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Resumo

Os transtornos depressivos séo definidos por
tristeza profunda, anedonia, sensacéo de vazio,
irritabilidade e outras alteracdes cognitivas e
somaticas que afetem a funcionalidade e a
saude psicologica dos individuos. Nesse
aspecto, a depressao possui bases biolégicas,
sendo uma patologia de extrema importancia, e
que ainda carece de atencdo, tratamento e
diagnostico adequados. O presente estudo
objetivou avaliar a eficacia aguda do composto
acido cinamico (derivado da prépolis verde) em
camundongos quanto as suas eventuais
propriedades antidepressivas. De acordo com
os dados obtidos, baixas doses do acido
cinamico se mostraram equivalentes a
fluoxetina administrada para diminuicdo da
manifestacdo de sintomas depressivos
testados por splash test.

Introducao

A depresséo é uma patologia considerada, em
sua epidemiologia, muito frequente, estando
presente, de acordo com a Organiza¢do Pan-
Americana de Saude (OPAS, 2018), em cerca
de 300 milhdes de pessoas.

Entende-se que a depressao é um distirbio de
humor, crénico e recorrente, além de ser
correlacionado com alteracdes cognitivas e
psicomotoras, 0 que prejudica 0
relacionamento social, emocional e profissional
do individuo acometido (DINIZ et al., 2020).

Os principais sintomas apresentados séo
fadiga, sensacdo de culpa, frustracdo,
pensamentos suicidas, ansiedade, problemas
com sono, falta de concentracéo, alteracdes de
autoestima, animo irritavel e falta de motivacgéo,
dentre outros (RUFINO et al., 2018).

Segundo o0 Manual Diagnd@stico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM-5), os critérios

diagnésticos devem, além de permanecer por
duas semanas, ser suficientes para prejudicar
o funcionamento psicossocial ou causar
um sofrimento significativo ao individuo.

Nesse contexto, a depressdo tem no
tratamento farmacolégico uma importante
estratégia terapéutica. Porém, estima-se que
10-15% dos pacientes com depressdo nao
respondem a farmacoterapia, e outros 30-40%
demonstram apenas remissdo parcial dos
sintomas (FREITAS-LIMA, KANASHIRO,
2018). Notoriamente, casos resistentes a
farmacoterapia implicam em mau prognostico,
risco de suicidio, prejuizos laborais, sociais e
familiares, além de declinio da saude fisica
(SCHLAEPFER et al., 2013), o que reforca a
necessidade de especial atencdo a estes
guadros e investimentos em alternativas viaveis
para tratamento. Os impactos sociais, pessoais
e econdmicos dos transtornos depressivos
colocam este grupo de manifestag@es clinicas
em lugar de destaque no ambito das politicas
publicas de saude.

Com relacdo a esse distarbio, embora o
mecanismo da depressédo ainda ndo tenha sido
completamente elucidado, acredita-se que
envolva a diminuicdo de neurotransmissores
monoaminicos como a serotonina (5-
HT)/norepinefrina (NE) ou a alteracdo de seus
receptores em numero e sensibilidade.
(FREITAS- LIMA, KANASHIRO, 2018).

Com o amplo efeito que os Inibidores Seletivos
de Recaptacdo de Serotonina, como a
Fluoxetina, desempenham sobre o tratamento
da depressdo, a serotonina se tornou o
neurotransmissor  mais  associado  aos
transtornos depressivos. E embora a
noradrenalina e a serotonina sejam
efetivamente as aminas biogénicas mais
frequentemente associadas a fisiopatologia
depressiva, a dopamina, o &acido gama-
aminobutirico (GABA) e peptideos neuroativos,
como a vasopressina e opidides endogenos,
também parecem estar implicados no
surgimento desses sintomas depressivos.
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Perante a importante porcentagem de
pacientes que néo respondem a
farmacoterapia, € nitida a necessidade de
buscar métodos e terapéuticas alternativas
para o tratamento dos sintomas depressivos,
principalmente entre compostos naturais ainda
pouco explorados.

No que se refere a distarbios
neurocomportamentais, atividades
antidepressivas e ansioliticas tém sido
demonstradas experimentalmente para o
extrato etandlico de propolis (LI et al., 2012;
LEE etal., 2013; REIS et al., 2014). Importantes
constituintes da  propolis verde sao
representados por derivados fendlicos como o
acido cindmico, que apresenta importantes
atividades biolégicas tais como
antimicrobianas, antitumorais, hipoglicemiantes
e anti-inflamatérias (CASTRO, SALGUEIRO,
2016).

Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo geral
avaliar o potencial antidepressivo agudo do
acido cindmico, composto derivado da prépolis
verde, em camundongos submetidos a teste
experimental de depresséo.

Materiais e Métodos

Tipo de estudo
O presente trabalho caracteriza-se como
estudo experimental.

Composto acido cinamico

Segundo as normas da International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC), o acido
cinamico (Figura 1) recebe o nome de Acido 3-
fenil-2-propendico, e sua féormula molecular é
CoHsOy2.

Figura 1 — Estrutura quimica do Acido
cindmico

N OH

Fonte: proprio autor.

O &cido cindmico utilizado neste experimento
foi isolado a partir do extrato de prépolis verde,
sendo inicialmente realizado processo de
extragdo com solucdo hidroalcéolica seguido
de fracionamento utilizando cromatografia
classica em coluna com solugdo de hexano/
acetato de etila (8:2). Subsequentemente, as
fracOes obtidas foram analisadas e purificadas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), com obtencdo do composto acido
cindmico com 97% de pureza (RODRIGUES et
al., 2023).

Para administracdo aos animais, o &cido
cindmico foi diluido em solugdo 0,05%
dimetilsulféxido (DMSO) em &gua destilada,
resultando na obtencéo das trés doses de teste,
sendo elas 1mM; 0,5 mM e 0,1mM.

Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram
utilizados no total 37 camundongos machos,
adultos jovens, com peso aproximado de 30
gramas, todos pertencentes a linhagem Swiss.
Todos os animais foram criados e mantidos
pelo biotério do Centro Universitario Bardo de
Maua em caixas de polipropileno, agrupados
em 5 animais por caixa, sob condi¢des
padronizadas de temperatura entre 24°C e
25°C, ciclo de luz claro-escuro com intervalos
de 12h, 4gua e ra¢do ad libitum até alcancarem
peso desejado.

Aspectos éticos

Os experimentos foram conduzidos em
conformidade com a aprovacgéo sob o processo
de numero 502/23 do Comité de Etica em
Pesquisa e Experimentagdo Animal (CEPAN)
do Centro Universitario Bardo de Maua.

Teste comportamental

Os animais foram submetidos a um teste
comportamental visando avaliar a resposta ao
uso do &cido cindmico no controle agudo de
sintomas relacionados a depressdo, com base
na reacdo dos camundongos.

Splash test

O splash test € um protocolo inicialmente
proposto por Isingrini e colaboradores (2010)
gue consiste em espirrar uma solucdo 10%
sacarose no dorso do animal, para avaliar uma
forma de comportamento motivacional.

A laténcia (tempo entre o spray e 0 comec¢o de
comportamento de grooming — comportamento
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de se esfregar para se limpar) frequéncia e
duracdo do grooming sdo gravados por 5
minutos e analisados como indicativo de auto-
cuidado e comportamento motivado. Assim, a
reducdo do comportamento de grooming €
indicativo, em camundongos, de
comportamento equivalente a depresséo.
Caso o animal apresente sintomas do tipo
depressivo, ocorrem comportamentos de
anedonia e apatia, fazendo com que o tempo
de inicio do grooming seja maior.

Delineamento experimental

O teste se iniciava com um periodo de
aclimatacdo dos camundongos, provenientes
do biotério do Centro Universitario Barao de
Maud, na sala de experimentag&o.

Esses animais eram colocados no referido
ambiente 30 minutos antes do inicio dos
protocolos, priorizando a reducdo da
intensidade da iluminacdo e atenuacdo de
ruidos, além da temperatura mantida entre
24°C e 25°C.

Os animais eram separados, um animal por
caixa, para que fossem distinguidos por suas
respectivas numeracoes durante a
experimentacao.

Ap6s o periodo de habituagdo, os animais
recebiam 0s  compostos  previamente
designados, por meio da técnica de gavagem
(via oral), conforme organizagéo abaixo:

- G1: Controle de manipulag¢édo (n=2); animais
ndo recebem qualquer medicamento ou
substancia em investigacdo; mas sdo sujeitos
ao mesmo teste comportamental dos demais
animais.

- G2: Controle de veiculo (n=12); animais
recebem apenas o mesmo veiculo do composto
em investigagédo e dos medicamentos-controle
(solugdo 0,05% DMSO em &gua destilada), na
sequéncia passando pelo teste
comportamental.

- G3: Controle para depresséo (n=13); animais
recebem dose de fluoxetina 10 mg/kg e séo
sujeitos ao teste comportamental.

- G4: Dose 1 acido cindmico (n=7); animais
recebem agudamente uma dose de 1mM do
composto e sdo sujeitos ao teste
comportamental.

- G5: Dose 2 acido cinamico (n=7); animais
recebem agudamente uma dose de 0.5 mM do
composto e sd80 sujeitos ao teste
comportamental.

- G6: Dose 3 &cido cindmico (n=7); animais
recebem agudamente uma dose de 0.1 mM do
composto e sd0o sujeitos ao teste
comportamental.

Os animais retornavam as suas caixas, onde
ficavam por mais 30 minutos até inicarem a
testagem comportamental.

Sendo assim, eles passavam por todas as
etapas do experimento sob supervisdo e
flmagem, para maior fidedignidade das
andlises.

Entre um animal e outro, a caixa era
devidamente higienizada com &lcool etilico
10% e seca em ar corrente.

Ao final dessa sequéncia, os animais eram
devolvidos as suas respectivas caixas, ainda na
sala de experimentos, para que entdo fossem
levados a outra sala onde era feita a inducéo de
morte apd6s 30 minutos da finalizagdo dos
experimentos

Para tanto, os animais eram anestesiados com
xilazina (20 mg/kg) e ketamina (270 mg/kg) por
via intraperitoneal. Assim que o efeito
anestésico era letal nos animais, as amostras
de sangue foram coletadas por meio do plexo
orbital.

O soro (cerca de 300 L) foi obtido a partir de
centrifugacdo das amostras de sangue total
(1000 rpm por 10min) e congelado,
identificados de acordo com os nimeros dos
animais e disponiveis para analises futuras.

Andalises de dados

A andlise dos dados foi pautada na avaliagdo
comportamental dos animais quando
submetidos ao splash test (Figura 2), e o
antidepressivo utilizado para comparacdo e
controle dos dados foi a fluoxetina, um inibidor
seletivo da recaptacéo de serotonina.

Todos os experimentos foram integralmente
gravados e esse material foi editado para ser
analisado visualmente pelo experimentador.
Feita a analise dos comportamentos no Splash
Test, os dados coletados foram submetidos a
andlise estatistica pela ANOVA de uma via pelo
software GraphPad Prism 8©.



oY)

| | - SPPIC
Tl XVII Encontro de Iniciacdo Cientifica do Centro Universitario Bardo de Maua r
Anais, v. 9, 2024 — ISSN 2594-3723 — DOI: 10.56344/enic2024-32

O BARAO

Figura 2 — Camundongo submetido ao
Splash Test

Fonte: acervo do autor.

Resultado e Discussao

O splash test foi desenvolvido como um indice
de autocuidado e comportamento motivacional,
considerado paralelo com alguns sintomas de
depressao, como 0 comportamento anedonico.
O splash test é utilizado para avaliar o
comportamento de auto-limpeza (grooming)
dos animais, ap0s a borrifagem dos mesmos
com solugdo de sacarose a 10%. Em modelos
animais de depresséo, a administra¢éo cronica
de antidepressivos classicos aumenta o tempo
despendido neste comportamento (YALCIN,
AKSU, BELZUNG, 2005).

Nesse contexto, é esperado que animais que
manifestem sintomas depressivos levem mais
tempo para se preocuparem com a
autolimpeza.

A partir da conducdo do teste de Rout
(coeficiente Q=1%) ndo foram identificados
quaisquer outliers nos grupos analisados. Os
dados foram entédo analisados por ANOVA de
uma via com teste de compara¢cdes mdltiplas
de Tukey, ao que se refere ao tempo que o
animal leva para iniciar a atividade de grooming
(auto-limpeza) de acordo com o composto de
interesse e controles.

E possivel observar que houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos
analisados. ANOVA de uma via: [Tempo para
grooming facial (s): F(4, 32)= 3,994 ; p=0,0097]
(Figura 3). A aplicacéo do teste Brown-Forsythe
ndao encontrou diferenca estatisticamente
significativa entre o0s desvios-padrdo dos
dados.

Figura 3 — Dados de splash test sob
administrac&o de Acido cindmico
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Tempo para grooming facial (s)

Fonte: Acervo do autor. Analise do tempo decorrido
até o inicio do grooming facial nhos camundongos
sujeitos ao splash test apds diferentes
administracdes. *p=0,03; **p=0,01. Dados
representados como médias e desvios-padréo.

Com base nos resultados obtidos, observou-se
que embora nao haja diferencas
estatisticamente significativas entre o &cido
cindmico 0.1mM e o 0.5 mM, destaca-se que
ambos estéo proximos aos dados obtidos para
o controle. Portanto, as duas primeiras doses
apresentam potencial relevancia, uma vez que
se assemelham ao padrdo antidepressivo da
literatura, a  fluoxetina. A  diferenca
estatisticamente significativa entre veiculo e
fluoxetina corrobora a sensibilidade do ensaio
experimental adotado (splash test).

Por outro lado, o &cido cindmico 1mM se
equipara aos dados do veiculo. Dessa forma,
comprova-se que a dosagem mais alta do acido
cindmico ndo apresenta efeitos antidepressivos
potencialmente relevantes.

Conclusao

Observa-se que o0 acido cindmico, composto
bioativo da propolis verde, mostrou-se em
baixas doses, equivalente a fluoxetina
administrada agudamente para diminuicdo da
manifestacdo de sintomas depressivos por
splash test.
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