50 mg/kg, v.0.) + LPS; iv) Imipramina (20 mg/kg,
i.p.) + LPS. Para evitar a interferéncia do comportamento tipo-doente, comumente observado
em camundongos expostos ao LPS, as andlises comportamentais foram realizadas 24 horas
apds a administragdo do LPS. Posterior a esse periodo, os animais foram submetidos a
diferentes protocolos comportamentais, incluindo TSC, ST e teste do campo aberto (TCA).
Em relagdo a abordagem terapéutica, uma tnica dose de AR (50 mg/kg) foi administrada nos
animais 23 horas apo6s a inje¢do com LPS (Figura 12C), e os testes comportamentais
realizados 24 horas posterior ao estimulo. De acordo com os objetivos previamente
estabelecidos, o envolvimento dos receptores canabinoides foi investigado como possivel
mecanismo de agdo pelo qual o AR induz o efeito tipo-antidepressivo. Dessa forma, os
animais foram previamente tratados com antagonistas CB1R (AM281 — 1 mg/kg, i.p.) e
CB2R (AM630 — 1 mg/kg, i.p.) 30 minutos antes da administragdo do AR (50 mg/kg, v.o.).
Adicionalmente, o envolvimento do receptor PPAR-y também foi avaliado por meio do pré-
tratamento com antagonista seletivo PPAR-y (GW9662 — 1 mg/kg, 1.p.). Os trés antagonistas
foram solubilizados em 5% DMSO, 1% etanol P.A. em 4gua deionizada, e as doses
selecionadas estdo de acordo com estudos prévios (BENTO et al., 2011; VIEIRA et al.,
2020). Nesse protocolo os animais foram divididos em: i) LPS, o qual recebeu apenas a dose
de LPS (0,5 mg/kg — 1.p.); i1) AR (50 mg/kg, v.o.) + LPS; i11)) AM281 (1 mg/kg, i.p.) + AR +
LPS; iv) AM630 (1 mg/kg, i.p.) + AR + LPS; e v) GW9662 (1 mg/kg, i.p.) + AR + LPS. Os

protocolos com os antagonistas estdo descritos na Figura 12D.
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Tratamento preventivo agudo

(A) — SE— Testes
AR 1h LPS 24h comportamentais
(50 mgrkg, v.0.) (0,5 mg/kg, i.p.) e
eutanasia

Tratamento preventivo repetido

(B) —_— Testes
AR " : LPS comportamentais
(50 mg/kg, v.0.) Diariamente durante 7 dias (0,5 R, i'po) 24h p
eutanasia

Tratamento terapéutico

(C) - - - Testes
LPS AR comportamentais
(0,5 mg/kg, i.p.) 2dh (50 mglkg, v.0.) e
] ] eutanasia
(D) Antagonistas Testes
AM281 (1 mg/kg, i.p.) |- P AR LPS comportamentais
; 30 min 24h
AMB30 (1 mgkg, i.p.) B |50 mgikg, v.o| A (0,5 mglkg, i.p.) e
GW9662 (1 mg/kg, i.p.) eutandsia

Figura 12. Delineamento experimental da avaliacdo do efeito tipo-antidepressivo do AR no modelo
experimental de depressdo induzida por LPS. Protocolo preventivo agudo com a definicdo temporal de
administracdo de AR (50 mg/kg, v.0.), imipramina (20 mg/kg, i.p.) e LPS (0,5 mg/kg, i.p.) (A). Protocolo
preventivo repetido com administragdo das doses do AR, 1x/dia, por um periodo de 7 dias prévios a indugdo,
sendo a ultima dose administrada 60 minutos antes do LPS (B). Protocolo terapéutico realizado através da
administracdo de AR 23 horas posterior a inje¢do de LPS (C). Investigagdo da participagdo dos receptores
canabinoides e PPAR-y no efeito tipo-antidepressivo do AR, por meio da administracdo de AM281 (1 mg/kg,
ip.) e AM630 (1 mg/kg, i.p.), antagonistas dos receptores CB1 e CB2, respectivamente ¢ GW9662 (1 mg/kg,
i.p.) (D). Apds 24 horas da sensibilizagdo com LPS (tempo 0), os animais foram submetidos aos testes
comportamentais e, em seguida, foi realizada a eutanasia. Foi estabelecido o nimero de 5-10 animais por grupo
em todos os protocolos descritos. AR, acido rosmarinico; i.p., intraperitoneal; LPS, lipopolissacarideo; ST,
splash teste; TSC, teste de suspensdo pela cauda; v.o., via oral.

6.4 TESTES COMPORTAMENTALIS
6.4.1 Teste de suspensiao pela cauda (TSC)

Os animais foram submetidos ao teste de suspensdo pela cauda 24 horas apods
imunizacdo com LPS para avaliagdo do comportamento tipo-depressivo (MACHADO et al.,
2012a). Os animais foram suspensos a 50 cm da superficie com auxilio de fita adesiva presa
aproximadamente a 1 cm da ponta da cauda, pelo periodo de 6 minutos. Os parametros
analisados foram: o tempo total de imobilidade; o tempo de laténcia (tempo gasto no qual o
animal leva para ficar imovel pela primeira vez), e o nimero de vezes que o animal fica

imovel.
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6.4.2 Teste de splash (ST)

O teste de splash foi usado para a observacdo do comportamento aneddnico, descrito
por Moretti e colaboradores (2015). Para realizacdo desse teste, 200 puL de solucao de
sacarose a 10% foram borrifados no dorso do animal, alocado em aparato cilindrico de
acrilico, com o objetivo de evitar qualquer interacdo com meio externo. Imediatamente apos,
o tempo gasto na autolimpeza foi avaliado pelo periodo de 5 minutos (tempo de grooming), a
laténcia para iniciar o primeiro grooming ¢ o numero de gromming foram os parametros

avaliados.

6.4.3 Teste do campo aberto (TCA)

A avaliacao locomotora e exploratoria dos animais foi realizada através do teste de
campo aberto de acordo com Vieira e colaboradores (2020). Os animais foram colocados
individualmente no centro de aparato de madeira (40 x 60 x 50 cm) com fundo subdivido em
12 quadrados de dimensdes iguais. O parametro analisado foi a quantidade de vezes em que o
animal atravessou completamente para outro quadrado, sendo considerado o ato de atravessar
apenas quando o animal passou com as quatro patas para o outro quadrado, durante o periodo

de 6 minutos. Ao término desse tempo, o aparato foi higienizado com solucao de etanol 30%.

6.5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada por analise de varidncia (ANOVA) de uma via
seguida do post hoc teste de Bonferroni para comparagdes multiplas ou teste T de student
quando aplicado, utilizando o software GraphPad Prism 8.2.1 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA). Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média de 5-10
animais por grupo e valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Para
avaliagdo da magnitude do efeito foi calculado o d de Cohen através da equacgdo: diferenca
entre as médias do grupo LPS e AR dividido pelo desvio padrao agrupado dos mesmos

(COHEN, 1988; FRITZ; AMREIN; WOLFER, 2017; LAKENS, 2013).

7 RESULTADOS
7.1 AVALIACAO ADMET E ALVOS DE LIGACAO DO AR

Inicialmente, através das andlises in silico realizadas nesse trabalho, foi possivel
evidenciar as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodinamicas do AR.
Dessa forma, o AR apresenta peso molecular = 360,31 g/mol e Log Po/w = 1,52, e assim

obedece aos critérios da “Regra dos 5 (ROS5) de Lipinski (LIPINSKI ef al., 2012) e os filtros
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de Ghose (GHOSE; VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1999) — Tabela 1 — indicando que o
mesmo apresenta caracteristicas minimas relacionadas a problemas e/ou dificuldades nas

etapas de absorc¢do, dissolugao e permeabilidade.

Tabela 1. Pardmetros da regra dos cinco de Lipinski e filtro de Ghose do AR obtido do

servidor online Swiss ADME.

Formula molecular C18H1608
Peso molecular 360,31 g/mol
LogP 1,52

Doador de LH 5

Receptor de LH 8

Numero de ligagdes giratorias 7
Refratividade molar 91,40

Analise obtida pela ferramenta online Swiss ADME. Disponivel em:

http://www.swissadme.ch/index.ph. AR: Acido rosmarinico; LH: liga¢ao de

hidrogénio

Adicionado a esses dados, o perfil ADMET obtido nas plataformas online Swiss

ADME e ADMET-SAR, encontra-se expresso na Tabela 2. Observa-se que o AR possui a
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica e as células Caco-2, evidenciando que
essa molécula possivelmente apresenta a capacidade de exercer efeitos no SNC, bem como
absorc¢do intestinal, respectivamente. Interessantemente, o AR ndo esta relacionado como
potencial substrato para glicoproteina P (P-gp), considerada uma proteina de membrana
envolvida no efluxo celular de xenobioticos (MOLLAZADEH et al., 2018), bem como nao €
inibidora do complexo de enzimas P450, responséavel pelo metabolismo de moléculas externas
ao organismo (MANIKANDAN; NAGINI, 2017). O perfil toxicoldgico indica que o AR nao
apresenta potencial mutagénico e carcinogénico. Finalmente, os dados in silico demonstram a
seguranca do AR, visto que a dose letal em roedores foi de DLso = 2,3234 mols/kg
(equivalente a 8,37 x 10° mg/kg).
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Tabela 2. Perfil in silico do AR nas etapas de absor¢do, distribuicdo, metabolismo e

toxicidade obtido das plataformas online Swiss ADME e ADMET-SAR.

Parametro Resultado Probabilidade

Barreira hematoencefalica + 0,6095

Absor¢ao intestinal humana + 0,7243
§L‘ E Caco-2 + 0,8957
g £ Teste AMES Nio téxico 0,7412
% g Carcinogenicidade Nao carcinogénico 0,9414
< = Toxicidade aguda em ratos (DL50; 2,3234 -

mol/kg)

P-gp Nao substrato 0,8750
5 o CYP-2C9 Nao substrato 0,7660
’a % CYP-2D6 N3io substrato 0,9035
E § CYP-3A4 Nio substrato 0,6114
& I CYP-1A2 Nio inibidor 0,6279
2 £ cypacwo Nio inibidor 0,9026

CYP promiscuidade inibitoria Baixa inibigdo 0,8300

Analises disponiveis em: http://www.swissadme.ch/index.ph e http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2/. CYP:
citocromo 450; DL: dose letal; p-gp: glicoproteina-P.

Acrescentado as andlises in silico, o perfil dos principais e potenciais alvos
moleculares relacionados as propriedades bioldgicas do AR estdo descritos na Tabela 3. De
acordo com as ferramentas online Swiss Target Prediction e PASS online, o AR apresentou
potencialidade de interacdo com aproximadamente 50 proteinas e/ou alvos moleculares
distintos, dentre as quais destacam-se: 1) proteina tirosina cinase; i1) matrix metaloproteinase;
iii) ciclo-oxigenase; iv) receptor ativado por proliferador de peroxissomos; v) aceptor de
espécies reativas de oxigénio; vi) inibidor da expressdo do TNF; e vii) inibidor da expressao
da enzima janus kinase 2 (JAK2). Os receptores canabinoides CB1 e CB2 também foram
descritos como possiveis alvos moleculares do AR, fato que insere o sistema endocanabinoide
como um dos objetivos especificos deste projeto, e possivel mecanismo de agdo tipo-

antidepressivo do AR.
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Tabela 3. Potenciais alvos moleculares do AR obtido das plataformas online Swiss Target

Prediction e PASS online.

Swiss target prediction

Alvos

ChEMBL ID

Proteina tirosina cinase FYN

Matrix metaloproteinases subtipos 1,9, 2, 12, 13

Receptor proteina tirosina cinase erbB-2
Ciclo-oxigenase
Transportador de noraepinefrina

MAP cinase ERK2

Aldo-ceto redutase familia 1, membros C3, C4, C2, B10

CHEMBLI1841
CHEMBL332; CHEMBL321;
CHEMBL333; CHEMBL4393;
CHEMBL280; CHEMBL283
CHEMBL1824
CHEMBL221
CHEMBL222
CHEMBL4040
CHEMBLA4681; CHEMBL4999;
CHEMBL5847; CHEMBLS5983

Receptor ativado por proliferador de peroxissomo alfa CHEMBL239
Receptor ativado por proliferador de peroxissomo gama CHEMBL235
Receptor ativado por proliferador de peroxissomo delta CHEMBL3979
Proteina beta-amiloide A4 CHEMBL2487
Receptor canabinoide tipo 1 CHEMBL218
Receptor canabinoide tipo 2 CHEMBL253
PASS online
Atividade Pa/Pi

Aceptor de espécies reativas de oxigénio 0.745/0.003
Inibidor da expressdao de TNF 0.744/0.005
Inibidor da expressdao de JAK2 0.745/0.013
Inibidor da expressdo de metalloproteinase subtipo 9 0.730/0.005

Analises disponiveis em http://www.swisstargetprediction.ch/ e http://www.pharmaexpert.ru/passonline:

JAK?2: Janus kinase 2; TNF: tumor necrosis factor.
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7.2 PROTOCOLOS IN VITRO
7.2.1 Avaliacio do potencial antioxidante

Os resultados foram expressos em Clso (Tabela 4), a qual estabelece que quanto menor
os valores desse parametro maior ¢ a capacidade antioxidante da molécula. O tratamento com
AR induziu a atividade de sequestro de espécies reativas de oxigénio (Clso = 0,916 + 0,11
png/mL, p<0,0001) quando comparado ao padrdo de referéncia resveratrol (Clso = 8,45 £+ 0,44
pug/mkL).

Tabela 4. Atividade antioxidante do AR e resveratrol.

Amostra Atividade antioxidante (Clso = pg/mL)
AR 0,916 £ 0,117
Resveratrol 8,45 +0,44

O sobrescrito (****) indica diferenga significativa entre o AR e o reveratrol (p<0,0001), através da andlise
estatistica realizada por teste-t de Student (média + desvio padrdo, n = 3). AR: dcido rosmarinico.

7.2.2 Efeito inibitorio do AR na atividade da AChE

A Tabela 5 apresenta a atividade inibitoria do AR e eserina, usada como controle
positivo, na enzima AChE. Estudos prévios classificam essa atividade bioldgica conforme a
porcentagem de inibicdo da enzima AChE, sendo considerados potentes aqueles com inibigao
>50%, moderados com inibi¢ao de 30 a 50% e baixa/inativa com inibigao <30% (AZMAN et
al., 2020; VINUTHA et al., 2007). Portanto, de acordo com os resultados obtidos, o AR
apresentou potente atividade anti-colinesterase, com inibicao de 58% e Clso = 1,614 pg/mL,

como atividade inibitdria similar ao fArmaco de referéncia (Clso = 2,0 uL)

Tabela 5. Atividade inibitéria da enzima AChE pelo AR.

Amostra Inibicdo da AChE (%) Clso (ng/mL)

AR 58 1,614

Eserina 100 2,0
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7.3 PROTOCOLOS IN VIVO
7.3.1 Efeito do tratamento preventivo e terapéutico com AR no comportamento tipo-
depressivo induzido pelo LPS

Inicialmente investigou-se o efeito per se do AR no comportamento tipo-depressivo
dos animais. Conforme observado na Figura 13, o tratamento com AR (5 — 100 mg/kg, v.o.)
inibiu significativamente o tempo de imobilidade no TSC (p<0,01, Figura 13A) comparado ao
grupo veiculo, com inibicao de 42%, 49%, 52% e 49% nas doses de 5, 25, 50 e 100 mg/kg,
respectivamente. Nao foi observada diferenca significativa no nimero de imobilidade durante
o TSC (p>0,05, Figura 13B), bem como nenhuma diferenga estatistica foi observada nos
parametros de laténcia para grooming (p>0,05, Figura 13C) e no tempo de grooming (p>0,05,
Figura 13D) durante o ST. Adicionalmente, foi calculada a concentragdo efetiva de 50%
(CEso = 54,79 mg/kg), a qual corresponde a dose necessaria para ser evidenciado 50% da
resposta bioldgica. Assim, a partir desse resultado, a dose de 50 mg/kg foi selecionada para os

demais protocolos.
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Figura 13. Efeito per se do tratamento com AR no comportamento tipo-depressivo dos animais. O tratamento
com veiculo (5% DMSO em agua deionizada), AR (5, 25, 50 e 100 mg/kg — v.0.) e imipramina (20 mg/kg, i.p.)
foram investigados no teste de suspensdo pela cauda (A e B) e no splash test (C e D). Os dados foram expressos
como média + EPM de 6 animais/grupo. *p<0,01 representa diferenga significativa em relagdo ao grupo naive;
*p<0,05 e **p<0,01 em relagdo ao grupo veiculo (ANOVA de uma via seguido por teste post-hoc de
Bonferroni).
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Com o objetivo de investigar o efeito preventivo do AR no comportamento tipo-
depressivo foi utilizado o modelo de depressao induzido pela administragao tnica e sistémica
de LPS (0,5 mg/kg, i.p.). Os animais foram avaliados no protocolo agudo (Figura 14) e
repetido (Figura 15), ap6s a administracdo de AR (50 mg/kg, v.o.) 60 minutos antes do
estimulo periférico com LPS, ou Ix/dia durante 7 dias prévios ao algogénico,
respectivamente. Conforme observado na Figura 14, a administragao de LPS induziu aumento
significativo do tempo de imobilidade (p<0,05, Figura 14B), bem como reduziu o tempo de
grooming (p<0,05, Figura 14E) quando comparado ao grupo naive. Esse dado confirma que a
administracdo periférica do LPS contribui para a resposta neuroinflamatdria e, posterior,
comportamento tipo-depressivo em roedores (ARAKI et al., 2016; HUANG et al., 2019;
VIEIRA et al., 2020; YAO et al., 2016). Relevantemente, observou-se redugdo significativa
no tempo total de imobilidade dos animais tratados previamente com AR, bem como do
controle positivo, comparado ao grupo LPS (p<0,01, dar = 1,985, dimipramina = 1,331, Figura
14B). No entanto, nao foi possivel observar diferenca nos parametros de laténcia para
imobilidade e no numero total de imobilidade nesses animais (Figura 14A e C,
respectivamente). Conforme ilustrado na Figura 14, o tratamento com AR na dose de 50
mg/kg (v.0.) reduziu significativamente o tempo de laténcia para os animais iniciarem o
comportamento de grooming (p<0,01, d = 1,486, Figura 14D), bem como aumentou o tempo
total de grooming (p<0,05, d = 1,261, Figura 14E) quando comparado ao grupo LPS. Por
outro lado, nenhuma diferenca estatistica foi observada em relacdo ao ntmero total de
grooming (Figura 14F) entre os grupos experimentais. Além das avaliacdes supracitadas, foi
ainda realizado o teste do campo aberto (Figura 14G e H). Através desse protocolo foi
evidenciado que os tratamentos ndo induziram comprometimento motor nos animais,
observado pela avaliagdo do numero de quadrantes percorridos e nimero de levantamentos,
indicando que os efeitos comportamentais evidenciados pelo tratamento com AR ocorreram

independentemente de alteragdes motoras.
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Figura 14. Efeito do tratamento preventivo e agudo com AR (50 mg/kg, v.0.) e imipramina (20 mg/kg, i.p.) no
comportamento tipo-depressivo induzido por LPS. Os animais foram avaliados no teste de suspensdo pela cauda
(A-C), splash test (D-F) e no teste do campo aberto (G e H). Os dados foram expressos como média + EPM de
5-8 animais/grupo. *p<0,05 e *p<0,01 apresenta diferenca significativa comparada ao grupo naive; *p<0,05 e
*p<0,01 comparado ao grupo LPS (ANOVA de uma via seguido do teste de post-hoc de Bonferroni)

Ainda referente ao efeito preventivo do tratamento com AR no comportamento tipo-
depressivo dos animais, novos grupos de animais foram devidamente tratados com AR (50
mg/kg, v.0.) diariamente durante sete dias previamente ao estimulo periférico com LPS.
Conforme ilustrado na Figura 15, o tratamento repetido com AR reverteu de maneira
significativa a génese do comportamento tipo-depressivo nos animais. Nos testes
comportamentais, o tratamento preventivo e repetido com AR inibiu significativamente o
tempo de imobilidade no TSC (p<0,05, d = 1,328, Figura 15B) comparado ao grupo LPS,
sendo que nenhuma alteragdo significativa foi evidenciada nos parametros de laténcia para
imobilidade e nimero de imobilidade (Figura 15A e C, respectivamente). Adicionalmente, o
tratamento com AR reduziu o tempo de laténcia para o inicio do grooming (p<0,05; d =
1,332, Figura 15D) e no numero de grooming (p<0,05; d = 1,267, Figura 15F), porém sem

alteragdes no tempo total de grooming (Figura 15E) durante o ST quando comparado ao
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grupo LPS. De maneira interessante, o tratamento repetido com AR ndo induziu alteragao

locomotora nos animais durante o periodo avaliado (Figura 15G e H).
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Figura 15. Influéncia do tratamento preventivo repetido do AR no comportamento tipo-depressivo induzido por
LPS. Os animais foram tratados com AR (50 mg/kg, v.0.) diariamente durante sete dias anterior a estimulagdo
periférica com LPS (0,5 mg/kg, i.p.), e avaliados no teste de suspensdo pela cauda (A-C), splash test (D-F) e no
teste do campo aberto (G e H). Os dados foram expressos como média = EPM de 5-8 animais/grupo. #p<0,05 e
#1p<0,01 apresenta diferenca significativa comparada ao grupo naive; “p<0,05 comparado ao grupo LPS
(ANOVA de uma via seguido do teste post-hoc de Bonferroni)

Por fim, investigou-se o efeito terapéutico do AR no modelo de depressdo induzida
pela administracdo periférica de LPS. Para isso, os animais foram devidamente tratados com
AR (50 mg/kg, v.0.) 23 horas posterior ao estimulo com LPS. Conforme ilustrado na Figura
16, o tratamento terapéutico com o AR (50 mg/kg, v.0.), bem com a administragdo da
imipramina (20 mg/kg, 1.p.), reduziram significativamente o tempo de imobilidade no TSC
(p<0,01, dar = 1,47, dimipramina = 2,112, Figura 16A) quando comparado ao grupo LPS, porém
nenhuma alteracdo foi observada no nimero de imobilidade (Figura 16B). Em rela¢do aos
parametros avaliados no ST, nenhuma alteragdo significativa foi observada dentre os

tratamentos (Figura 16C e D).
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Figura 16. Influéncia do tratamento terapéutico com AR no comportamento tipo-depressivo induzido por LPS.
O AR (50 mg/kg, v.0.) foi administrado 23 horas posterior ao estimulo inflamatério periférico induzido por LPS
(0,5 mg/kg, i.p.). Os animais foram avaliados no teste de suspensdo pela cauda (A e B) e no splash test (C e D).
Os dados foram expressos como média + EPM de 8 animais/grupo. ““p<0,01 comparado ao grupo LPS (ANOVA
de uma via seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni).

7.3.2 Envolvimento da sinalizacdo dependente dos receptores canabinoides e PPAR-y no
efeito tipo-antidepressivo do AR

Conforme os resultados dos protocolos anteriores, a administracdo oral do AR (50
mg/kg) reduziu significativamente o tempo de imobilidade no TSC (p<0,01, Figura 17A) e
aumentou o tempo de grooming no ST (p<0,05, Figura 17C) quando comparado ao grupo
LPS. Interessantemente, o pré-tratamento com os antagonistas CBIR (AM281 — 1 mg/kg, i.p.)
ou CB2R (AM630 — 1 mg/kg, i.p.) preveniram significativamente o efeito antidepressivo do
AR no tempo de imobilidade durante o TSC (Figura 17A) quando comparado ao grupo AR.
Nenhuma alteragdo foi observada no nimero de imobilidade durante o TSC (Figura 76B) e
nos parametros referentes ao comportamento tipo-aneddnico — tempo de grooming (Figura

17C) e nimero de grooming (Figura 17D).
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Figura 17. Envolvimento dos receptores CB1 ¢ CB2 no efeito tipo-antidepressivo do AR. Os antagonistas
AM281 (1 mg/kg, i.p.) e AM630 (1 mg/kg, i.p.) foram administrados 30 minutos antes do AR (50 mg/kg). Os
animais receberam a inje¢do com LPS (0,5 mg/kg, i.p.) 1 hora depois do AR e o teste de suspensdo pela cauda
(A e B) e splash test (C e D) foram realizados 24 horas posterior a administragdo do LPS. Os dados foram
expressos como média = EPM de 5-8 animais/grupo. “p<0,05 e “*p<0,01 apresenta diferenca significativa
comparada ao grupo LPS; #p<0,05 e #*p<0,01 comparado ao grupo AR (ANOVA de uma via seguido pelo teste
post-hoc de Bonferroni).

Por fim, investigou se a via de sinalizacdo mediada pelo fator de transcricio PPAR-y
poderia estar relacionada ao efeito tipo-antidepressivo evidenciado pelo AR. Conforme
ilustrado na Figura 18, a inje¢cdo do antagonista PPAR-y (GW9662 — 1 mg/kg, i.p.) bloqueou
o efeito do AR no comportamento tipo-antidepressivo dos animais induzidos com LPS. Em
comparagdo ao grupo AR, a pré-administragdo de GW9662 aumentou significativamente o
tempo de imobilidade no TSC (p<0,01, Figura 18A), bem como reduziu o tempo de grooming
no ST (p<0,05, Figura 18C). Entretanto, nenhuma altera¢do no nimero de imobilidade (TSC,
Figura 18B) e no numero de grooming (ST, Figura 18D) foi observada dentre os grupos

experimentais.
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Figura 18. Envolvimento da via de sinalizagdo dependente do fator de transcrigdo PPAR-y no efeito tipo-
antidepressivo do AR. O antagonista GW9662 (1 mg/kg, i.p.) foi administrado 30 minutos antes do AR (50
mg/kg, v.0.). Os animais receberam a inje¢do com LPS (0,5 mg/kg, i.p.) 1 hora depois do AR e o teste de
suspensdo pela cauda (A e B) e splash test (C e D) foram realizados 24 horas posterior a administragdo do LPS.
Os dados foram expressos como média + EPM de 9-10 animais/grupo. “*p<0,01 apresenta diferenca significativa
comparada ao grupo LPS; #p<0,05 e #*p<0,01 comparado ao grupo AR (ANOVA de uma via seguido pelo teste
post-hoc de Bonferroni).

8 DISCUSSAO

O TDM ¢ uma patologia neuropsiquidtrica cronica e prevalente que gera grande
comprometimento cognitivo e emocional ao individuo acometido, estando associada a alta
taxa de recorréncia, morbidade, suicidio e, consequentemente, a perda da qualidade de vida
(LI, 2020). Dentro do planejamento terapéutico, a farmacoterapia ainda ¢ a principal conduta
evidenciada na pratica clinica, estando ou ndo associada a psicoterapia (CULJPERS et al.,
2019). Apesar dos métodos farmacoldgicos se mostrarem efetivos, ainda € relatada na
literatura baixa remissdo da doenga e ndo adesdo ao tratamento, fato que leva o paciente a
procura de medidas alternativas que auxiliem o tratamento convencional (HALLER et al.,

2019). Portanto, os compostos de origem vegetal se tornam nicho de investimento bastante
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interessante e promissor na pesquisa, sendo associados a visdo de que sdo moléculas mais
seguras, com menor risco de desenvolver efeitos adversos e abstinéncia quando comparados
aos farmacos tradicionais (YEUNG et al., 2018). Nesse sentido, atividades bioldgicas estdao
associadas ao AR, incluindo antioxidante, antibacteriana e anti-inflamatoria (LUO et al.,
2020). Aliado a essas propriedades, a literatura cientifica também relata a atividade tipo-
antidepressiva do AR (GHASEMZADEH RAHBARDAR; HOSSEINZADEH, 2020;
NADEEM et al., 2019). Portanto, os resultados descritos nesse estudo evidenciam os
potenciais efeitos bioldgicos do AR, juntamente com os possiveis alvos moleculares de agao.
Adicionalmente, dados in vivo aqui descritos indicam que o efeito tipo-antidepressivo do AR,
envolve vias de sinalizagdo mediada pela ativagdo dos receptores canabinoides ¢ PPAR-y,
muito embora o mecanismo pelo qual ocorre essa interacdo ainda permanece desconhecido.
Recentemente, as metodologias in silico se tornaram abordagens interessantes na
pesquisa cientifica e, por meio da utilizacdo de ferramentas de baixo custo e rapida execugao,
sdo capazes de gerar uma grande quantidade de dados, bem como reduzir e otimizar o nimero
de animais utilizados durante a experimentacdo in vivo (BOJARSKA et al., 2020). Esses
métodos estdo incorporados ao processo de desenvolvimento e planejamento de novos
compostos bioativos, permitindo a obtencdo do perfil fisico-quimico, farmacocinético,
farmacodinamico e toxicologico de inumeros prototipos de moléculas com potenciais
terapéuticos (ANDRADE ef al., 2016). Diversas ferramentas de bioinformatica estdo
disponiveis com diferentes graus de complexidade, e a interagdo entre os dados gerados
podem direcionar o planejamento experimental, seja para o estudo do comportamento da
droga no organismo — perfil farmacocinético — ou para os mecanismos de acdo em alvos
especificos — perfil farmacodindmico (SANTANA et al., 2021; TOMAR et al., 2018). Neste
trabalho foi utilizada a combinag@o de duas plataformas online de livre acesso — Swiss ADME
e ADMET-SAR (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; YANG et al., 2019) — validadas ¢
bastante aplicadas na literatura cientifica, com o objetivo de obtencao das propriedades fisico-
quimicas, farmacocinéticas e toxicologica do AR. O AR foi considerado forte candidato para
a via de administracdo oral, seguindo a RO5 e o filtro de Ghose, os quais estabelecem que
para uma molécula ter boa absor¢@o e permeacao no organismo deve apresentar ndo mais que
5 doadores de ligagdao de hidrogénio, 10 receptores de ligagdo de hidrogénio, peso molecular
menor que 500 Daltons, LogP menor que 5, refratividade molar entre 40 e 130, e numero total
de atomos entre 20 ¢ 70 (GHOSE; VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1999; LIPINSKI et

al., 2012). Portanto, o conjunto de dados apresentados referente as analises ADMET sugerem
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que o AR possui minima probabilidade de apresentar dificuldades associadas a
biodisponibilidade e toxicidade.

No processo de desenvolvimento de novas moléculas ativas, outro aspecto critico e de
fundamental importancia ¢ a identificacdo de potenciais alvos moleculares, os quais estdo
associados ao mecanismo de acdo e eficacia do composto (CHOUDHARY; SINGH, 2019).
Nesse sentido, as analises aqui propostas obtidas pelas plataformas Swiss Target Prediction ¢
PASS online indicam mais de 50 possiveis alvos de ligacdo do AR, incluindo aqueles
relacionados a agdo antidepressiva. Os subtipos de matrix metaloproteinases desempenham
papel importante no processo de arborizacdo dendritica em células piramidais e na formacao
de espinhos dendriticos (ALAIYED; CONANT, 2019). No entanto, em condi¢des patoldgicas
incluindo a depressao, ¢ observada correlacao positiva entre a concentracao dessas proteinas,
principalmente a MMP-9, com a severidade e qualidade de vida de pacientes diagnosticados
com MDD (BEROUN et al., 2019; VAFADARI; SALAMIAN; KACZMAREK, 2016;
YOSHIDA et al., 2012). Outro possivel alvo de ligagdo do AR ¢ a proteina Janus kinase
(JAK) 2, a qual esta envolvida no processo de transducao de sinais de receptores de citocinas
(CHOY, 2019), interferindo em diferentes fungdes no SNC e relacionadas a fisiopatologia dos
transtornos de humor (SHARIQ et al., 2019). Adicionado ao contexto de alvos moleculares
do AR, os receptores CBIR e CB2R, bem como o fator de transcricio PPAR-y também foram
relacionados nessas andlises, o que os tornam interessante objeto de investigacdo desse
trabalho.

Dentre as atividades biologicas atribuidas ao AR, a propriedade antioxidante pode ser
considerada um grande destaque dessa molécula. O dano oxidativo esta intimamente
relacionado a fisiopatologia do TDM, o qual ¢ caracterizado pelo desequilibrio entre
moléculas antioxidante e oxidante do organismo, em favor desse tltimo (BLACK et al., 2015;
VAVAKOVA; qjlURACKOVA; TREBATICKA, 2015). A producio excessiva de EROs e
ERNs estdo associadas ao dano celular, que incluem processos de oxidagdo de proteinas,
peroxidacdo lipidica e alteragdes no DNA. Especificamente no SNC, os agente oxidantes
estdo relacionados a degeneragdo neuronal e modulacdo de sinapses, resultando no
desenvolvimento de neuroinflamagdo e consequente morte celular (HUSSAIN et al., 2016).
Por meio da metodologia de reducdo do DPPH, os resultados aqui demonstrados evidenciam
significativa atividade antioxidante do AR (Clso = 0,916 = 0,11 pg/mL) quando comparado ao
padrdo de referéncia resveratrol (Clso = 8,45 + 0,44 ng/mL). Nesse contexto ¢ estabelecido
relacdo inversamente proporcional entre Clso e o potencial antioxidante, ou seja, quanto

menor a Clso maior a capacidade de sequestro de EROs da molécula estudada (GULCIN,
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2020). Estudos da literatura corroboram com esses achados, tal como o estudo de Tacchini e
colaboradores (2020), os quais observaram a atividade antioxidante do AR com Clso
equivalente a 4,31 £ 0,34 ug/mL através da utilizagdio da mesma metodologia aqui
apresentada. Em modelo inflamatério de células mononucleares sanguineas periféricas
induzido por LPS, o AR (10, 20, 40 ¢ 80 uM) foi capaz de prevenir a peroxidacdo lipidica e
producdo de oOxido nitrico, bem como recuperou a atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) (SADEGHI et al., 2020). Nesse
contexto, os polifendis — classe de compostos pertencentes ao metabolismo secundario de
plantas na qual o AR esta incluso — estdo diretamente relacionados a atividade antioxidante.
Mecanismos distintos estdo atrelados a essa atividade, dentre eles podem ser destacados: 1) a
capacidade dos polifenéis em quelar ions de metais de transicdo (Fe*?, Cu?*, Co?*, Ti*" e Cr")
evitando a formag¢do de radicais hidroxila e peroxido de hidrogénio; ii) indugdo da sintese de
enzimas antioxidantes, incluindo a SOD, catalase ¢ GPx; e por fim, iii) a inibi¢do da cadeia
respiratoria mitocondrial ¢ ATPase e, consequente redugdo na produgdo de EROs
(YAHFOUFI et al., 2018).

Além da propriedade antioxidante evidenciada pelo AR, o efeito anti-inflamatorio ¢
outra atividade biologica bastante explorada na literatura cientifica e que pode estar
relacionada a agdo antidepressiva observada nesse estudo. Nessa perspectiva, Wei e
colaboradores (2018) avaliaram os efeitos do AR (40, 60 e 80 mg/kg) em modelo de
neuroinflama¢do induzida pela administracdo intracerebroventrivular de LPS em
camundongos C57BIl/6. Os autores observaram a reducao significativa na concentragdo de
mediadores pro-inflamatorios, incluindo TNF, IL-6, IL1-B, COX-2 e iNOS, bem como a
reducdo da expressdo de TLR4, CD14, supressdo da via de ativagdo mediado pelo NF-xB e do
inflamossoma NLRP3. Ainda nesse contexto, a administracio do AR reduziu
significativamente os marcadores inflamatorios COX-2, PGE-2, IL-1B, MMP-2 ¢ NO em
modelo de dor neuropéatica induzida por constricio do nervo cidtico em ratos
(GHASEMZADEH RAHBARDAR et al., 2017). Em adigao a esses dados, o efeito anti-
inflamatorio do AR também foi descrito em outros estudos utilizando modelos in vivo e in
vitro (JIANG et al., 2018; LV et al., 2019; SADEGHI et al., 2020; WEI et al., 2020).
Interessantemente, na analise do liquido cefalorraquidiano e sangue periférico de pacientes
diagnosticados com TDM foi constatado aumento na concentracdo de marcadores
inflamatorios, tais como prostaglandinas, IL-6, IL-1p, TNF, e IFN-a (WOELFER et al.,
2019), os quais também sdao observados apds administragao sistémica de LPS (ZHANG et al.,

2019). Esses marcadores interferem diretamente na neuroplasticidade, através da diminui¢dao
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na expressao de BDNF; promovem mudangas no sistema dopaminérgico; e estdo relacionados
a alteracdes no sistema serotoninérgico, através da interferéncia no metabolismo do triptofano
(DOOLEY et al., 2018). Os achados acima destacados, corroboram com os dados in silico
obtidos nesse estudo, em particular aqueles referentes aos potenciais alvos moleculares de
ligacdo do AR, particularmente MMPs, COX-1 e COX-2, receptor de tirosina cinase, PPAR-
a, CB1R e CB2R. Portanto, o efeito tipo-antidepressivo do AR aqui observado pode estar
associado a redu¢ao da neuroinflamagdao, bem como as alteragcdes no panorama oxidativo no
SNC, muito embora, analises adicionais sdo necessdrias para confirmar e/ou refutar tais
hipoteses.

Atrelada a modulagdo do processo inflamatério, a atividade inibitéria da enzima
aceticolinesterase (AChE) também pode estar associada com a acdo tipo-antidepressiva
evidenciada pelo AR. O reflexo inflamatério detém importante papel nesse processo, o qual
caracteriza-se pela via aferente do nervo vago que detecta alteragdes e sinais inflamatorios, e a
via eferente conhecida como anti-inflamatoria colinérgica (DI BARI et al., 2017). A
acetilcolina (ACh) liberada pelas terminag¢des nervosas do nervo vago se liga a receptores de
acetilcolina a7 nicotinicos (a7 nAChR) presente em células do sistema imunoldgico,
incluindo macréfagos e microglia. Através dessa interacdo, ocorre o influxo de Ca®",
consequente ativagdo do NF-kB, resultando na supressao da sintese de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF, proteinas do complexo de alta mobilidade (HMGB, do inglés high
mobility group box of proteins) e IL-6 (POHANKA, 2014). Apos a ACh exercer sua fungao,
essa sera hidrolisada principalmente pela enzima AChE em colina e acido acético,
contribuindo para regulacdao do tonus colinérgico (VAKNINE; SOREQ, 2020). Dessa forma,
moléculas capazes de inibir a AChE contribuem para: i) o aumento da concentragao de ACh
na fenda sindptica; i1) possuem efeito na reducdo da secrecdo de citocinas pro-inflamatorias e
aumento das anti-inflamatorias; iii) bem como auxiliam na manuten¢ao da concentragdo de
ACh objetivando compensar a reducdo de AChR em doencas neurodegenerativas e/ou no
estado inflamatério do organismo (HALDER; LAL, 2021). Portanto, compostos que
interferem no sistema colinérgico sdo alternativas interessantes para auxiliar a terapéutica de
doengas neuropsiquiatricas e/ou neurodegenerativas, principalmente aquelas que estabelecem
um quadro neuroinflamatodrio. Inibidores da AChE tradicionalmente disponiveis no mercado,
tais como fisostigmina, neostigmina e galantamina, ja sdo referenciados na literatura com
atividade na reducdo da neuroinflamagdo, principalmente no cértex e hipocampo, bem como
na melhora da cognicdo e plasticidade sinaptica em modelos pré-clinicos (KALB et al., 2013;

LIU et al., 2018). No presente estudo foi evidenciado significativa inibi¢ado da AChE (58%)
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(AZMAN et al., 2020) e Clso de 1,164 pg/mL pelo AR. Esses dados estdo de acordo com
estudos prévios, principalmente relacionados a extratos vegetais os quais apresentam o AR
como composto majoritario. A administracao cronica durante 28 dias de AR (10 mg/k, p.o.) e
extrato hidroalcoodlico de Rosmarinus officinalis (200 mg/kg, p.o.) foi capaz de reduzir a
atividade AChE nas regides cerebrais do cortex e hipocampo em ratos Wistar submetidos ao
modelo de perda de memoria por escopolamina (OZAROWSKI et al., 2013). Posteriormente,
esses dados foram refor¢ados por Ferlemi e colaboradores (2015), os quais evidenciaram a
reducgdo da atividade da AChE em distintas regides cerebrais, incluindo o cortex, mesencéfalo,
cerebelo, estriado e hipocampo em camundongos Balb-c tratados com 2% (peso/volume) do
extrato aquoso de Rosmarinus officinalis. Em continuidade, outras espécies vegetais contendo
0 AR como marcador, incluindo Onosma bourgaei (Boiss.) e Onosma trachytricha (Boiss.),
sdo referenciadas com atividade na inibicdo da AChE (ISTIFLI, 2021). Diante dos aspectos
supracitados e os resultados aqui apresentados, ¢ sugerido que o AR pode interferir na
transmissdo colinérgica, contribuindo como uma abordagem potencial na prevencio e/ou
tratamento da neuroinflamagdo, bem como na modulagdo do comportamento tipo-depressivo
em animais.

De acordo com os dados in silico e in vitro aqui relacionados e suportados por
evidéncias da literatura, torna-se possivel sugerir que o AR apresenta potencial efeito
antidepressivo, e que o sistema endocanabinoide possa estar envolvido como uma possivel via
de acdo dessa molécula. Logo, por meio da utilizacdo do modelo de depressdo induzida por
LPS essa proposi¢do foi posteriormente validada in vivo. A administragdo periférica de LPS ¢
capaz de induzir uma resposta imune que culmina com a ativa¢ao microglial com consequente
liberagdo de citocinas pro-inflamatorias (AN et al., 2020). Camundongos expostos ao LPS
desenvolvem comportamento tipo-depressivo 24 horas posterior ao estimulo, sem
comprometimento motor (HUANG et al., 2019; LIEBERKNECHT et al., 2017; YAO et al.,
2016; ZHAO et al., 2019). Os resultados aqui demonstrados indicam que o AR possui efeito
tipo-antidepressivo, por meio da reducdo significativa do tempo de imobilidade dos animais
no TSC, bem como reducdo do comportamento tipo anedonico no ST. Ainda, a anélise do
tamanho da amostra refor¢a os dados referentes ao comportamento tipo-antidepressivo do
AR. Esse parametro relaciona a magnitude do efeito observado como métrica padronizada,
indicando os possiveis efeitos reais praticos evidenciados através dos resultados (LAKENS,
2013). O tamanho da amostra ¢ classificado de acordo com o valor de d de Cohen em
pequeno efeito (0,2 < d < 0,5), médio efeito (0,5 < d <0,8) e grande efeito (d >0,8) (COHEN,
1988; TACEY et al., 2020). Nesse sentido, os dados aqui apresentados indicam grande efeito
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em ambos os testes comportamentais realizados (TSC e ST), com variacao de 1,199 a 1,985.
O tamanho do efeito induzido pelo controle positivo (imipramina) foi similar aquele
apresentado pelo AR, classificado de médio a grande efeito (0,743 < d < 2,112). Esses dados
vao ao encontro aqueles observados por Takeda e colaboradores (2002), os quais evidenciam
reducdo significativa no tempo de imobilidade no teste nado forcado em camundongos
tratados com AR per se (2 mg/kg, i.p.). Kondo e colaboradores (2015) também investigaram o
efeito per se do AR (5 e 10 mg/kg, v.0.) administrado diariamente durante 7 dias e
observaram reducao significativa no tempo de imobilidade no TSC em camundongos ICR. Os
mesmos autores destacam que esse efeito esta associado a redug¢ao da concentragdo sérica de
corticoesterona, aumento de dopamina nas areas do sistema limbico, modulagdo da proteina
kinase ativada por mitogeno fosfatase 1 (MKP-1, do inglés mitogen-activated protein kinase
phosphatase-1), bem como aumento de BDNF ¢ das enzimas tirosina hidroxilase e piruvato
carboxilase em areas do sistema limbico. Ainda no contexto da avaliagdo tipo-antidepressiva
do AR, Ghazizadeh e colaboradores (2020) observaram esse efeito através da administracao
cronica (14 dias) do extrato hidroalcodlico de Melissa officinalis (75 e 100 mg/kg, v.o., 5,1 %
- peso/peso de AR) no TSC e NF em modelo pré-clinico de estresse por conten¢do. Outro
estudo destaca mudangas comportamentais significativas no NF e labirinto aquatico de Morris
em animais submetidos ao modelo de estresse cronico imprevisivel e tratados com AR (10
mg/kg, i.p.) (JIN et al., 2013). Como citado anteriormente, outros pesquisadores evidenciaram
o efeito do AR de forma isolada, bem como em extratos vegetais que contém essa molécula
em sua composi¢dao, no comportamento tipo depressivo em modelos pré-clinicos (ITO et al.,
2008; LIN et al., 2015; MACHADO et al., 2009, 2012b; SASAKI et al., 2013). Nesse
contexto, o efeito tipo-antidepressivo evidenciado pelo AR corroboram com os resultados
aqui apresentados, muito embora os dados aqui apresentados sejam pioneiros na investigagao
do comportamento tipo-antidepressivo do AR em modelo inflamatério de depressao.

Na avaliacdo tipo-antidepressiva aqui apresentada € importante destacar que a dose de
AR (50 mg/kg) usada ndo apresentou toxicidade oral. De acordo com estudo prévio realizado
por Nascimento e colaboradores (2020), a dose letal de 50% (DLsp) do AR ¢
aproximadamente 2500 mg/kg em camundongos. Os autores também observaram que a
administracdo de 300 a 2000 mg/kg de AR: i) ndo alterou aspectos comportamentais dos
animais; i1) ndo induziu diferenga significativa no peso dos o6rgaos (figado, coragdo, rins e
bago); iil) tampouco na ingestdo de agua e comida quando comparado ao grupo controle.
Adicionalmente, o AR pode ser classificado com baixa toxicidade de acordo com o sistema

harmonizado global (GSH, do inglés Globally Harmonized System) de classificacdo e
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rotulagem de substancias quimicas (UNITED NATIONS, 2017), inserido dentro da categoria
5 que compreende substancias com DLsp entre 2000 e 5000 mg/kg. Interessantemente, outro
ponto importante de discussdo, dentro do desenvolvimento de novas moléculas com objetivo
terapéutico ou preventivo, ¢ a dose translacional entre espécies de animais distintas em
estudos pré-clinicos. O Food and Drug Administration (FDA) estabeleceu a normalizacao da
4rea da superficie corporal (mg/m?) para propor a extrapolacdo das doses entre animais e
humanos (REAGAN-SHAW; NIHAL; AHMAD, 2007). Nesse sentido, a dose equivalente
em humano (DEH) pode ser calculada usando a seguinte equagdao: DEH (mg/kg) = dose
animal (mg/kg) x (Kn do animal / K, humano), onde K, equivale ao fator de correcdo para
camundongo e humano, com valor de 3 e 37, respectivamente (NAIR; JACOB, 2016).
Considerando a aplicacdo dessa formula, para uma pessoa de 60 kg, o valor da DEH seria de
4,05 mg/kg com uma ingestdo diaria de 243 mg de AR. Portanto, esses dados sugerem que
esta dose pode ser alcangada por uma suplementacao oral diaria com esse polifenol.

Em contrapartida a atividade antidepressiva ja documentada na literatura cientifica, os
mecanismos pelos quais o AR desenvolve essa agdo ainda nao sdo estabelecidos. No estudo
de revisao, realizado por Hillard e Liu (2014) foram observadas evidéncias que suportam a
participagdo do SEC no desenvolvimento de sintomas depressivos e, consequentemente,
mimetizam comportamento depressivo em humanos. Logo, compostos capazes de modular
esse sistema se tornam uma alternativa para o tratamento da depressao resistente e recorrente.
Através dos resultados aqui apresentados, as analises in silico indicam que o AR pode
interagir com os receptores CBIR e CB2R, sendo esse fato confirmado pelos experimentos in
vivo. A administracdo de AM251 (1 mg/kg, i.p.) e AM630 (1 mg/kg, 1.p.) previamente ao
tratamento com AR bloqueou os efeitos induzidos pelo AR no TSC e ST em animais
submetidos ao modelo de depressao por LPS. Estudos prévios indicam que a ativagdo direta
ou indireta dos receptores canabinoides estdo associados com atividade antidepressiva
(ADAMCZYK et al., 2008; HILLARD; LIU, 2014; MICALE et al., 2015; VIEIRA et al.,
2020). Hill e Gorzalka (2005) observaram reducdo do tempo de imobilidade no NF de
animais tratados com HU-210 (agonista CB1R) com resultado comparavel ao controle
positivo desipramina. Ainda, Haj-Mirzaian e colaboradores (2017) observaram que a
administracao de WINS55,212-2 (agonista ndo seletivo de receptores canabinoides) reduziu o
comportamento tipo-depressivo em animais submetidos ao estresse por isolamento social. Por
outro lado, a co-administracdo com os antagonistas AM251 e AM630 reverteu os efeitos
antidepressivos induzidos pelo WIN55,212-2. Um aspecto que se torna importante destacar

sao as regioes do SNC em que os CB1Rs sdo expressos. Esse receptores sao principalmente
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identificados na membrana pré-sindptica de neurdnios excitatdrios e inibitdrios nas regides
dos ganglios basais, nicleo acumbens, cortex, cerebelo e amigdala, aos quais estdo envolvidos
em atividades fisiologicas essenciais, incluindo regulacao da plasticidade sindptica, humor,
percep¢ao, cognicdo e locomogdo tanto em humanos quanto em animais (BRUNT;
BOSSONG, 2020; CRISTINO; BISOGNO; DI MARZO, 2020). Em comparagdo ao CBIR, o
CB2R esté expresso em menor quantidade no SNC. Este receptor foi identificado no terminal
axonico de neurdnios GABAérgicos na area tegumentar ventral (VTA) e hipocampo, bem
como na membrana pods-sinaptica de neurénios na VTA, hipocampo e cortex pré-frontal
(CHEN et al., 2017). Notavelmente, dados da literatura indicam que os receptores CB2R
podem interferir no comportamento tipo-depressivo. Nesse contexto foi identificado a
expressao de RNAm de CB2R em neurdnios dopaminérgicos da VTA de animais, sendo que
a delecao desses receptores foi capaz de modular o comportamento tipo-depressivo dos
animais (LIU et al., 2017). Da mesma forma, a administragdo de B-cariofileno (agonista
seletivo CB2R) reduziu o tempo de imobilidade no TSC e NF, e interessantemente o pré-
tratamento com AMG630 bloqueou esse efeito (BAHI et al., 2014). Sahu e colaboradores
(2019) também evidenciaram que a administracdo oral aguda e diaria durante 7 dias de 1-
fenilisatina (agonista CB2R) reduziu a neuroinflamac¢do e o comportamento “tipo doentio”
induzido por LPS, evidenciado pela redu¢do de TNF e dano oxidativo, bem como pelas
analises do TSC, NF e TCA, respectivamente. Portanto, esses dados da literatura, aliado aos
resultados aqui apresentados, sugerem que a modulacdo dos receptores CBI1R e CB2R podem
estar associados ao mecanismo de acao antidepressivo do AR.

Outro dado que reforca o envolvimento do SEC na atividade antidepressiva ¢ o fato de
que a terapia com antidepressivos tradicionais sdo capazes de modular a atividade dos
receptores canabinoides. No estudo pré-clinico conduzido por Smaga e colaboradores (2017),
os autores evidenciaram que a administragdo diaria durante 14 dias de imipramina (15
mg/kg), escitalopram (10 mg/kg) e tianeptina (10 mg/kg) foram capazes de regular a
expressao de CB1R e CB2R em dareas especificas do SNC, incluindo o cortex pré-frontal,
hipocampo, estriado dorsal, nucleo acumbens e cerebelo. Interessantemente, evidéncias
recentes indicam que a administragdo conjunta de doses subefetivas de ligantes canabinoides,
incluindo oleamida, AM251 e AM®630, aumentaram os efeitos tipo-antidepressivos de
farmacos antidepressivos convencionais que atuam no sistema monoaminérgico, por meio da
avalia¢do do TSC e NF (POLESZAK et al., 2019, 2020). Trabalhos prévios também sugerem
que exista uma relagdo entre a atividade dos receptores canabinoides e a liberacdo de

neurotransmissores no SNC, incluindo dopamina (DA), 5-HT, GABA e glutamato (BRUNT;
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BOSSONG, 2020; LE BOISSELIER et al., 2017). Nesse sentido, a administracdo de JWH-
018 (agonista CB1R e CB2R) aumentou a concentra¢do de DA no nucleo acumbens de ratos
Sprague Dawley, sendo que os antagonistas CB1R (SR-141716A e AM251) bloquearam esse
efeito. Ainda, esse mesmo estudo, destacou por meio de abordagem ex vivo que neurdnios
dopaminérgicos da VTA tratados com JWH-018 reduziu a corrente pos-sinaptica mediada por
GABA, sugerindo que o aumento de DA observado in vivo poderia ser decorrente da
desinibicdo de neurdnios dopaminérgicos (DE LUCA et al., 2015). Nesse mesmo contexto,
Franklin e Carrasco (2013) também demonstraram que animais tratados durante 7 dias com
CP55,940 (agonista ndo seletivo dos receptores canabinoides) aumentou significativamente a
concentragdo dos receptores 5S-HT2A, bem como a expressdo do respectivo RNAm no cortex
pré-frontal. Similar efeito foi observado em cultura de células neuronais CLU213 e A1Alv
tratadas com GPla (agonista seletivo CB2R) sendo esse efeito, possivelmente, atribuido a
ativacdo da via de sinalizagdo da cinase extracelular 1/2 (ERK1/2). Em conjunto aos dados in
silico e in vivo aqui apresentados, o efeito tipo-antidepressivo do AR pode estar relacionado a
modulacdo dos receptores canabinoides, sugerindo esse composto como possivel candidato a
ligante canabimimético tornando-o uma alternativa terapéutica promissora e/ou molécula com
potencial na terapia combinada para o tratamento do TDM.

Ademais, classes de compostos isolados de origem vegetal sdo importantes fontes de
novas moléculas com potenciais terapéuticos. O AR ¢ classificado como polifenol derivado
do 4cido cafeico e do acido dihidroxifenil latico (FACHEL et al., 2019) — classe de
compostos que estdo relacionados a distintas atividades bioldgicas, incluindo anti-
inflamatéria, imunomoduladora, antioxidante e antitumoral (YAHFOUFT ef al., 2018). Nessa
perspectiva, evidéncias cientificas indicam que compostos pertencentes a essa classe sdo
capazes de modular o SEC. Oliveira e colaboradores (2019) demostraram que o resveratrol
(100 pg/pata) induziu agdo antinociceptiva em modelo de edema de pata induzido por
carragenina em camundongos, sendo esse efeito antagonizado pelo pré-tratamento com
AM251. Outro estudo pré-clinico demonstrou que a administragao cronica durante 4 semanas
de curcumina (150 mg/kg) aumentou a libera¢do do fator de crescimento do nervo (NGF, do
inglés nerve growth fator) no cérebro de ratos, bem como elevou a concentragdo de
endocanabinoides em regides cerebrais especificas — incluindo o cortex frontal, hipocampo,
amigdala e bulbo olfatorio (HASSANZADEH; HASSANZADEH, 2012). Os compostos
citados acima sdo classificados como polifendis e, aliados a outras moléculas de origem
vegetal da mesma classe, como quercetina, catequina, kaempferol e cianidina, apresentam

possivel acdo canabimimética (GONCALVES et al., 2020a; KUMAR et al., 2019). Aliado
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aos dados moleculares in silico aqui apresentados que demonstram o CBIR e CB2R como
possiveis ligantes do AR, em conjunto a similaridade estrutural dos polifen6is acima citados
com o AR e a reversao do comportamento tipo-antidepressivo do AR apds a administragao de
antagonistas canabinoides, ¢ possivel sugerir que o efeito tipo-antidepressivo do AR pode
estar associado ao SEC.

Evidéncias na literatura indicam que alguns ligantes canabinoides sdo capazes de
ativar diferentes isoformas do fator de transcrigdo PPAR (a, B e y) (O’SULLIVAN, 2016;
PAYANDEMEHR et al., 2015; YOUSSEF; EL-FAYOUMI; MAHMOUD, 2019). Esses
receptores sao fatores de transcricdo dependentes de ligantes que formam heterodimeros com
o receptor retindide X e sdo responsaveis pela alteracdo de expressdo de genes através da
ligagdo em regides especificas do DNA (O’SULLIVAN, 2016). Mais especificamente, o
PPAR-y estd associado a diferentes atividades bioldgicas que envolvem metabolismo,
resposta inflamatoéria e diferenciacdo celular (COLLE et al., 2016). Devido a expressao desse
receptor em diferentes areas do SNC, incluindo o cortex piriforme, amigdala, VTA, ntcleo
acumbens e ganglios da base, bem como em subtipos celulares como os neurdnios
dopaminérgicos, astrocitos e microglia, algumas evidéncias indicam o PPAR-y como um
potencial alvo para a terapia de doengas neurodegenerativas e neuropsiquiatricas, incluindo o
TDM (PRASHANTHA KUMAR et al., 2020; TUFANO; PINNA, 2020). Portanto, além das
atividades anti-inflamatdria, antioxidante, anti-colinesterase e o possivel envolvimento do
SEC no mecanismo de agdo tipo-antidepressivo do AR, outro aspecto interessante explorado
nesse trabalho foi a investigacdo da via de sinalizagdo mediada pelo PPAR-y no mecanismo
tipo-antidepressivo do AR. Os resultados aqui apresentados indicam que o GW9662
(antagonista PPAR-y) reverteu o efeito tipo-antidepressivo do AR, evidenciado através do
aumento significativo do tempo de imobilidade no TSC. Esse achado foi validado pela
investigagdo in silico aqui realizada que ilustra os PPARs como possiveis alvos moleculares
de interagdao do AR. Esses dados sdo consistentes com estudos anteriores, os quais evidenciam
a interacdo entre o AR e PPAR-y. Zhang e colaboradores (2018) observaram a inibi¢ao da
fibrose cardiaca em modelo de sobrecarga de pressdo em camundongos via ativagdo da
proteina cinase alfa (AMPKa)/Smad3, sendo essa sinalizacdo dependente do PPAR-y. Nesse
mesmo sentido, o AR foi capaz de inibir a fibrose cardiaca em modelo de dano cardiaco
induzido por isquemia e reperfusdo, através da via de ativagdo mediada pelo PPAR-y e
reducdo da sinalizagdo mediada pelo NF-kB — responséaveis pela inibicdo da inflamacao e
apoptose dos cardiomidcitos (HAN et al., 2017). Portanto, aliado ao fato de que o PPAR-y

esta intimamente relacionado como potencial alvo para a terapia do TDM, os resultados aqui
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apresentados fornecem evidéncias adicionais que suportam a ideia de que o efeito tipo-
antidepressivo do AR pode estar relacionado a via de sinalizagdo mediada pelo CBIR/CB2R/
PPAR-y.

Diante dos resultados aqui apresentados e discutidos, algumas limitagdes e
perspectivas do estudo podem ser elencadas. Uma das etapas criticas das abordagens aqui
apresentadas, foi a dificuldade de estabelecimento das interacdes especificas entre o AR e os
receptores CB1/CB2/PPAR-y. Um resultado preliminar de docking molecular foi realizado
através da plataforma SwissDock (http://www.swissdock.ch/docking). No entanto, foi
observado nessa andlise cerca de 37 possiveis sitios de ligacdo em cada proteina alvo, com
diferentes energias livres de Gibbs (AG, kcal/mol). Portanto, devido aos resultados
inconclusivos e a dificuldade de utilizagcdo de outros softwares de docking molecular, como o
Autodock Vina, estudos posteriores sdo necessarios para melhor investigacdo dessas
interagdes moleculares. Adicionalmente, outras abordagens no sentido de reforcar o efeito
tipo-antidepressivo poderiam ser executadas. Dentre elas, pode-se destacar a determinacdo de
parametros bioquimicos, como a concentragdo dos endocanabinoides AEA e 2AG, bem como
de citocinas pro-inflamatdérias, BDNF e marcadores oxidativos a nivel sérico e em regides
cerebrais, como cortex pré-frontal e hipocampo, no modelo neuroinflamatério de depressao
induzido por LPS. Além disso, uma abordagem interessante seria a realizacdo de
imunohistoquimica, no sentido de verificar a expressdo e localizagdo dos receptores
canabinoides nas areas cerebrais especificas de desenvolvimento da depressdo. Por fim, a
aplicacdo de outros modelos pré-clinicos de depressdao que envolve outros sistemas, como o
modelo induzido por corticoesterona e os modelos estresse agudo ou cronico poderiam

enriquecer os dados tipo-antidepressivos aqui apresentados.
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9 CONCLUSAO

Em conjunto, os dados obtidos no presente estudo destacam o potencial efeito tipo-
antidepressivo do AR, por meio da utilizacdo de abordagens in silico, in vitro e in vivo. As
avaliagdes por meio da bioinformatica indicam caracteristicas satisfatorias de
biodisponibilidade, sem apresentar efeitos toxicos, com capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica e ndo € substrato para enzimas do complexo CYP450. O AR também parece
ser capaz de interagir com diferentes proteinas que desempenham importantes fungdes no
SNC, incluindo os receptores CB1R, CB2R e PPAR-y. As atividades antioxidante e inibitéria
da enzima acetilcolinesterase aqui observadas corroboram com as propriedades biologicas
associadas ao AR, incluindo a antidepressiva. Os protocolos em modelo animal de depressao
induzida por LPS demonstram que o AR protege os animais quanto ao desenvolvimento do
comportamento tipo-depressivo e esse efeito estd associado a ativagdo mediada pelo
CBI1R/CB2R/PPAR-y. Diante de todas as evidéncias aqui demonstradas, ¢ possivel sugerir o
AR como uma potencial molécula na terapia do TDM, bem como destaca esse polifenol como
promissor candidato canabimimético, e reafirma a importancia desse sistema na fisiopatologia
da depressao.

A partir dos resultados desse estudo, foi elaborado um artigo cientifico intitulado
“Antidepressant-like effect of rosmarinic acid during LPS-induced neuroinflammatory model:
The potential role of cannabinoid receptors/PPAR-y signaling pathway”, pelos autores
Alexandre Augusto Barros Lataliza, Pollyana Mendonca de Assis, Larissa da Rocha
Laurindo, Elaine Cristina Dalazen Gongalves, Nadia Rezende Barbosa Raposo e Rafael
Cypriano Dutra, o qual encontra-se sob processo de revisdo pela revista Phytotherapy
Research (Fator de impacto: 5,878). Nesse momento, agradecemos imensamente a parceria,
colaboragdo e incentivo do professor Dr Adair Roberto Soares dos Santos, que em vida deu
suporte ao desenvolvimento desse projeto e fica eternizado em nossas memorias por seu
legado na pesquisa cientifica, por sua generosidade e como referéncia de profissional, amigo e

ser humano.
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