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RESUMO

A depressdo é uma doenca cronica e recorrente, altamente
prevalente e responsavel por consideravel perda de produtividade e
gualidade de vida, que pode apresentar comorbidade com o0s
transtornos de ansiedade. O tratamento disponivel para estas doencas
apresenta varias limitagdes, o que tem levado a investigacdo de novas
estratégias terapéuticas. O acido ursolico (AU) é um triterpendide
pentaciclico encontrado em diferentes plantas medicinais que possuem
efeito tipo-antidepressivo em testes comportamentais como o teste de
suspensdo pela cauda (TSC) e o teste do nado forcado. Este trabalho
avalia em camundongos: (i) os sistemas de neurotransmissores
relacionado ao efeito tipo-antidepressivo do AU no TSC; (ii) os efeitos
da administracdo repetida por 7 dias com AU (0,1 mg/kg, p.0.) em um
modelo de comportamento tipo-depressivo induzido pelo estresse
cronico imprevisivel (ECI); (iii) os efeitos da administracdo repetida
por 7 dias com AU em um modelo de comportamento tipo-depressivo
induzido pela administracdo repetida por 21 dias com corticosterona
(CORT) 20 mg/kg, p.o.; (iv) o efeito ansiolitico do AU em diferentes
testes comportamentais. Os resultados obtidos foram: (i) a pré-
administragdo de PCPA (100 mg/kg, i.p., 4 dias), um inibidor da
sintese de serotonina, assim como de AMPT (100 mg/kg, i.p.), um
inibidor da sintese de norepinefrina e dopamina, foram capazes de
prevenir o efeito tipo-antidepressivo do AU (0,1 mg/kg, p.o.) no TSC.
A administracdo conjunta de doses sub-efetivas de AU (0,001 mg/kg,
p.o.) com fluoxetina (5 mg/kg, p.o.), inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina, e com reboxetina (2 mg/kg, p.o.), inibidor seletivo da
recaptacdo de norepinefrina, produziu uma resposta antidepressiva ndo
alcancada pelo tratamento com somente um dos compostos. Nenhum
dos tratamentos afetou a atividade locomotora no teste do campo aberto
(TCA). Este conjunto de resultados sugere o envolvimento dos
sistemas serotonérgico e noradrenérgico no efeito tipo-antidepressivo
do AU. Ainda, o tratamento com doses sub-efetivas de cetamina (0,1
mg/kg, i.p.) ou MK-801 (0,001 mg/kg, p.0.), antagonistas de receptores
NMDA, em conjunto com AU (0,001 mg/kg, p.0.), ndo causou efeito
tipo-antidepressivo no TSC. Os tratamentos com NMDA (0,1
pmol/camundongo, i.c.v.), agonista de receptores NMDA, e com
naloxona (1 mg/kg, i.p.), um antagonista ndo seletivo de receptores
opidides, ndo preveniram o efeito tipo-antidepressivo do AU no TSC.
Estes resultados indicam que o efeito tipo-antidepressivo do AU
possivelmente ndo seja mediado pelo sistema opidide ou por uma



modulacdo dos receptores NMDA. (ii) o tratamento repetido com AU
preveniu 0 comportamento tipo-depressivo induzido pelo ECI avaliado
no TSC e no teste de borrifagem de sacarose. Ainda preveniu o
aumento no RNAm da proteina pro-apoptotica Bax e a diminuicdo da
razdo Bcl-2/Bax no hipocampo induzidas pelo modelo; (iii) o
tratamento repetido com AU preveniu 0 comportamento tipo-
depressivo induzido pelo protocolo CORT no TSC e teste de consumo
de sacarose, e tipo-ansioso no TCA, assim como preveniu a diminuicao
dos niveis de BDNF no cortex pré-frontal dos camundongos
submetidos a este protocolo; (iv) A administracdo aguda de AU (10
mg/kg, p.0.) mostrou efeito tipo-ansiolitico no TCA e no teste do
labirinto em cruz elevado, mas ndo na caixa claro-escuro e no teste de
esconder esferas. Em conjunto, os resultados encontrados indicam que
0 AU apresenta efeito tipo-antidepressivo dependente, ao menos em
parte, da participacdo do sistema monoaminérgico, associado &
modulagdo de Bcl-2, Bax e BDNF, e também apresenta efeito tipo-
ansiolitico em camundongos. Desta forma, os resultados sugerem que o
AU podera vir a se constituir em uma estratégia terapéutica para o
tratamento da depressdo e ansiedade, indicando a necessidade de
estudos futuros neste sentido.

Palavras-Chave: acido ursolico, ansiolitico, antidepressivo.



ABSTRACT

Depression is a chronic, recurrent and highly prevalent disorder,
responsible for a considerable loss of productivity and quality of life.
This psychiatric disorder is often comorbid with anxiety disorders. The
available treatment for these diseases has several drawbacks, which has
led to the investigation of new therapeutic strategies. Ursolic acid (UA)
is a pentacyclic triterpenoid found in several medicinal plants that have
antidepressant-like effect in behavioral tests such as the tail suspension
test (TST) and forced swimming test (FST). This study investigates in
mice: (i) the neurotransmitter systems involved in the UA
antidepressant-like effect in the TST; (ii) the effects of repeated
administration for 7 days with UA (0.1 mg / kg, p.0.) in an animal
model of depression induced by chronic unpredictable stress (CUS); (iii)
the effects of repeated administration for 7 days with UA in an animal
model of depression induced by the repeated administration for 21 days
with corticosterone (CORT) 20 mg/kg, p.o.; (iv) the anxiolytic-like
effect of UA in different behavioral tests. The following results were
obtained: (i) pre-administrations of PCPA (100 mg/Kkg, i.p.), an inhibitor
of serotonin synthesis, as well as AMPT, an inhibitor norepinephrine
and dopamine synthesis, were able to prevent the effect antidepressant-
like effect of UA (0.1 mg/kg, p.0.) in the TST. Co-administration of sub-
effective doses of UA (0.001 mg/kg, p.o.) with fluoxetine (5 mg/kg,
p.0.), a selective serotonin reuptake inhibitor, and reboxetine (2 mg/kg,
p.0.), a selective norepinephrine reuptake inhibitor, produced an
antidepressant response not achieved by treatment with only one of the
compounds. None of the treatments altered locomotor activity of mice in
the open-field test (OFT). This set of results suggests the involvement of
serotonergic and noradrenergic systems in the antidepressant-like effect
of UA. Furthermore, treatment with sub-effective doses of ketamine (0.1
mg/kg, i.p.) or MK-801 (0.001 mg/kg, p.0.), NMDA receptor
antagonists, in combination with UA (0.001 mg/kg, p.0.), did not cause
an antidepressant-like effect in the TST. The treatments with NMDA
(0.1 pmol/mouse, i.c.v.), an NMDA receptor agonist, and naloxone (1
mg/kg, i.p.), a non-selective opioid receptor antagonist, did not prevent
the antidepressant-like effect of UA in the TST. These results indicate
that the antidepressant-like effect of UA is likely not mediated by opioid
system or NMDA receptor modulation. (ii) Repeated treatment with UA
prevented the depressive-like behavior induced by CUS evaluated in the
TST and Splash Test and also prevented the increased gene expression
(mRNA) of the pro-apoptotic protein Bax and the decreased Bcl-2/Bax



ratio induced by CUS; (iii) the repeated UA treatment prevented the
CORT-induced depressive-like behavior assessed in the TST and
sucrose consumption test, and the anxiolytic-like behavior in the open-
field test. Moreover, UA treatment prevented the decrease in BDNF
levels in the prefrontal cortex of mice subjected to this protocol; (iv)
Acute administration of UA (10 mg/kg, p.o.) elicited anxiolytic-like
effect in the OFT and in the elevated plus-maze test, but not in the light-
dark box and marble burying test. Taken together, the results indicate
that UA has antidepressant-like effect dependent on, at least in part, the
participation of the monoaminergic systems and Bcl-2, Bax and BDNF
modulation. It also exhibits anxiolytic-like effect in mice. Therefore,
altogether the results suggest that UA may be a novel therapeutic
strategy for the treatment of depression and anxiety, indicating the need
for further research dealing with this issue.

Keywords: antidepressant, anxiolytic, ursolic acid
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1. INTRODUCAO

1.1. Depressdo

A depressdo é um dos transtornos neuropsiquiatricos mais
comumente diagnosticados, com estimativas de atingir entre 17% a 21
% da populacdo mundial ao longo da vida (GREENBERG et al., 2003;
SCHECHTER et al., 2005; ASCHBACHER et al., 2012), sendo tanto a
ocorréncia quanto a recorréncia maior em mulheres do que em homens
(SOARES e ZITEK, 2008; BULLOCH et al., 2013). Esta doenca pode
ser considerada um problema de salde puablica (NESTLER e
CARLEZON, 2006), sendo que de acordo com dados da Organizagdo
Mundial da Salde este transtorno sera, em 2020, a segunda maior
causa de incapacitacdo. Em 2030 a depressdo pode chegar ao posto de
principal doenga responsavel pela perda de anos de vida por morte
prematura (podendo dobrar o risco) ou por anos vividos sem plena
salde (MURRAY e LOPEZ, 1997; CUIJPERS e SMIT, 2002; LEPINE
e BRILEY, 2011). Ainda, os acometidos pela doenga podem apresentar
limitacdo da sua atividade e bem-estar, levando & incapacidade e perda
de produtividade (CASSANO e FAVA, 2002; EBMEIER,
DONAGHEY e STEELE, 2006), além de uma maior utilizacdo de
servigos de saide (NEMEROFF, 2007). Tendo em vista que se trata de
uma doencga cronica e recorrente, fortemente associada ao risco de
suicidio, torna-se uma das principais geradoras de custos
socioecondmicos aos servicos de saude e governos (Figura 1)
(MATHERS e LONCAR, 2006; BRANCHI et al., 2013; HUNTER et
al., 2013).
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Elevada utilizagdo de
servigos de saude

Aumento da incapacitagdo -
P ¢ publica

Diminuicdo da produtividade

Diminui¢do da atividade e
Prevaléncia bem estar Aumento dos custos
(17-21%) com Saude publica

Aumento do
risco de morte
prematura (2x)

Aumento de
suicidios

Figura 1. Representagdo das principais decorréncias sociais da depresséo.
A depressdo é uma doenca de alta prevaléncia, que pode causar
incapacitacdo, diminuicdo de produtividade e de bem estar, contribuindo
para um aumento na utilizacdo dos servicos de saude publica e
consequente elevagdo nos gastos governamentais. Ainda, aumenta o
risco para suicidio e morte prematura. Fonte: Do autor.

De acordo com o Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais, quinta edicdo (DSM-V, 2013), o diagnostico
clinico da depressdo requer a presenga de cinco ou mais dos sintomas
apresentados na Tabela 1, sendo necessaria a presenca de a0 menos um
sintoma dos sintomas considerados principais, humor deprimido ou
anedonia. De acordo com o nimero de critérios identificados, o estado
depressivo pode ser classificado em trés grupos: 1) Depressdo menor: 2
a 4 sintomas por duas ou mais semanas, incluindo estado deprimido ou
anedonia; 2) Depressdo maior: 5 ou mais sintomas por duas semanas
ou mais, incluindo estado deprimido ou anedonia; 3) Distimia: 3 ou 4
sintomas, incluindo estado deprimido, durante dois anos, no minimo
(DSM-V, 2013; BENTLEY, PAGALILAUAN e SIMPSON, 2014)
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Tabela 1. Critérios diagnosticos da depressédo de acordo com 0 DSM-V.

1. Humor deprimido (sentimento de tristeza, vazio, falta de
esperanca)

2. Anedonia (interesse ou prazer acentuadamente diminuido em
quase todas as atividades e quase todos os dias)

3. Sentimentos de culpa ou desvalia

4. Perda / ganho de peso ou apetite ndo intencional

5. Agitacdo psicomotora / letargia

6. Fadiga ou falta de energia

7. Ins6nia / hipersbnia

8. Dificuldade de concentracdo, de pensar e de tomar decisfes
9. Pensamentos recorrentes de morte ou suicidio

Fonte: Manual Diagnéstico e Estatistico dos Distdrbios Mentais,
quinta edicdo (DSM-V, 2013).

Diferentes  fatores podem ser  responsdveis  pelo
desencadeamento e estabelecimento de um quadro depressivo, como,
por exemplo, os fatores genéticos (hereditarios) e ambientais, gerando
alteragdes bioquimicas, fisioldgicas e também morfoldgicas, tornando a
depressdo uma doenca multifatorial (Figura 2) (FILE, 1996; NESTLER
et al.,, 2002; BERTON e NESTLER, 2006). Além disso, a depressao
pode apresentar comorbidades com outras doengas, tais como doencas
cardiovasculares, neuroldgicas e cancer (NESTLER et al., 2002). Em
relacdo as comorbidades, sabe-se que a depressdo pode coexistir com
0s transtornos de ansiedade, podendo a comorbidade
ansiedade/depressdo ser considerada como regra e ndo excec¢do, com
uma ocorréncia maior do que a da depressdo ou da ansiedade sozinhas
(BAKISH, 1999; STEIN et al., 2001). Dados mostram que cerca de
58% dos pacientes depressivos sofrem de ansiedade e cerca de 80%
dos pacientes com ansiedade generalizada apresentam sintomas
depressivos. Ainda, quando a depressdo e a ansiedade ocorrem em
conjunto, elas estdo associadas com sintomas mais graves, maiores
prejuizos causados pelas doencas, curso crénico, menor éxito do
tratamento e maior incidéncia de suicidio (BAKISH, 1999; FAVA et
al., 2000). De fato, estas doengas possuem uma alta taxa de
comorbidade e podem  compartilnar  diferentes  aspectos
fisiopatoldgicos (POLLACK, 2005; HETTEMA, 2008). Devido a alta
prevaléncia de pacientes com a comorbidade ansiedade e depressdo e a
importancia da busca de tratamentos mais eficazes, sdo necessarios
estudos que investiguem compostos que apresentem eficicia néo
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somente para o tratamento da depressdo, mas também para a depressao
associada & ansiedade, ampliando as alternativas terapéuticas para o
tratamento destes pacientes (BAKISH, 1999).

Fatores
Ambientais
/ Genéticos

Alteragdes Alteracbes

Bioquimicas DepreSS§0 Fisiologicas

N

Alteracdes
Morfologicas

Figura 2. Depressdo como uma doenga multifatorial.

Diferentes fatores estdo envolvidos no estabelecimento da doenga, a
qual estd associada a diversas alteracbes de ordem bioquimica,
fisiolégica e morfoldgica. Fonte: Do autor.

Os farmacos antidepressivos representam o tratamento padrao
para a depressdo (BRANCHI et al., 2013). Estes podem agir de
diferentes maneiras, como inibindo a enzima monoamina oxidase
(MAO), atuando sobre os sistemas de recaptacdo das monoaminas
serotonina (5-HT), norepinefrina (NE) e dopamina (DA) seletivamente,
como os inibidores seletivos da recaptacdo de 5-HT (ISRS) ou da
recaptagdo de NE (ISRN), ou em conjunto como é o caso dos
antidepressivos classificados como ftriciclicos (ATCs) ou atipicos,
aumentando a concentracdo destes neurotransmissores na fenda
singptica (RESSLER e NEMEROFF, 1999; NEMEROFF e OWENS,
2002; NEMEROFF, 2003). Apesar da disponibilidade de numerosos
agentes para o tratamento da depressdo, a eficacia dos medicamentos
disponiveis atualmente ainda € baixa, tendo em vista que
aproximadamente metade dos pacientes ndo responde a terapia de
primeira escolha e mais de 65% dos pacientes nao alcangam a remissdo
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completa dos sintomas, podendo-se afirmar que nenhum tratamento é
completamente curativo (HAMON e BLIER, 2013; LEVINSTEIN e
SAMUELS, 2014). Além disso, a resposta terapéutica destes farmacos
pode ser considerada tardia e traz em conjunto o aparecimento de uma
variedade de efeitos colaterais indesejaveis, tais como sedacdo,
diminuicdo da pressdo sanguinea, aumento de peso, indigestdo e
disfuncdo sexual. Estes fatores, muitas vezes, resultam em uma baixa
adesdo e abandono do tratamento por parte dos pacientes, podendo
promover recorréncia dos sintomas depressivos e até mesmo ao
aumento do risco de suicidio (Figura 3) (KELLER et al., 2002; LANG
e BORGWARDT, 2013). De fato, os efeitos colaterais s&o a razdo mais
comum para a descontinuagdo da terapia medicamentosa por parte dos
pacientes (BENTLEY, PAGALILAUAN e SIMPSON, 2014). Desta
forma, existe uma grande necessidade do desenvolvimento de terapias
antidepressivas alternativas ou de substancias que possam aumentar a
eficacia clinica no tratamento da depressao.

"% ¥ 'I! (;
Antidepressivos l

* ISRS
*ISRN
*IRNS
*i-MAO
*ATC

Eficacia

Efeitos Colaterais

* Sedagdo

* Indigestdo

* Diminui¢ao da libido

* Resposta terapéutica tardia (3 semanas)

* 50% ndo respondem a 12 escolha
* 65% ndo alcangam a remissdo dos
sintomas

Figura 3. Diferentes tratamentos antidepressivos, eficacia e efeitos
colaterais.

O tratamento da depressdo pode ser realizado com a utilizacdo de
diferentes classes de antidepressivos, porém além de necessitarem de
um tempo relativamente longo para atingir os efeitos os tratamentos
ndo sdo totalmente eficazes. Ainda, os efeitos colaterais relacionados
ao uso dos antidepressivos podem levar o paciente ao abandono do
tratamento. Abreviaturas: ISRS = Inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina; ISRN = Inibidor seletivo da recaptacdo de norepinefrina;
IRNS = Inibidor da recaptacdo de norepinefrina e serotonina; i-MAO =
Inibidor da monoamina oxidase; ATC = Antidepressivo triciclico.
Fonte: Do autor.

A depressdo € também descrita como uma doenca fortemente
relacionada ao estresse. A literatura demonstra uma forte associacdo
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entre estresse e depresséo, sendo 0s eventos estressantes estreitamente
associados com o risco para o desencadeamento da depressdao (POST,
1992; HAMMEN, 2005). Acredita-se que cerca de 80% dos casos de
depressdao podem ser precedidos pela ocorréncia de fatores e
acontecimentos estressantes (BROWN e HARRIS, 1978). Estudos
demonstram uma correlagdo entre o acontecimento de significativos
episodios estressantes antes do aparecimento de episodios depressivos
graves em pacientes (POST, 1992; HORESH, KLOMEK e APTER,
2008). Ainda, o estresse cronico parece ser um dos principais fatores
ambientais que predispdem um individuo a depressdo, o qual pode
causar aumento dos niveis plasmaticos de glicocorticoides,
desregulacdo do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal  (HPA) e
consequente morte de neurbnios hipocampais (Figura 4) (NESTLER et
al., 2002). Nesta condi¢do pode ocorrer reducdo da neurogénese,
aumento da expressdo de proteinas pré-apoptéticas, redugdo de
proteinas anti-apoptéticas e reducdo do fator neurotréfico derivado do
encéfalo (BDNF), sendo estas alteracBes passiveis de serem revertidas
com o tratamento cronico com antidepressivos convencionais
(NESTLER et al., 2002; PITTENGER e DUMAN, 2008). A apoptose
também parece ser um evento relacionado ao estresse e depressao,
tanto em humanos quanto em modelos animais (MCKERNAN,
DINAN e CRYAN, 2009). Estudos indicam ainda um aumento da
apoptose no encéfalo, principalmente no hipocampo, de animais
submetidos a modelos de depressao induzidos pelo estresse, sendo esta
condicdo prevenida pelo tratamento com antidepressivos (MANJI e
DUMAN, 2001; LUCASSEN, FUCHS e CZEH, 2004). O processo
apoptotico é geralmente controlado por proteinas pro-apoptoéticas,
como Bax e Bad, por exemplo, e anti-apoptoticas, como Bcl-2 e Bcl-
Xl, por exemplo (Figura 5) (CORY e ADAMS, 2002).

Diferentes estruturas encefélicas tém sido relacionadas com os
transtornos depressivos e com a fisiopatologia da depressdo
(PITTENGER e DUMAN, 2008). Pacientes depressivos podem
apresentar reducdo do volume de estruturas limbicas como o cortex
pré-frontal e o hipocampo (BREMNER, 2002; CAMPBELL et al.,
2004), em parte decorrentes da atrofia e morte neuronal, bem como da
diminuicdo de fatores neurotroficos, aumento de proteinas pro
apoptdticas e consequente ativacdo de vias de morte celular
(NESTLER et al., 2002; CASTREN, 2004; KRISHNAN e NESTLER,
2008; PITTENGER e DUMAN, 2008; MASI e BROVEDANI, 2011).
No hipocampo ocorre morte neuronal, reducdo no tamanho do corpo
celular dos neurénios, perda de arborizagdo dendritica e de processos
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gliais (HICKIE et al., 2005). O coértex pré-frontal dorsolateral apresenta
uma reducdo no tamanho dos neurénios e na densidade de células gliais
(COTTER et al.,, 2002; PARADISE et al.,, 2012), assim como a
densidade neuronal e glial também se encontra alterada no cortex
orbito-frontal lateral e no giro do cingulo anterior em pacientes
depressivos (ONGUR, DREVETS e PRICE, 1998; RAJKOWSKA et
al., 1999; COTTER et al., 2002).

Hipocampo

Hipotidlamo

CRH

Pituitaria

ACTH

Adrenais
(cortex)

Figura 4. Relag&o entre estresse e liberacio de glicocorticoides.

O estresse € um estimulo para a secrecdo do hormdnio liberador de
corticotrofina (CRH) pelo hipotalamo. Por sua vez, o CRH estimula a
hipofise a secretar 0 hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) o qual no
cortex das glandulas adrenais estimula a liberacdo de glicocorticoides.
A persisténcia e a intensidade exagerada do estresse podem tornar o
eixo hiper-reativo, com prejuizos potenciais ao organismo (HUETHER
etal., 1999; GILLESPIE e NEMEROFF, 2005). Fonte: Do autor.
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Figura 5. Papel das proteinas pro e anti-apoptéticas.

Um sinal apoptdético estimula a translocagdo da Bax do citoplasma para
a mitocondria (1). A Bcl-2 e a Bcl-xL bloqueiam o efeito proé-
apoptético se ligando a Bax e formando heterodimeros (2). Porém,
outras proteinas pré-apoptoticas como a Bad e Bid podem interagir
com a Bcl-2 e a Bcl-xL prevenindo sua agdo anti-apoptotica (3).
Quando o numero de proteinas pro-apoptéticas supera as anti-
apoptoticas, as pré-apoptoticas ficam livres para atuar sobre a
membrana mitocondrial. Ocorre entdo perda do potencial de membrana
e liberacdo de moléculas promotoras de apoptose, como o citocromo ¢
e o fator indutor de apoptose (AIF) (VASKIVUO et al., 2002). Fonte:
Adaptado de Engel (2013).

A etiologia da depressdo ainda ndo esta totalmente elucidada,
mas muitos estudos demonstraram que a nheurotransmissao
monoaminérgica, a qual envolve a 5-HT, NE e a DA, exerce grande
influéncia sobre os circuitos cerebrais envolvidos na regulacdo do
humor, reatividade ao estresse psicolégico, autocontrole, motivacéo e
desempenho cognitivo (HAMON e BLIER, 2013). Uma alteragcdo na
atividade monoaminérgica cerebral, com consequente reducdo dos
niveis de monoaminas na fenda sinaptica, seria, segundo a hipdtese
monoaminérgica, um dos principais fatores responsaveis pelo
estabelecimento da doenca (SCHILDKRAUT, 1965; ELHWUEGI,
2004). De fato, o tratamento farmacol6gico para a depressao envolve o



33

aumento da atividade monoaminérgica no encéfalo, afetando
diretamente a circuitaria neuronal monoaminérgica, principalmente de
areas limbicas e cortico-frontais (Figura 6) (SCHILDKRAUT, 1965;
CUMMINGS, 1993; ELHWUEGI, 2004; NEMEROFF, 2007;
HAMON e BLIER, 2013).

Neurénio Dopaminérgico Neurénio Noradrenérgico Neurénio Serotonérgico

Triptofano

31014 SEYE

Figura 6. Hipotese monoaminérgica da depressdao e mecanismo de acdo de
antidepressivos monoaminérgicos.

Na depressdo, a concentragdo de monoaminas (DA, NE e 5-HT) na
fenda sinaptica est4 diminuida, acarretando o transtorno de humor. O
blogueio dos sitios de recaptagdo (em vermelho) aumenta a
disponibilidade dos neurotransmissores monoaminérgicos, 0s quais
ativam seus receptores pds-sinapticos, sendo o humor restabelecido.
Entre os antidepressivos que aumentam a disponibilidade de
monoaminas, destacam-se a bupropiona (inibidor da recaptacdo de
dopamina com atividade sutil sobre a recaptacdo de noradrenalina), a
reboxetina (ISRN) e a fluoxetina (ISRS). Abreviaturas: 5- HT =
serotonina; DA = dopamina; DAT = transportador de dopamina; NA =
norepinefrina; NET = transportador de norepinefrina; L DOPA =
levodopa (NEMEROFF e OWENS, 2002; HAMON e BLIER, 2013).
Fonte: Adaptado de Freitas (2014).

O envolvimento do sistema serotonérgico na etiologia da
depressdo é amplamente relatado na literatura e farmacos que agem
sobre este sistema tém sido largamente utilizadas no tratamento dos
transtornos depressivos (RISCH e NEMEROFF, 1992; LICINIO e
WONG, 2005). Sabe-se também, por exemplo, que o blogueio
farmacoldgico da sintese de 5-HT pela utilizacdo do inibidor da enzima
triptofano hidroxilase, p-cloro-fenilalanina (PCPA), é capaz de reverter
o efeito antidepressivo de diferentes agentes farmacolégicos, como i-
MAO e ATCs, em pacientes depressivos (SHOPSIN et al., 1975;
SHOPSIN, FRIEDMAN e GERSHON, 1976) e em modelos animais
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de depressdo (O'LEARY et al., 2007). Ainda, o sistema serotonérgico
parece estar associado a resposta ao estresse e a liberacdo de fatores
neurotroficos, bem como uma deficiéncia neste sistema parece ter
relacdo com a reducdo do volume hipocampal encontrada em pacientes
depressivos (TAYLOR, W. D. et al., 2005).

O papel do sistema noradrenérgico na depressdo também tém
sido extensivamente relatado na literatura, sendo a NE um
neurotransmissor fortemente ligado a regulacdo do humor e respostas a
estimulos estressores (TAYLOR, C. et al., 2005). Os receptores o-
adrenérgicos e B-adrenérgicos do cdrtex pré-frontal e frontal parecem
estar intimamente associados com a depressdo, assim como 0s niveis
de NE na fenda sinéptica encontram-se diminuidos na doenga, 0s quais
podem ser reestabelecidos pelo tratamento com farmacos
antidepressivos (WONG e LICINIO, 2001; TAYLOR, C. et al., 2005;
HAMON e BLIER, 2013). Ainda, a literatura demonstra que
camundongos knockout para o transportador de NE apresentam um
aumento nos niveis extracelulares de NE bem como um
comportamento tipo-antidepressivo em testes comportamentais quando
comparados aos  camundongos  selvagens  (DZIEDZICKA-
WASYLEWSKA et al., 2006).

Adicionalmente, variados estudos demonstram uma relagdo
entre a transmissdo dopaminérgica central e a depressdo e tém
postulado que a reducdo da funcdo dopaminérgica esta implicada na
fisiopatologia da doenca. Esta bem reportado que o tratamento com
alguns antidepressivos pode aumentar a transmissdo dopaminérgica,
contribuindo para uma diminuigdo dos sintomas depressivos, incluindo
um dos principais sintomas de diagnostico clinico, a anedonia, que por
sua vez parece estar ligada a reducdo da sinalizagcdo dopaminérgica
(D'AQUILA et al., 2000; CRYAN et al., 2001; DAILLY et al., 2004;
PAPAKOSTAS, 2006). Além disso, a gravidade do episodio
depressivo parece ser inversamente correlacionada aos niveis de
metabdlitos de DA no sistema nervoso central (SNC) (PAPAKOSTAS,
2006), os quais se encontram diminuidos em pacientes suicidas
(ENGSTROM et al., 1999).

Além do estabelecido papel do sistema monoaminérgico na
fisiopatologia da depressdo, diversos outros sistemas de
neurotransmissores estdo envolvidos na patogénese da doenga, como 0
sistema glutamatérgico (MACHADO-VIEIRA et al, 2012;
KRYSTAL, SANACORA e DUMAN, 2013; MURCK, 2013) e o
sistema opidide (VILPOUX et al., 2002; BERROCOSO, ROJAS-
CORRALES e MICO, 2004). A hiperativacdo do sistema
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glutamatérgico, e consequente excitotoxicidade devido ao aumento nos
niveis de célcio intracelular, pode desencadear uma série de eventos
gue culminam na morte celular (LIPTON e ROSENBERG, 1994). O
estresse, assim como os niveis elevados de glicocorticoides (presentes
em pacientes depressivos), sdo fatores relacionados com a
excitotoxicidade glutamatérgica, que por sua vez estd diretamente
ligada aos transtornos de humor (LOWY, WITTENBERG e
YAMAMOTO, 1995; ZARATE et al., 2002; NICIU, KELMENDI e
SANACORA, 2012). Adicionalmente, a literatura demonstra niveis
séricos de glutamato elevados em pacientes depressivos (MAURI et al.,
1998), sendo estes niveis associados com a severidade dos sintomas
(MITANI et al., 2006). Além disso, antagonistas de receptores NMDA
possuem acdo antidepressiva rapida em estudos pré-clinicos e clinicos
(DIAZGRANADOS et al., 2010; LI et al, 2011; KRYSTAL,
SANACORA e DUMAN, 2013).

Diversas evidéncias sugerem também o envolvimento do
sistema opidide nos mecanismos subjacentes a fisiopatologia da
depressdo (VILPOUX et al., 2002; BERROCOSO, ROJAS-
CORRALES e MICO, 2004). A ativacdo do sistema opioide parece
estar implicada nos mecanismos que envolvem o efeito de compostos
antidepressivos  (SCHREIBER, BLEICH e PICK, 2002;
BERROCOSO, ROJAS-CORRALES e MICO, 2004; BROCARDO et
al., 2009). Agonistas dos receptores p-opidides, como oxicodona e
oximorfona, sdo capazes de melhorar o estado de humor em pacientes
com depressdao maior refrataria. (STOLL e RUETER, 1999). Ainda,
estudos comportamentais demonstram a capacidade tanto de opidides
enddgenos, como de inibidores de enzimas de degradacdo destes, em
promover um efeito tipo-antidepressivo, bem como em potencializar o
efeito de compostos antidepressivos, sendo estes efeitos passiveis de
serem revertidos pela administracdo de antagonistas opiddies (DE
FELIPE et al., 1989; BAAMONDE et al., 1992; TEJEDOR-REAL et
al., 1995; KITA et al., 1997; TEJEDOR-REAL et al., 1998).

Adicionalmente a hipotese monoaminérgica, a hipotese
neurotrofica da depressdo postula que o tratamento com antidepressivos
estimula a atividade neuronal e promove aumento da expressdo de
BDNF (RUSSO-NEUSTADT e CHEN, 2005). Eventos estressores
agudos ou cronicos podem causar a diminuicdo da expressao de BDNF
hipocampal em roedores e antidepressivos de diferentes classes podem
reverter este quadro, prevenindo os efeitos deletérios do estresse (Figura
7) (DUMAN, 2004). De acordo, uma maior expressdo de BDNF
hipocampal foi observada em amostras postmortem de pacientes
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depressivos tratados com antidepressivos, em comparagdo com amostras
hipocampais de pacientes ndo submetidos a tratamento (CHEN et al.,
2001).

a Estado normal ' b Estado deprimido ¢ Apéds tratamento
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Figura 7. Hipdtese neurotrdéfica da depresséo.

Neurdnio piramidal hipocampal em estado normal (a). Episédios de
estresse grave causam alteracbes nestes neur6nios, reduzindo sua
arborizacdo dendritica e expressdo de BDNF (b). A diminuicdo de
BDNF é mediada em parte pelo excesso de glicocorticoides. Os
antidepressivos revertem os efeitos deletérios produzidos pelo estresse e
excesso de glicocorticoides aumentando a arborizacdo dendritica e
expressdo de BDNF (c). Fonte: Adaptado de Berton e Nestler (2006).
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1.2. Modelos animais de depressao

Modelos animais de depressdo sdo ferramentas indispensaveis
na pesquisa que visa identificar novos compostos com possivel acdo
antidepressiva e para fornecer conhecimentos a cerca das bases
neurobioldgicas desta doenca (CRYAN, MARKOU e LUCKI, 2002) e
baseiam-se  principalmente em dois principios: resposta a
antidepressivos conhecidos e resposta ao estresse (NESTLER et al.,
2002).

Modelos com validade preditiva, responsivos ao tratamento
com antidepressivos, como o teste do nado forcado (TNF) e o teste de
suspensao pela cauda (TSC) sdo amplamente utilizados para o estudo da
depressdo e na busca por novos agentes antidepressivos (NESTLER et
al., 2002; BOURIN et al., 2005; MCARTHUR e BORSINI, 2006). O
TNF foi descrito primeiramente em 1977, sendo utilizado em ratos
(PORSOLT, LE PICHON e JALFRE, 1977) e posteriormente em
camundongos (PORSOLT, BERTIN e JALFRE, 1977), enquanto o TSC
foi descrito em camundongos em 1985 (STERU et al., 1985). Estes dois
testes sdo considerados de féacil uso e de boa reprodutibilidade
(CRYAN, MARKOU e LUCKI, 2002). Embora o TNF e o TSC
possuam validades e objetivos similares, podem apresentar diferengas
em relagdo aos substratos bioldgicos responsaveis pelo comportamento
apresentado em cada um dos modelos (CRYAN, MOMBEREAU e
VASSOUT, 2005). A literatura propde que o TSC seja um teste menos
estressante e apresente maior sensibilidade farmacolégica do que o TNF
(THIERRY et al., 1986). Adicionalmente, tem sido postulado que o
TNF ndo é um teste totalmente confidvel para a deteccdo de
antidepressivos que atuam como ISRS, uma vez que €sses
antidepressivos exibem respostas mais fidedignas no TSC (CRYAN,
MOMBEREAU e VASSOUT, 2005).

Além da validade preditiva, modelos animais de depressdo com
validade fenomenoldgica e/ou de constructo também sdo largamente
utilizados na pesquisa de compostos com atividade tipo-antidepressiva.
Dentre eles, destacam-se 0os modelos baseados na inducéo de estresse,
nos quais ocorre a exposicdo dos animais a diferentes fatores
estressantes por determinado periodo de tempo, acarretando em um
comportamento considerado tipo-depressivo em testes comportamentais,
como aumento no tempo de imobilidade no TSC e TNF, diminuicéo do
consumo de sacarose (medida de anedonia) no teste de consumo de
sacarose (TCS), aumento da laténcia e reducdo do tempo total de
comportamento de autolimpeza corporal no teste de borrifagem de
sacarose (TBS) (medidas de autocuidado e anedonia), bem como
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diversas alteracdes bioquimicas relacionadas a depressdao (WILLNER,
MUSCAT e PAPP, 1992; YALCIN, AKSU e BELZUNG, 2005;
MCARTHUR e BORSINI, 2006). Cabe destacar que o tratamento com
antidepressivos pode atenuar ou impedir as alteragcdes induzidas pelo
estresse (MCARTHUR e BORSINI, 2006). Dentre os modelos baseados
na exposicao de animais ao estresse, destacam-se 0s modelos do estresse
cronico moderado (WILLNER, MUSCAT e PAPP, 1992; WILLNER,
1997) e o do estresse cronico imprevisivel (ECI), os quais reproduzem
diferentes alteracBes comportamentais, bioquimicas e morfoldgicas
relacionadas a depressdo (Quadro 1) (LU et al., 2006). Outros modelos
frequentemente utilizados na pesquisa sdo os modelos farmacologicos,
0s quais também podem induzir um comportamento tipo-depressivo
através de alteragGes neuroquimicas semelhantes aquelas encontradas na
depresséo (MCARTHUR e BORSINI, 2006). Dentre os diferentes
modelos farmacologicos, o modelo de depressdo induzida pela
administragdo repetida de corticosterona destaca-se por causar um
aumento do tempo de imobilidade no TSC e TNF, diminui¢cdo do
comportamento de autolimpeza no TBS, bem como reducdo da
proliferacdo celular hipocampal e alteracio no metabolismo de
monoaminas (Quadro 2). Neste modelo, a administragdo de
antidepressivos como, por exemplo, a fluoxetina, é capaz de impedir as
alteragdes induzidas pelo mesmo (INOUE e KOYAMA, 1996;
MURRAY, SMITH e HUTSON, 2008; DAVID et al., 2009).
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Quadro 1. Diferentes estudos utilizando o modelo do ECI em suas implicagdes em camundongos.

Duracdo do Linhagem/ Sexo Alteragdes Outras Alteracdes Referéncia
Protocolo / Idade Comportamentais Relevantes
Aproximada ou
peso
10 dias / 2 |ICR / Machos /|- 1 Tempo de|- 1 Expressio génica | (DING etal., 2014).

estressores/dia.

90 dias de idade.

imobilidade no TSC e
TNF;

- | Entradas e tempo
nos bracos abertos do
LCE (%);

- 1 Namero de esferas
enterradas no TEE.

(RNAm) de Bcl-2 e Bax
no hipocampo e de
caspase-3 no hipocampo
e amigdala;

- | Expressdo g@énica
(RNAm) de Bcl-2 e 1 de
Bax na amigdala.

21 dias / 1| C57/BL6 [{- 1 Tempo de | -1 Atividade da atividade | (FARIA et al,
estressor/dia. Machos / 65 dias | imobilidade no TNF. | da catalase, superdxido | 2014).

de idade. dismutase e relacdo

GSH/GSSG no encéfalo.

28 dias / 1-2 | C57BL/6 /| - N&o avaliadas. - Niveis séricos de | (GRASSI et al,
estressores/dia. | Fémeas / 210 corticosterona ndo | 2014).

dias de idade. alterados.
28 dias / 1| Swiss Albino /|- Locomogdo no TCA | - | Peso corporal; (GUPTA,
estressor/dia. Machos / ldade | ndo alterada; - 0 Niveis de | RADHAKRISHNA

ndo especificada
(adulto).

- 1 Tempo de
imobilidade no TNF;
- | Preferéncia por

corticosterona no plasma;
- | Niveis de 5-HT no
hipocampo, CPF e

N e KURHE, 2014).
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sacarose no TPS. cerebelo.
35 dias / 2| C57BL/6J /| - Locomogdo e tempo | - | Células marcadas | (ZHANG et al,
estressores/dia. | Machos / 65 dias | no centro no TCA ndo | BrdU+ e DCX+ no GD. 2014).
de idade. alterados;
- 1 Tempo de
imobilidade no TNF;
- 1 Laténcia no ASN.
21 dias / 1 | REDD1- - | Consumo de | - | Densidade de espinhas | (OTA etal., 2014).
estressor/dia. knockout e Wild | sacarose. sinapticas e | PPSE

type / Machos /
Idade néo
especificada

(309).

induzido por 5-HT no
CPF medial.

28 dias / 1
estressor/dia.

Laca / Machos /
85 dias de idade.

- 1 Laténcia para
alcancar a plataforma
e | do tempo no
quadrante correto no
LAM.

- 1 Concentragdo de
MDA e nitrito e | de
niveis de GSH e atividade
da catalase e SOD no
hipocampo;

- 1 Niveis de
Corticosterona no soro;

- 1 Niveis hipocampais de
TNF-a.

(RINWA e
KUMAR, 2014).

21 dias / 1
estressor/dia.

C57BL/6N /
Machos / 35 dias
de idade.

1 Tempo de
imobilidade no TSC;

- Locomocgdo no TCA
nao alterada.

- | Peso corporal.

(YOON etal., 2014),
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14 dias / 1| C57BL/6J /|- 1 Laténcia para |- | Células BrdU+ e | (CAMPOS et al,
estressor/dia. Machos / 90 dias | alimentagcdo no ASN. | DCX+ no hipocampo. 2013Db).

de idade.
21 dias / 1| Swiss Albino / - 7 Niveis de MDA, | dos | (HASAN et al,
estressor/dia. Machos / 35 dias niveis de GSH e | | 2013).

de idade.

atividade de SOD,
catalase e GR no plasma;

- 1 Niveis de
glicose no plasma.
- Peso corporal
inalterado.
28 dias / 1| Kunming /|- 1t Tempo de]- Peso corporal | (LIAO et al., 2013).
estressor/dia. Machos / 50 dias | imobilidade no TNF; | inalterado.

de idade.

- 1 Laténcia para
alcancar a plataforma
e | do tempo no
quadrante correto no
LAM.

28 dias / 2| CD1/ Machos /|- 1 Tempo de (NASCA et al,
estressores/dia. | ldade ndo | imobilidade no TNF; 2013).

especificada - | Preferéncia por

(200). sacarose no TPS.
28 dias / 1| Laca/ Machos /|- 1 Laténcia para |- 1 Concentracdo de | (RINWA e

estressor/dia.

Idade
especificada

(309).

nao

alcancar a plataforma
e | do tempo no
quadrante correto no

MDA e  nitrito e
diminuicdo de niveis de
GSH e da atividade de

KUMAR, 2013).
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LAM.

catalase e SOD no
hipocampo;
- 1 Niveis de

Corticosterona no soro;
- 1 Niveis hipocampais de
TNF-q.

28 dias / 2
estressores/dia.

C57BL/6 /
Machos / 35 dias
de idade.

- | Consumo de
sacarose;

- 1 Imobilidade no
TSC;

- 1 Numero de esferas
enterradas no TEE.

- Niveis de RNAm para
TNF-o e IL-1 no
mesencéfalo e hipocampo
e niveis de corticosterona
no plasma inalterados.

(BARNUM et al,
2012).

40 dias / 1
estressor/dia.

Kunming /
Machos / 90 dias
de idade.

- 1 Laténcia para
alcancar a plataforma
e | nas entradas no
quadrante correto no
LAM.

- 1 Niveis de GDNF no
hipocampo e no CPF
medial.

(BIAN etal., 2012).

21 dias / 1 ICR []- | Consumo de |- | Niveis de 5-HT, NEe | (HUANG et al,
estressor/dia. Machos / ldade | sacarose. DA no encéfalo; 2012).

ndo especificada - 1 Niveis de MDA ¢ | da

(2009). atividade de SOD no

S0ro.
14 dias / 1| Swiis Albino /|- 1 Tempo de |- Niveis séricos de | (MORETTI et al,
estressor  por | Fémeas / 50 dias | imobilidade no TSC; | corticosterona 2012).
dia. de idade. - Locomocdo | inalterados;
inalterada no TCA,; - 1 Niveis de TBARS no
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- | Autolimpeza no
TBS.

cortex e hipocampo e |
dos niveis de GSH no
cortex;

- | Atividade de catalase
no coértex e hipocampo e
de GR no hipocampo.

28 dias / 1
estressor/dia.

Laca / Machos /
Idade nao
especificada

- | Locomogdo no
TCA,;
- | Preferencia

- 1 Concentragdo de
MDA e nitrito ¢ | de
niveis de GSH e da

(RINWA e
KUMAR, 2012).

(300). por sacarose no TPS; | atividade de catalase e
- 1 Laténcia para | SOD no encéfalo;
alcancar a plataforma | - 1 Niveis de
e | do tempo no | Corticosterona no
quadrante correto no | plasma.
LAM.
30 dias / 3| Swiss Albino /|- | Locomogdao e |- 1 Niveis de | (WU etal., 2012a).
estressores/dia. | Fémeas / 35 dias | levantamentos Corticosterona no
de idade. verticais, T tempo na | plasma.
periferia no TCA.
30 dias / 1 |Swiss aLBINO/ |- | Locomogio e (WU etal., 2012b).
estressor/dia. Fémeas / 28 dias | levantamentos
de idade. verticais, T tempo na
periferia no TCA.
7-14-21-28-35- | C57BL/6N [1- | Tempo de |- 1 Niveis de BDNF no | (ZHAO et al., 2012).

42 e 49 dias / 1
estressor/dia.

Machos / 60 dias
de idade.

imobilidade ap6s 7
dias de protocolo, 1

hipocampo ap6s 7 dias e
diminuicdo apds 35 e 49
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apos 35 e 49 dias de
protocolo no TNF e
no TSC.

dias de protocolo;

1 Niveis séricos de
corticosterona apds 7
dias, com reducdo ao
longo das semanas de
protocolo.

28 dias / 1| C57BL/6J /|- | Tempo no |- Pesocorporal; (BISAZ,
estressor/dia. Machos / 90 dias | quadrante correto no | - Niveis séricos de | SCHACHNER e
de idade. LAM. corticosterona SANDI, 2011).
inalterados.
10 dias / 2 | Swiss Albino /| -1 Laténcia para saida | - 1 Glicose no plasma,; (BHATIA et al,
estressores/dia. | Machos e | do braco aberto no |- 1 Niveis séricos de | 2011).
Fémeas / Idade | LCE (pardmetro de | corticosterona e peso das
ndo especificada | memoria). adrenais;
(209). - 1 niveis de TBARS ¢ |
dos niveis de GSH no
S0ro;
- | Peso corporal.
28 dias / 1-2 | Swiss Albino / - | atividade de SOD, | (HASAN et al,
estressores/dia. | Machos / 40 dias catalase, GST e GR e dos | 2011).

de idade.

niveis de GSH e 1 dos

niveis de MDA no
encéfalo.
28 dias / 1| C57BL/6J /| - 1 Freezing no TMC; | - | Peso corporal,; (BISAZ e SANDI,
estressor/dia. Machos / 240 | - 1 Laténcia para | - Niveis séricos de | 2010).
dias de idade. entrada e | tempo de | corticosterona
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permanéncia no | inalterados.

compartimento claro

da CCE.
28 dias / 1-2 | C57BL/6 /| - Imobilidade no TNF | - Peso corporal | (LAGUNAS et al.,
estressores/dia. | Fémeas / 180 | inalterada; inalterado. 2010).

dias de idade.

- | Tempo nos bragos
abertos do LCE.

14 dias / 2
estressores/dia.

GHRS Knockout
e wild type /
Machos / 45 dias
de idade.

- | Peso corporal;
- 1 Niveis corticosterona
no plasma.

(PATTERSON etal,,
2010).

35-60 dias / 2- | C57BL/6J /- | Consumo de |- | Pesocorporal et peso | (WANG et al,
3 Machos / 60 dias | sacarose; das adrenais; 2010).
estressores/dia. | de idade. - 1 Tempo de|- Niveis séricos de
imobilidade no TNF e | corticosterona
da laténcia  para | inalterados.
alimentagdo na ASN.
52 dias / 1-2 | BDNF knockout | - | Locomogdo TCA; |- Niveis séricos de | (AUTRY et al,
estressores e wild type /|- 1 Laténcia para | corticosterona 2009).
dias. Machos e | alimentagdo na ASN. | inalterados;
Fémeas / 40 dias - | RNAm para BDNF no
de idade. hipocampo.
24 dias / 1|ICR / Machos /|- 1 Tempo de |- 1 Atividade de MAO-A | (MAO et al., 2009).

estressor/dia.

Idade
especificada

(209).

nao

imobilidade no TSC;
- Locomocdo e
levantamentos

e MAO-B no encéfalo;
- 1 Niveis de MDA ¢ de
GSH no encéfalo.
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verticais ndo alterados

no TCA.
7 dias / 2| Swiss Albino /| - Nao avaliados. - 1 Niveis de | (RASHEED et al.,,
estressores/dia. | Machos / ldade corticosterona no plasma; | 2008).
ndo especificada - | Niveis de 5-
(30g). HT, NE e DA no cortex e

hipocampo;

- 1 Niveis de IL-2
e IL-6 no cortex e
hipocampo.

ASN = Alimentacdo suprimida pela novidade; BDNF = Fator neurotréficos derivado do encéfalo; BrdU =
Bromodeoxiuridina; CCE = Caixa claro/escuro; CPF = Cértex pré-frontal; DA = Dopamina; DCX = doublecortin;
ECI = Estresse cronico imprevisivel; GD = Giro Denteado; GDNF = Fator neurotréfico derivado da glia; GSH =
Glutationa reduzida; GSH/GSSG = Razdo glutationa reduzida/oxidada; GR = Glutationa redutase; IL =
Interleucina; LAM = Labirinto aquéatico de Morris; LCE = Labirinto em cruz elevado; MDA = Malondialdeido;
NE = Norepinefrina; PPSE = Potencial pds-sinaptico excitatorio; SOD = Superoxido dismutase; TCA = Teste do
campo aberto; TEE = Teste de esconder esferas; TMC = Teste do medo condicionado; TNF = Teste do nado
forcado; TNF-a. = Fator de necrose tumoral alfa; TPS = Teste de preferéncia por sacarose; TSC = Teste de
suspensao pela cauda; 5-HT = Serotonina.

* Trabalhos buscados na base de dados PUBMED pelos termos: mice + chronic stress + depression. Sendo
selecionados 31 artigos no periodo de 2008 a 2015. Fonte: Do autor.
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Duracdo do
Protocolo/Via de
administracdo

Linhagem/ Sexo /
Idade Aproximada
0Ou peso

Alteragdes
Comportamentais

Outras Alteracdes
Relevantes

Referéncia

28 dias / 35
ug/ml na agua de
beber.

C57BL/6J /
Machos / 56 dias
de idade.

- | Frequéncia e
tempo de exploragdo
do objeto novo no
TON,;

- | Tempo de freezing
no TMC.

- | Entradas e tempo
de permanéncia no
quadrante correto no
LAM;

- | Tempo de
permanéncia no
quadrante correto e
visitas ao esconderijo
no  Labirinto de
Barnes.

(DARCET et al,
2014).

28 dias / 35
ug/ml na agua de
beber.

C57BL/6J /
Machos / 50 dias
de idade.

- 1 Duragdo do sono
(em 24h e periodo
noturno);

- | Tempo no centro e
da locomogdo no
TCA.

(LE DANTEC et
al., 2014).
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21 dias / 20 | ICR / Machos /|- | Consumo de |- | Niveis de BDNF ¢ | (MAO et al,
mg/kg, s.c.. Idade ndo | sacarose; RNAm para BDNF no | 2014).
especificada (20g). | - 1 Tempo de | hipocampo.

imobilidade no TNF e

TSC.
21 dias /| Swiss /| Fémeas /|- 1 Tempo de |- |  Niveis de | (ROSA et al,
20mg/kg, p.o.. Idade ndo | imobilidade no TSC; | corticosterona no soro. | 2014).

especificada (30g). | - 1 Laténcia ¢ | do

tempo total de

autolimpeza no TBS;

- Locomogéo

inalterada no TCA.
84 dias / 100 | C57BL/6NCrl /|- Tempo nos bragos | - 1 Peso corporal. (VAN
pg/ml na &gua | Machos / 120 dias | abertos do LCE DONKELAAR et
de beber. de idade. inalterado; al., 2014).

- 1 Numero de bolos

fecais no TCA.
21 dias /| ddY /Machos/35|- 1 Tempo de|- 1T Niveis de DA | (AGO etal., 2013).
20mg/kg, s.C.. dias de idade. imobilidade no TNF; extracelular no CPF;

- Locomogdo | - Niveis de 5-HT e

inalterada no TCA. glutamato inalterados.
42 dias / 35| 129Sv/Ev /|- 1 Laténcia para |- | Niveis de BDNF no | (CRUPI et al,
ug/ml na dgua de | Machos / 50 dias | alimentacdo no ASN; | encéfalo; 2013).

beber.

de idade.

- | Tempo no centro
no TCA, sem
alteragOes

- | Células BrdU+ e de
espinhas dendriticas no
giro denteado;
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locomotoras;
- Imobilidade
inalterada no TNF.

- 1 Niveis de Bax e | de
Bcl-2 no encéfalo.

55 dias / 6-7
mg/kg/dia na
agua de beber.

C57BL/6J /
Machos / 55 dias
de idade.

- | Tempo no centro
no TCA;

- 1 Laténcia para
alimentagdo no ASN;
- Piora no estado do
pelo (coat state);

- | Laténcia para
lambida no TPQ.

(HACHE et
2012).

al.,

49 dias / 35

CD-1 / Machos /

- | Tempo no centro

- | Niveis de TrkB no

(KUTIYANAWA

ug/ml na agua de | Idade ndo | no TCA; CPF e hipocampo; LLA, TERRY e
beber. especificada (25g). |- | Tempo de |- Sem alteragbes nos | PILLAI, 2011).

permanéncia no lado | niveis de pr6-BDNF e

claro na CCE; BDNF maduro no CPF

- | Numero de | e hipocampo.

entradas nos bracos

abertos no LCE;

- 1t Tempo de

imobilidade no TSC.
14 e 21 dias / | Swiss / Fémeas / | - | Entradas e tempo (SILVA et al,
20mg/kg, s.c.. Idade ndo | de permanéncia nos 2013).

especificada (25g). | bracos abertos do

LCE;
- 1 Tempo de
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imobilidade no TSC e
TNF;

- Locomogéo

inalterada no TCA.
21 dias /| ICR/Machos/35|- 1 Tempo de |- 1 Niveis de 5-HT no | (WU, T. C. et al,,
40mg/kg, s.c.. dias de idade. imobilidade no TNF; | hipocampo; 2013).

- | Consumo de |- | Receptores MR no

sacarose; hipocampo e

- Locomocdo | hipotalamo.

inalterada no TCA.
14 dias / 25 | C57BL/6 / Machos - | Niveis de BDNF no | (GOURLEY et al.,

ug/ml na agua de
beber.

/ 65 dias de idade.

giro denteado.

2012).

49 dias / 35| C57BL/6J / - Prevencgdo da | (RAINER et al.,
ug/ml na agua de | Machos / 50 dias hipotermia e da | 2012a).
beber. de idade. diminuicdo nos niveis

extracelulares de 5-HT

induzidos por 8-

OHDPAT.
49 dias / 35| CD1/Machos/50 | - Piora no estado do | - 1 Peso corporal; (CRUPI et al,
ug/ml na dgua de | dias de idade. pelo (coat state); - | Células BrdU+ no | 2011).

beber.

- 1 Consumo de agua
e comida;
- | Tempo no centro
no TCA, sem
alteragOes

giro denteado.
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locomotoras;
- 1 Laténcia para
alimentacdo na ASN;
- Tempo de
imobilidade no TNF
ndo alterado.

49 dias / 35
pg/mi (5
mg/kg/dia)  na
agua de beber.

CD1 / Machos / 45
dias de idade.

- | Niveis séricos de
corticosterona;
- Sem alteragdes no
peso corporal;
- | Niveis de GR’s no
cortex frontal.

(HOWELL,
KUTIYANAWAL
LA e PILLAI,
2011).

65 dias / 20
mg/L na &gua de
beber.

C57BL/6 / Machos
/ 21 dias de idade.

- 1t Tempo de
imobilidade no TNF e
no TSC.

- Sem alteragdo nos
niveis Sericos de
corticosterona;

- Niveis séricos de
corticosterona
inalterados apos
estresse agudo no grupo
CORT, diferindo do
aumento  no  grupo
estresse agudo;

- | Niveis de MR no
hipocampo;

- 1 Células BrdU+ no
hipocampo.

(XU etal., 2011).
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8 dias /| ddY / Machos / 50 - | Células BrdU+ no | (YABE et al,
40mg/kg, s.c.. dias de idade. giro denteado.; 2010).
| Niveis de pCREB no
giro denteado;
- | Expressio de
RNAmM para BDNF no
giro denteado.
28 dias / 35| C57BL/6Ntac /|- | Tempo de |- | Células BrdU+ no | (DAVID et al,
ug/ml/dia (5 | Machos /50 dias. | permanéncia e | hipocampo. 2009).
mg/kg/dia). ndmero de entradas no
centro no TCA;
- | Lanténcia no ASN.
- | Frequéncia de
autolimpeza no teste
de borrifagem de
sacarose;
- Piora no estado de
aparéncia do animal
(coat state).
6, 18 e 36 dias / | C57BL/6N /|- | Tempo de|- Sem alteragdes em | (ZHAO et al,
20mg/kg, s.c.. Machos / Idade | imobilidade no TNF | células NeuN+ nas | 2009).

ndo especificada
(209).

apos 6 dias e T apos
36 dias de tto;

- | Tempo de
imobilidade no TSC
apos 6 dias e T apos

regides hipocampais
CAl, CA3 e giro
denteado apés 36 dias
de tto.




18 e 36 dias de tto.

20mg/kg, s.C..

ddY / Machos / 35
dias de idade.

- 1 Tempo de
imobilidade no TNF e
TSC;

- Locomogéo
inalterada no TCA.

- | Niveis de GR’s no
CPF;

- ! Niveis de
corticosterona  séricos
em um grupo
experimental. Sem

alteragdo nos niveis em
outro grupo
experimental;
- Niveis séricos de
corticosterona

inalterados apos
estresse agudo (TNF)
no grupo CORT,
diferindo do aumento
no  grupo  estresse
agudo;

- T Niveis

extracelulares de DA,
porém ndo de 5-HT no
CPF.

7, 14, 21 e 28

CD1 / Machos /

Idade néo
especificada (20g).

- 1 Tempo de
imobilidade ap6s 7
dias de tto, sem
alteracbes em 14 ou

- 1 Niveis de
corticosterona no
plasma apos 7, 14 e 21
dias, porém nao apds 28

(AGO et al., 2008).

(MURRAY,

HUTSON, 2008).
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subcutaneos.

21 dias;

- | Velocidade no
lado claro da CCE,
sem alteragbes no
tempo de permanéncia
no lado claro.

dias de tto;

- | Peso das adrenais
apo6s 7, 14 e 21 dias,
porém ndo apds 28 dias
de tto;

- | Células BrdU+ no
hipocampo em todos os
tempos de tto;

- | Volume hipocampal
com 14 dias de tto e da
camada celular granular
com 14 e 21 dias de tto,
sem diferencas para
ambos apos 28 dias de
tto.

5-HT = Serotonina; 8-OHDPAT = 8-hidroxi-2-(di-npropilamino)-tetralina; ASN = Alimentacdo suprimida pela
novidade; BDNF = Fator neurotréficos derivado do encéfalo; BrdU = Bromodeoxiuridina; CCE = Caixa
claro/escuro; DA = Dopamina; GR’s = Receptores glicocorticoides; LAM = Labirinto aquatico de Morris; MR =
Receptores mineralocorticoides; NeuN = Antigeno neuronal nuclear; pCREB = Proteina de ligacdo ao elemento
de resposta ao AMPc fosforilada; TBS = Teste de borrifagem de sacarose; TMC = Teste do medo condicionado;
TNF = Teste do nado forgado; TON = Teste do objeto novo; TPQ = Teste da placa quente; TrkB = tropomiosina

cinase B; TSC = Teste da suspenséo pela cauda.

* Trabalhos buscados na base de dados PUBMED pelos termos: mice + corticosterone + depression. Sendo

selecionados 21 artigos no periodo de 2008 a 2015. Fonte: Do autor.
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1.3. Acido ursélico

O acido ursélico (&cido 3-beta-hidréxi-urso-12-eno-28-6ico)
(AU) (Figura 8), é um triterpendide pentaciclico encontrado em diversas
plantas medicinais, principalmente da medicina oriental. Também esta
presente na dieta humana, uma vez que pode ser encontrado em
diferentes partes das plantas, incluindo nos frutos como, por exemplo,
na casca da macd (BABALOLA e SHODE, 2013). Possui uma ampla
gama de efeitos bioldgicos descritos na literatura e tem sido
extensivamente estudado quanto aos seus efeitos antitumorais,
antioxidantes e anti-inflamatdrios (LIU, 1995; LU et al., 2010). Possui
um perfil farmacolégico seguro quanto a sua toxicidade e capacidade de
chegar a0 SNC ap6s sua administracio oral (NOVOTNY,
VACHALKOVA e BIGGS, 2001; SOMOVA et al, 2003;
AGGARWAL, TAKADA e OOMMEN, 2004; CHEN et al., 2011).

O AU tem surgido como uma estratégia nutricional para o
aumento da massa muscular, sendo utilizado como suplementacdo na
dieta de praticantes de treinos de resisténcia. Um estudo avaliou 0s
efeitos da sua suplementacdo (450 mg/dia, pelo periodo de 8 semanas)
em homens saudaveis submetidos a um programa de treinamento de
resisténcia. Neste grupo foi observado uma diminui¢do na porcentagem
de gordura corporal, aumento dos niveis do fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 e também de irisina, bem como aumento da
forca muscular. Este trabalho ndo avaliou ou relatou possiveis efeitos
colaterais oriundos da suplementacdo com AU (BANG et al., 2014). Um
estudo demonstrou que a infusdo intravenosa de AU associado a
nanolipossomas, pelo periodo de 14 dias em pacientes saudaveis e
também com tumores avancgados, foi bem tolerada, com baixa incidéncia
de efeitos colaterais relatados (n&usea, diarreia e distencdo abdominal),
0S quais ocorreram em grau leve na maioria dos casos (ZHU et al.,
2013). Outros estudos que avaliaram a administracdo intravenosa de AU
associado a lipossomas revelam boa tolerabilidade, com poucos relatos
de efeitos colaterais e em grau leve, porém uma possivel
hepatotoxicidade em doses elevadas ndo é descartada (QIAN et al.;
ZHAO et al,, 2011). Outro estudo, utilizando o AU associado a
nanoparticulas poliméricas para aplicacdo ocular, ndo demonstrou
ocorréncia de irritacdo ocular ou toxicidade em testes in vivo (Coelhos
New Zealand machos avaliados por 7 dias) e in vitro (membrana
corioalant6ide de ovos de galinha) (ALVARADO et al., 2015). Seu
isbmero, acido oleandlico, é comercializado na China para doencas
hepéticas (LIU, 1995). A administracdo aguda deste isdmero (1 g/kg,
s.c.) em camundongos e ratos ndo demonstrou mortalidade, bem como
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sua administracdo repetida em humanos (180 mg/kg, p.o.), pelo periodo
de 10 dias, ndo demonstrou anormalidades em diferentes 6rgaos. Ainda,
sua administragdo prolongada (60-90 mg/kg/dia, 30-90 dias) ndo revelou
a presenca de efeitos adversos aparentes indicando ser um composto
seguro (LI1U, 1995).

HO

Figura 8. Estrutura quimica do acido ursélico.
Fonte: Do autor.

Dentre os diferentes efeitos do AU relatados na literatura,
alguns se destacam devido as suas relagées com o SNC. Quando isolado
de Agastache mexicana, uma planta amplamente utilizada na medicina
tradicional mexicana para o tratamento de ansiedade, disttrbios do sono
e dor, 0 AU demonstrou efeito antinociceptivo em camundongos quando
avaliados no teste de contor¢des abdominais induzidas pela
administracdo de 4&cido acético, de nocicepcdo induzido pela
administragdo de formalina e em um modelo de nocicepcao induzida por
capsaicina, sendo este efeito relacionado a participacdo do sistema
serotonérgico (VERANO et al.,, 2013). Em ratos, produziu efeito
antinociceptivo no teste de contor¢cdes abdominais induzidas pela
administragdo de acido acético e no teste da placa quente (TAVIANO et
al., 2007).

O AU apresenta a capacidade de proteger contra déficits
cognitivos induzidos pela administragdo de lipopolissacarideo em
camundongos, quando avaliados no labirinto aquatico de Morris e no
teste da esquiva inibitéria. Também protege contra o aumento de
marcadores prdinflamatérios como interleucina 1-B, interleucina 2,
interleucina 6, fator de necrose tumoral-a, entre outros, ocasionado pelo
modelo utilizado (WANG, Y. J. et al., 2011). Ainda, foi demonstrado
gue o AU possui efeito neuroprotetor contra a neurotoxicidade induzida
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pela D-Galactose em camundongos idosos (LU et al., 2007). Nestes
animais a administracdo oral de AU pelo periodo de 2 semanas foi capaz
de proteger contra os déficits de aprendizado e memoéria espacial
avaliados no teste do labirinto aquatico de Morris (LU et al., 2007).
Adicionalmente, protegeu contra a diminuicdo da atividade de diferentes
enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase e glutationa redutase, bem como contra 0 aumento no
contelddo de malondialdeido, produto da peroxidacdo lipidica,
demonstrando um potencial efeito antioxidante (LU et al., 2007). Ainda,
reverteu a ativacdo da caspase-3, enzima envolvida em vias de morte
celular, no modelo utilizado, o qual é relacionado a alteracGes idade
dependentes. Estes dados sugerem o AU apresenta potencial terapéutico
para doencas relacionadas ao envelhecimento, como depresséo, doenca
de Alzheimer e deméncia (LU et al., 2007).

Outro estudo utilizando o modelo da administracdo de D-
galactose demonstrou atividade protetora do AU contra o déficit de
aprendizado no teste da esquiva inibitéria e no labirinto aquéatico de
Morris, protecdo contra o aumento de produtos finais de glicacdo
avancada, espécies reativas de oxigénio e proteinas glicadas, ambos
relacionados com o aumento do estresse oxidativo. Neste modelo, ainda
foi relatado que o AU foi capaz de reduzir a expressdo de marcadores
inflamatdrios como ciclooxigenase-2, Oxido nitrico sintase indutivel,
interleucina 1P, interleucina 6 e fator de necrose tumoral-a e inibir a
ativagdo do fator nuclear-x-B, um fator de transcricdo associado & morte
celular, inibindo a translocacdo nuclear do fator nuclear-x-B p65 no
cortex pré-frontal de camundongos (LU et al., 2010). Desta forma, 0 AU
foi proposto como um composto com potencial para o tratamento de
doencas como diabetes mellitus, arteriosclerose e doencas
neurodegenerativas (LU et al., 2010). Também foi demonstrado que o
AU foi efetivo em um modelo de disfuncdo mitocondrial e déficits
cognitivos induzidos pela administragdo de 4&cido domodico em
camundongos quando avaliados no labirinto aquatico de Morris e no
teste da esquiva inibitéria (WU, D. M. et al., 2013). Além disso, em um
estudo que avaliou 139 espécies de ervas quanto a capacidade de
inibicdo da enzima acetil colinesterase in vitro, 0 AU foi o componente
ativo do extrato de Origanum majorana L. que apresentou o maior efeito
inibitério da acetil colinesterase entre as espécies avaliadas. Teve este
efeito confirmado quando testado isoladamente, sendo proposto como
um alvo de estudos na busca por medicamentos para a doenca de
Alzheimer (CHUNG et al., 2001). Em ratos, demonstrou atividade
anticolinesterasica no hipocampo, além de promover um efeito
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facilitatorio nas etapas de aquisicdo e consolidagdo da memoria. Além
disso, reverteu a amnésia induzida pela escopolamina em ratos avaliados
na tarefa da esquiva inibitoria (BERTE, 2009).

O AU parece ser capaz de inibir a ligacdo do peptideo beta-
Amiloide com a microglia, reduzindo a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e espécies reativas de oxigénio, 0 que sugere 0 seu
potencial terapéutico em relagdo a doenca de Alzheimer (WILKINSON
et al., 2011; YOO e PARK, 2012). Estudos demonstraram seu efeito
neuroprotetor contra a toxicidade induzida pela proteina beta-Amiloide
(25-35) em células PC12, sendo este efeito relacionado a sua capacidade
antioxidante (HEO et al., 2002; HONG, JEONG e JUN, 2012). Foi
demonstrado também seu efeito protetor contra a morte celular induzida
pela neurotoxina 1-metil-4-fenilpiridina (MPP®) ou peroxido de
hidrogénio em células PC12 através de mecanismos antioxidantes e anti-
inflamatdrios. O AU demonstrou ainda ser capaz de reverter alteracOes
em parametros de dano oxidativo causados pelo MPP+ e peroxido de
hidrogénio e de atenuar o aumento de interleucina-6 e do fator de
necrose tumoral-a neste protocolo experimental, refor¢ando seus efeitos
anti-inflamatoérios e potencial efeito para o tratamento de doencas
neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson, por exemplo (TSAI e
YIN, 2008). Além disso, o AU foi capaz, de maneira dose-dependente,
de proteger neurdnios hipocampais contra a excitotoxicidade induzida
pelo kainato em ratos por um mecanismo dependente da ativacdo de
receptores AMPA (SHIH et al., 2004). Também protegeu camundongos
do déficit neuroldgico e reduziu a area total afetada em um modelo de
isquemia cerebral de oclusdo transiente da artéria cerebral média,
demonstrando efeitos anti-inflamatérios e anti-oxidativos (LI et al.,
2013).

O tratamento com AU também foi capaz de melhorar o
desempenho de camundongos C57/BL6J submetidos a uma dieta com
alto teor de lipideos quando avaliados na esquiva inibitéria e no labirinto
aquatico de Morris. Ainda, causou a reducdo da expressdo de
marcadores inflamatérios, como CD11b, proteina glial fibrilar &cida,
interleucina 2, fator de necrose tumoral-a, ciclooxigenase-2 e Oxido
nitrico sintase indutivel no hipocampo destes animais (LU et al., 2011).
Sua suplementacdo dietética mostrou efeito antidiabético, reduzindo
significativamente o nivel de glicose no sangue em ratos diabéticos,
reestabelecendo a razdo glicose/insulina no plasma e 0s niveis de
insulina pancreatica em um modelo de animais tratados com
streptozotocina e alimentados com uma dieta rica em gordura, propondo
um efeito hipoglicemiante e antidiabético (JANG et al., 2009; LEE et
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al., 2010).

Em relacdo ao efeito tipo-antidepressivo do AU, ha relatos na
literatura da sua presenca em diferentes espécies de plantas cujo efeito
tipo-antidepressivo foi demonstrado em modelos animais, inclusive
correlacionando  este  efeito a presenca deste  composto
(EMAMGHOREISHI e TALEBIANPOUR, 2009). O AU é um dos
componentes majoritarios do extrato metandélico de folhas de Mallotus
peltatus, uma planta endémica das florestas de Andamdo, um
arquipélago pertencente & India. Os decoctos das folhas desta planta s&o
amplamente utilizados pela tribo local Onge para reduzir a tensdo
mental e como agente antidepressivo (CHATTOPADHYAY et al.,
2003). Ainda, o0 AU é um dos principais compostos bioativos do extrato
de frutas de Gardenia jasminoides, o qual exibe significativa inibicéo
das enzimas de degradacdo de monoaminas MAO-A e MAO-B em
fatias de cérebros de ratos in vitro (HWANG, 2003). Este extrato,
guando administrado oralmente em ratos, causa um aumento
significativo dos niveis de 5-HT no tecido cerebral (HWANG e PARK,
2007). Ainda, o AU isolado do extrato de frutas de Gardenia
jasminoides causou inibicdo da enzima dopamina-B-hidroxilase, e fraca
inibicdo da enzima MAO-B (KIM, KIM e HWANG, 2012). O AU
parece contribuir também na atividade tipo-antidepressiva do extrato de
Melissa officinalis no TNF (EMAMGHOREISHI e TALEBIANPOUR,
2009), de Rosmarinus officinalis no TNF e TSC (MACHADO et al.,
2009; MACHADO et al., 2013) e Eugenia brasiliensis no TSC (COLLA
et al., 2012). Em trabalho prévio realizado por nosso grupo de pesquisa,
utilizando o AU isolado de Rosmarinus officinalis, foi demonstrado seu
efeito tipo-antidepressivo em diferentes testes de avaliacdo de atividade
tipo-antidepressiva de compostos, 0 TNF e o TSC (MACHADO et al.,
2012c). No TSC apresentou efeito tipo-antidepressivo quando
coadministrado em doses sub-ativas com SKF38393, agonista de
receptores dopaminérgicos do subtipo D;, com apomorfina, agonista de
receptores dopaminérgicos D,, e também com bupropiona,
antidepressivo inibidor da recaptacdo de dopamina. Além disso, teve seu
efeito antidepressivo blogueado pela pré-administracdo de SCH23390,
antagonista de receptores dopaminérgicos D; e também de sulpirida,
antagonista de receptores dopaminérgicos D, revelando a participacdo
do sistema dopaminérgico em seu efeito tipo-antidepressivo
(MACHADO et al., 2012c).
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Quadro 3. Diferentes espécies de plantas nas quais 0 AU esta presente e seus usos etnofarmacoldgicos.

Espécie

Nome Popular

Familia

Uso Popular

*QOcimum sanctum L.

Manjericdo Santo

Lamiaceae

Anti-estresse,
imunomodulador,
analgésico, entre outros.

nervosismo,
anti-inflamatorio,

*Vaccinium myrtillus
L

Mirtilo

Vacciniaceae

Antidiarreico, anti-inflamatorio,
antibacteriano, entre outros.

Harpagophytum

Garra do Diabo Pedaliaceae Analgésico,  anti-inflamat6rio,  entre

procumbens DC outros.

Sambucus nigra L. Sabugueiro Caprifoliaceae | Antigripal e resfriados, antitussigeno,
entre outros.

Mentha piperita L. Hortela-pimenta Lamiaceae Antigripal,  descongestionante  nasal,
analgésico, entre outros.

Vinca minor L. Congossa Apocynaceae Ansiedade, memoria, deméncia, entre
outros.

Lavandula Lavanda Lamiaceae Ansiedade, nervosismo, sedativo, entre

augustifolia Mill outros.

Origanum vulgare L. | Orégano Lamiaceae Antisséptico,  anti-inflamatdrio,  entre
outros.

Origanum majorana | Manjerona Lamiaceae Analgésico, antioxidante, antisséptico,

L. entre outros.

Cornus officinalis Cornélia Cornaceae Asma, hepatite, nefrite, entre outros.

Eriobotrya japonica Nespereita Rosaceae Antitussigeno, expectorante, anti-
inflamatdrio, entre outros.

Thymus vulgaris L. Tomilho Lamiaceae Antisséptico, expectorante, vermifugo,

entre outros.
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Crataegus laevigata | Pilriteiro Rosaceae Arritmia, hipertensdo, entre outros.

(Pair) DC.

Prunus laurocerasus | Louro-cerejeiro Rosaceae Calmante do SNC.

L.

Arctostaphylos  uva- | Uva-de-Urso Ericaceae Antisséptico, diurético, entre outros.

ursi

Coffea arabica Café Rubiaceae Estimulante

Eucalyptus spp. Eucalipto Myrtaceae Antibacteriano, anti-inflamatorio,
analgésico, entre outros.

Malus domestica Maca Rosaceae Anti-inflamatorio, antidiabético, entre
outros.

** Melissa officinalis | Erva-cidreira Lamiaceae Calmante, antinevralgica, entre outros.

Nerium oleander Oleandro Apocynaceae Cancer, dores menstruais, abortiva, entre
outros.

Plantago major Tanchagem Plantaginaceae | Anti-inflamatdrio, antidiarreico, entre
outros.

*Rosmarinus Alecrim Lamiaceae Estimulante, antidepressivo, antifebril,

officinalis entre outros.

Agastache mexicana | Hissopo gigante Lamiaceae Ansiedade, distirbios do sono, entre
outros.

***Gardenia Erva-da-felicidade Rubiaceae Bloqueio  emocional, irritabilidade,

jasminoides insdnia, entre outros.

****Mallotus Pataque Euphorbiaceae | Antidepressivo, redutor da tensdo mental,

peltatus anti-inflamatorio, entre outros.

Nepeta sibthorpii

Erva-dos-gatos (Nepeta

Lamiaceae

Antisséptico, diurético, entre outros
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spp.) (Nepeta spp.).
*Eugenia brasiliensis | Grumixama Myrtaceae Calmante, antidepressiva, anti-
L. inflamatoria, entre outros.

* Plantas cujos extratos apresentaram efeito tipo-antidepressivo em testes pré-clinicos (MAITY et al., 2000;
MACHADO et al., 2009; TABASSUM, SIDDIQUI e RIZVI, 2010; CHATTERJEE et al., 2011; COLLA et al.,
2012; KUMAR et al., 2012; MACHADO et al., 2012b; TAIWO et al., 2012; MACHADO et al., 2013; SASAKI et
al., 2013).

** Atividade inibitoria de MAO-A em células PC-12 (LOPEZ et al., 2009).

*** Atividade inibitoria de MAO-A e MAO-B e Dopamina B-Hidroxilase em tecido encefalico de ratos (KIM,
KIM e HWANG, 2012).

*** Planta cujos decoctos das folhas sdo usados como agente antidepressivo por humanos.

Fonte: Adaptado de BABALOLA e SHODE, 2013.
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2. JUSTIFICATIVA

A depressdo é uma das doencas neuropsiquiatricas mais
prevalentes, responsavel por consideravel morbidade psiquiatrica,
diminuicdlo do bem estar e perda de produtividade (EBMEIER,
DONAGHEY e STEELE, 2006), além de coexistir de maneira elevada
com os transtornos de ansiedade (ANGST e DOBLER-MIKOLA, 1985;
KESSLER et al., 1997). Desta forma, pode aumentar a gravidade da
doenca, bem como a incidéncia de suicidio e contribuir para uma
resposta menos efetiva aos tratamentos antidepressivos disponiveis
atualmente (BAKISH, 1999; FAVA et al., 2000). Adicionalmente, os
farmacos utilizados para o tratamento da depressdo apresentam baixa
eficacia clinica (NESTLER et al., 2002) e podem causar diversos efeitos
colaterais, 0 que muitas vezes contribui para 0 abandono do tratamento
pelo paciente (BRUNELLO et al., 2002).

O AU possui diversos efeitos bioldgicos descritos na literatura,
dentre eles efeito antioxidante, anti-inflamatdrio e neuroprotetor,
demonstrando assim ser um potencial composto para o estudo na
depressdo. De fato, um trabalho prévio do nosso grupo, demonstrou seu
efeito tipo-antidepressivo em camundongos, o qual parece estar
relacionado com uma possivel interagdo com o sistema dopaminérgico
(MACHADO et al., 2012c). Porém o AU nédo possui seus mecanismos
de acdo antidepressiva totalmente elucidados, ndo possuindo também
trabalhos sobre seu possivel potencial ansiolitico.

Desta forma, a importancia deste estudo se justifica tendo em
vista a elevada prevaléncia de depressdo, a alta taxa de comorbidade
ansiedade/depressdo, e a necessidade da busca por terapias
antidepressivas alternativas ou de substancias que possam otimizar a
eficacia clinica para o tratamento da depressdo. Uma vez que o AU
possui efeito tipo-antidepressivo demonstrado previamente em
camundongos, este trabalho busca aprofundar os conhecimentos a cerca
dos mecanismos envolvidos neste efeito bem como investigar sua
possivel acéo ansiolitica, contribuindo na investigagdo do AU como um
possivel agente para o tratamento da depressdo e também da ansiedade.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a participacdo de diferentes sistemas de
neurotransmissores (serotonérgico, noradrenérgico, glutamatérgico e
opidide) no efeito tipo-antidepressivo do AU, bem como seu efeito em
modelos animais de depressdo e de ansiedade.

3.2. Objetivos especificos

- Investigar o envolvimento dos sistemas serotonérgico,
noradrenérgico, glutamatérgico e opidide no efeito tipo-antidepressivo
do AU no TSC;

- Investigar o efeito da administracdo de AU em associa¢do com
doses sub-efetivas de antidepressivos utilizados na clinica no TSC;

- Investigar o efeito da administragdo de AU no modelo da
depressdo induzida pelo estresse cronico imprevisivel (ECI) no TSC e
no teste de borrifagem de sacarose (TBS);

- Investigar o efeito da administragdo de AU no modelo da
depressdo induzida pela administragdo repetida de corticosterona
(CORT)no TSCeno TCS;

- Investigar o efeito da administracdo repetida de AU nos
modelos de depressdo induzida pelo ECI e pela CORT sobre os niveis
de séricos de corticosterona;

- Investigar o efeito da administragdo de AU no modelo de
depressdo induzida pelo estresse imprevisivel sobre a expressdo génica
(RNAm) de Bcl-2 e Bax.

- Investigar o efeito da administragdo de AU no modelo de
depressao induzida pela CORT sobre os niveis de BDNF no cértex pré-
frontal de camundongos;

- Investigar o efeito da administracdo de AU sobre parametros de
ansiedade no TCA, teste do labirinto em cruz elevado (LCE), caixa
claro/escuro (CCE) e teste de esconder esferas (TEE);
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CAPITULO 1. SISTEMAS DE NEUROTRANSMISSORES
RELACIONADOS AO EFEITO TIPO-ANTIDEPRESSIVO DO
ACIDO URSOLICO EM CAMUNDONGOS

Os farmacos antidepressivos disponiveis atualmente no
mercado podem atuar em diferentes sistemas de neurotransmissores e
desta forma atingir a eficacia clinica (HAMON e BLIER, 2013). A
utilizacdo de inibidores triplos de recaptacdo de monoaminas, 0s quais
inibem a recaptacdo de 5-HT, NE e DA, tem sido sugerida como uma
alternativa mais eficaz para o tratamento da depressédo em relagdo ao uso
de antidepressivos inibidores seletivos ou duais de recaptacdo de
monoaminas (LIANG et al., 2008). Similarmente aos antidepressivos, 0
AU exerce efeito tipo-antidepressivo em testes comportamentais de
avaliacdo de atividade antidepressiva, como 0 TNF e o TSC, sendo este
efeito relacionado & participacdo do sistema dopaminérgico, como
relatado em um trabalho anterior do grupo de pesquisa (MACHADO et
al., 2012c). Assim, o objetivo desta primeira etapa foi explorar o
putativo envolvimento de outros sistemas de neurotransmissores
intimamente ligados a depressdo, sendo estes: sistemas serotonérgico,
noradrenérgico, glutamatérgico e opioide.

1.1. Materiais e métodos

1.1.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (35-45 ¢, de
aproximadamente 60 dias de idade), de ambos o0s sexos
(homogeneamente distribuidos entre os grupos, n=8), mantidos em
condicdo padrdo de biotério (20-22°C), com livre acesso a agua e
comida, em ciclo claro/escuro de 12:12 horas (luz acessa as 07:00
horas). Os animais foram aclimatizados na sala de experimentacéo 24
horas antes dos testes comportamentais e 0s experimentos foram
realizados no ciclo claro. Os experimentos foram aprovados pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa
Catarina (protocolo n° PP00795).

1.1.2. Agentes farmacol6gicos

Foram utilizados: AU, PCPA, fluoxetina, a-metil-p-tirosina
(AMPT), NMDA, cetamina, naloxona (Sigma Chemical Co, St. Louis,
MO, USA), MK-801 (RBI, Natick, MA, USA) e reboxetina (Pfizer, SP,
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Brasil). O AU foi dissolvido em &gua destilada com 10% de Tween 80.
Fluoxetina, reboxetina e MK-801 em agua destilada. PCPA, NMDA,
cetamina e naloxona em solugdo salina (NaCl 0,9%) e AMPT em
solucdo salina com 10% de Tween 80.

1.1.3. Teste de suspensao pela cauda (TSC)

Os camundongos foram suspenso pela cauda 50 cm acima por
uma fita adesiva presa cerca de 1 cm a partir da ponta da cauda. A
duracdo total da imobilidade (auséncia de movimento ou movimentagdo
passiva) foi registrada durante um periodo de 6 minutos, sendo uma
diminuicdo do tempo de imobilidade considerada um efeito tipo-
antidepressivo (Figura 1.1) (STERU et al., 1985).

0:3812 N

Figura 1. 1. Teste de suspenséo pela cauda (TSC).

O camundongos é suspenso acima do chdo pela cauda, preso a uma fita.
Pelo periodo de 6 minutos é contabilizado o tempo de imobilidade (A).
Quando o camundongo esta realizando movimentos voluntarios ndo se
registra o tempo (B). Fonte: Do autor.

1.1.4. Teste do campo aberto (TCA)

Para descartar a possibilidade de que uma altera¢do no tempo de
imobilidade dos camundongos no TSC possa ter sido causada devido a
uma alteracdo na atividade locomotora dos animais, os camundongos
foram analisados no TCA. Foi utilizada uma caixa de madeira (40 x 60
x 50 cm), com 12 quadrantes iguais representados no piso (Figura 1.2).
O numero de cruzamentos de quadrantes realizados pelos camundongos
foi contabilizado por um periodo de 6 minutos. O piso do aparato foi
limpo com uma solucéo de alcool 10% entre os testes (RODRIGUES et
al., 2002).
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Figura 1. 2. Teste do campo aberto (TCA).

O camundongo é colocado em uma caixa e durante o periodo de 6
minutos é contabilizado o nimero de quadrantes cruzados como
pardmetro de locomocdo. Fonte: Do autor.

1.1.5. Tratamentos farmacolégicos

Para verificar um possivel envolvimento do sistema
serotonérgico no efeito tipo-antidepressivo do AU, os camundongos
foram administrados com PCPA (100 mg/kg, i.p.), um inibidor da
enzima triptofano hidroxilase, envolvida na sintese de 5-HT, por 4 dias
consecutivos. Trinta minutos ap6s a ultima administragdo de PCPA foi
administrado AU (0,1 mg/kg, p.0.) e decorridos 60 minutos os
camundongos foram submetidos aos testes comportamentais. Em outra
série de experimentos, foi avaliado o efeito combinado da administracdo
de uma dose sub-efetiva de AU (0,001 mg/kg, p.o.) com uma dose sub-
efetiva de fluoxetina (5 mg/kg, p.0.), 60 minutos apds a administracao.
A dose sub-efetiva de fluoxetina foi previamente selecionada pela
administragdo de diferentes doses (5 e 10 mg/kg, p.0.) e posterior
avaliagdo comportamental no TSC e TCA 60 minutos apés a
administracdo.

A fim de verificar o papel do sistema noradrenérgico no efeito
tipo-antidepressivo do AU os camundongos foram administrados com
AMPT (100 mg/kg, i.p.), um inibidor da enzima tirosina hidroxilase,
envolvida na sintese de NE e DA. Apos 4 horas foi administrado AU
(0,1 mg/kg, p.o.) e decorridos 60 minutos os camundongos foram
submetidos aos testes comportamentais. Ainda, o efeito da
administracdo combinada de uma dose sub-efetiva de AU (0,001 mg/kg,
p.o.) com uma dose sub-efetiva de reboxetina (2 mg/kg p.o.), um
antidepressivo ISRN, também foi avaliado 60 minutos apds a
administracdo. A dose sub-efetiva de reboxetina foi previamente
selecionada pela administragdo de diferentes doses (2 e 20 mg/kg, p.o.)
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e posterior avaliagdo comportamental no TSC e TCA 60 minutos apds a
administragdo.

Para avaliar a participacdo do sistema glutamatérgico no efeito
tipo-antidepressivo do AU, os camundongos foram tratados com AU
(0,1 mg/kg, p.0.) e ap6s 45 minutos foi administrado NMDA (0,1
pmol/mouse, i.c.v.), um agonista seletivo de receptores NMDA. Apds
15 minutos os animais foram submetidos aos testes comportamentais.
Em outra série de experimentos, camundongos foram administrados
com uma dose sub-efetiva de AU (0,001 mg/kg, p.o.) e apds 30 minutos
foram administrados com uma dose sub-efetiva de cetamina (0,1 mg/kg,
i.p.), um antagonista de receptores NMDA, sendo avaliados nos testes
comportamentais apés 30 minutos. Também foi investigada a
administragdo combinada de uma dose sub-efetiva de AU (0,001 mg/kg.
p.0.) com uma dose sub-efetiva de MK-801 (0,001 mg/kg, p.0.), um
antagonista de receptores NMDA. Sessenta minutos apés a
administracdo dos agentes farmacolégicos foram realizados os testes
comportamentais.

O envolvimento do sistema opidide foi verificado pela
administracdo de naloxona (1 mg/kg, i.p.), um antagonista ndo seletivo
de receptores opidides, seguida, apés 15 minutos, da administracdo de
AU (0,1 mg/kg, p.o.) e avaliacdo comportamental apds 60 minutos.

Os agentes foram administrados em um volume de 10 ml/kg de
peso corporal, exceto NMDA, administrado via i.cv. (5
pl/camundongo). A dose de NMDA utilizada foi selecionada baseada
em estudos prévios que realizaram uma curva dose-resposta, ndo tendo
apresentado nenhum sinal de toxicidade aparente nem alteracdes
locomotoras. Os grupos controle receberam veiculo apropriado. As vias
de administracdo e doses utilizadas neste estudo, incluindo a dose ativa
e sub-efetiva do AU, foram baseadas em estudos prévios do nosso
laboratério e da literatura que confirmam a eficacia dos protocolos
acima descritos (MACHADO et al., 2008; BETTIO et al.,, 2012;
MACHADO et al., 2012c; BERROCOSO et al., 2013; CUNHA et al.,
2013).

1.1.6. Administragdo i.c.v.

A administracdo i.c.v. foi realizada com a utilizacdo de uma
micro seringa (25 pl, Hamilton) conectada a uma agulha de ago
inoxidavel de 26-gauge, inserida perpendicularmente 2 milimetros de
profundidade através do crénio dos camundongos (LAURSEN e
BELKNAP, 1986). Os animais foram levemente anestesiados com éter
(apenas o necessario para a perda do reflexo postural) e em seguida
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contidos delicadamente para injecéo i.c.v.. A esterilizacdo dos materiais
foi realizada utilizando gaze com etanol a 70%. A agulha foi inserida
unilateralmente (1 mm) no ponto médio equidistante entre os olhos, a
uma distancia igual entre os olhos e os ouvidos e perpendicular ao plano
do cranio. Um volume de 5 pl de solugdo salina estéril (veiculo) ou
droga (dissolvida em solucdo salina estéril) foi injetado diretamente no
ventriculo lateral esquerdo. Os camundongos exibiram comportamento
normal em um periodo de 1 minuto apo6s a injecdo (CUNHA et al.,
2013).

1.1.7. Anélise estatistica

Os resultados foram analisados por andlise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias, seguida de teste post hoc de Newman-
Keuls quando apropriado. Foram considerados significativos valores de
p<0,05.

1.2. Resultados

1.2.1. Envolvimento do sistema serotonérgico no efeito tipo-
antidepressivo do AU no TSC

A Figura 1.3A demonstra que o AU (0,1 mg/kg) possui efeito
tipo-antidepressivo no TSC uma vez que é capaz de diminuir o tempo de
imobilidade em relacdo o grupo controle. Ainda, o tratamento com
PCPA, impediu a diminuicéo do tempo de imobilidade do AU. Nenhum
tratamento causou alteracfes no parametro de locomogdo no TCA
(Figura 1.3B). A ANOVA de duas vias revelou efeito significativo para
o tratamento com AU [F (1,28)=10,17, p<0,01], mas ndo para O
tratamento com PCPA [F (1,28)=1,97, p=0,17] ou interacdo AU x PCPA
[F (1,28)=2,57, p=0,12] para o tempo de imobilidade no TSC. A
ANOVA néo revelou efeito significativo para o tratamento com AU [F
(1,28)=0,04, p=0,84], PCPA [F (1,28)=0,45, p=0,51] ou interacdo AU x
PCPA [F (1,28)=0,30, p=0,59] para o nimero de cruzamentos no TCA.

As Figuras 1.3C e D mostram o efeito da fluoxetina (5-10
mg/kg, p.o.) no TSC e TCA, respectivamente. A ANOVA de uma via
mostrou um efeito significativo do tratamento [F(2,21)=18,08, p<0,01]
para o tempo de imobilidade no TSC e nenhum efeito significativo
[F(2,21)=0,52, p=0,60] para o nimero de cruzamentos no TCA. O teste
post-hoc revelou que apenas os animais tratados com a dose de 10
mg/kg de fluoxetina apresentaram uma reducéo significativa no tempo
de imobilidade no TSC. Baseado nestes resultados, a dose de 5 mg/kg
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de fluoxetina foi selecionada como dose sub-efetiva para ser usada em
associacdo com a dose sub-efeitiva de AU em experimentos posteriores.

A Figura 1.3E mostra que a administracdo conjunta de doses
sub-efetivas de AU (0,001 mg/kg, p.o.) com fluoxetina (5 mg/kg, p.o.),
foi capaz de produzir um efeito tipo-antidepressivo no TSC, sem causar
alteragGes na atividade locomotora dos camundongos no TCA (Fig.
1.3F). A ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo para o
tratamento com AU [F (1,28)=5,70, p<0,05], fluoxetina [F (1,28)=7,92,
p<0,01] e para a interacdo AU x fluoxetina [F (1,28)=4,72, p<0,05] para
0 TSC. A ANOVA de duas vias ndo demonstrou efeito para o
tratamento com AU [F (1,28)=0,52, p=0,48], fluoxetina [F
(1,28)=0,0008, p=0,98] ou interacdo AU x fluoxetina [F (1,28)=0,02,
p=0,89] para o TCA.
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Figura 1. 3. Envolvimento do sistema serotonérgico no efeito tipo-

antidepressivo do AU no TSC.

Efeito do pré-tratamento com PCPA (100 mg/kg, i.p., 4 dias) em
prevenir o efeito tipo-antidepressivo do AU no TSC (A) na atividade
locomotora no TCA (B). Efeito da administracdo de fluoxetina (5-10
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mg/kg, p.0.) no TSC (C) e no TCA (D). Efeito da coadministragdo de
doses sub-efetivas de AU (0,001 mg/kg) com fluoxetina (5 mg/kg) no
TSC e no TCA (F). Os valores estdo expressos como media + E.P.M.
(n=8). * p<0,05 e ** p<0,01 quando comparado ao veiculo, # p<0,05
guando comparado ao grupo AU. ANOVA de duas vias para 0s painéis
A, B, E e F, e ANOVA de uma via para os painéis C e D, seguidas de
teste post hoc de Newman-Keuls.

1.2.2. Envolvimento do sistema noradrenérgico no efeito tipo-
antidepressivo do AU no TSC

Os resultados apresentados na Figura 1.4A mostram que o pré-
tratamento com AMPT foi capaz de prevenir o efeito tipo-antidepressivo
do AU no TSC. A Figura 1.4B mostra que nenhuma das administracdes
utilizadas causou alteracdo da atividade locomotora dos camundongos
no TCA. A ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo para o
tratamento com AUJF (1,28)=19,87, p<0,01], AMPT [F (1,28)=23,80,
p<0,01] e interacdo AU x AMPT [F (1,28)=17,57, p<0,01] parao TSC e
nenhum efeito significativo para o tratamento com AU [F (1,28)=0,09,
p=0,76], AMPT [F (1,28)=0,06, p=0,81] ou interacdo AU x AMPT [F
(1,28)=0,83, p=0,37] para 0 TCA.

As Figuras 1.4C e D mostram o efeito da reboxetina (2-20
mg/kg, p.0.) no TSC e TCA, respectivamente. A ANOVA de uma via
mostrou um efeito significativo do tratamento [F(2,21)=62,38, p<0,01]
para o tempo de imobilidade no TSC e nenhum efeito significativo
[F(2,21)=0,34, p=0,72] para o nimero de cruzamentos no TCA. A
andlise de post-hoc revelou que apenas 0s animais tratados com a dose
de 20 mg/kg de reboxetina tiveram uma reducdo significativa no tempo
de imobilidade no TSC. Baseada nestes resultados a dose de 2 mg/kg de
reboxetina foi selecionada como dose sub-efetiva para ser usada em
associacdo com a dose sub-efeitiva de AU.

Os resultados da Figura 1.4E mostram que a administragdo
conjunta de doses sub-efetivas de AU (0,001 mg/kg, p.o.) com
reboxetina (2 mg/kg, p.o.) foi capaz de produzir um efeito tipo-
antidepressivo no TSC sem causar alteragdes na locomocao avaliada no
TCA (Figura 1.4F). A ANOVA de duas vias mostrou um efeito
significativo para o tratamento com AU [F (1,28)=4,41, p<0,05],
reboxetina [F (1,28)=5,20, p<0,05] e interagdo AU X reboxetina [F
(1,28)=4,64, p<0,05] para 0 TSC e nenhum efeito significativo para o
tratamento com AU [F (1,28)=0,17, p=0,68], reboxetina [F (1,28)=0,42,
p=0,52] e interagdo AU x reboxetina [F (1,28)=0,27, p=0,61] para o
TCA.



75

4 horas 40 min.
Al | Ly 1sc/tea
B | AMPT (100 ma/ka.ip.) | AU (0.1 mg/kg. p.o.) I
60 min.
c| L
1SC/TCA
D [ Reboxetina (2 cu 20 mg/kg, p.c.) r
60 min.
E | L TSC/TCA
| Reboxetina (2 mg/kg, p.c.) + AU (0,001 ma/kg. p.o.) I—'

I:I Veiculo I:l Veiculo
3 Awet 3 awer
A B
s 250: w4 g ®
g 20 5
= § a0
Z 150 ** 5
3 2
E S 3
< 100 3
8 52
o e
g s 210
@ 3
= 0. z
Veiculo AU (0,1 mg/kg) Veiculo AU (0,1 mg/kg)
[ veicuo [ veicuio
|:| Reboxetina (2 mg/kg) |:| Reboxetina (2 mg/kg)
[ Reboxetina (20 mgikg) [ Revoetina (20 mgikg)
Cc D
250
@ g 70
@ 2 60
& 200 J— 5
2 — g 50
= 150, g T
8 2 40
G
£ 100 o 30
3 i S 2
10
2 2
I:I Veiculo I:I Veiculo
|:| Reboxetina |:| Reboxetina
E F
250 ., 60
z 2
2 200 § %
-l —_
£ E= - §
3 150- E
E S 3
< 100 )
$ T2
g e
g 5o £ 10
5 S
& z
Veiculo AU (0,001 mg/kg) Veiculo AU (0,001 mg/kg)

Figura 1. 4. Envolvimento do sistema noradrenérgico no efeito tipo-
antidepressivo do AU no TSC.

Pré-tratamento com AMPT prevenindo o efeito tipo-antidepressivo do
AU no TSC (A) e na atividade locomotora no TCA (B). Efeito da
administracdo de reboxetina (2-20 mg/kg, p.o.) no TSC (C) e no TCA
(D). Efeito da coadministracdo de doses sub-efetivas de AU (0,001
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mg/kg) com reboxetina (2 mg/kg) no TSC e no TCA (F). Os valores
estdo expressos como media = E.P.M. (n=8). ** p<0,01 quando
comparado ao veiculo, ## p<0,01 quando comparado ao grupo AU.
ANOVA de duas vias para os painéis A, B, E e F, e ANOVA de uma via
para os painéis C e D, seguidas de teste post hoc de Newman-Keuls.

1.2.3. Envolvimento do sistema glutamatérgico no efeito tipo-
antidepressivo do AU no TSC

A Figura 1.5A mostra que o tratamento com NMDA (0,1
pmol/camundongo, i.c.v.) ndo foi capaz de prevenir o efeito tipo-
antidepressivo do AU no TSC. Ainda, nenhum dos tratamentos causou
alteracdo na atividade locomotora dos camundongos (Figura 1.5B). A
ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo para o tratamento
com AU [F (1,28)=29,31, p<0,01], mas ndo para o tratamento com
NMDA [F (1,28)=0,0015, p=0,97] ou interacdo AU x NMDA [F
(1,28)=0,29, p=0,60] para 0 TSC e nenhum efeito significativo para o
tratamento com AU [F (1,28)=0,55, p=0,46], NMDA [F (1,28)=0,10,
p=0,75] ou interacdo AU x NMDA [F (1,28)=0,05, p=0,83] para o TCA.

Os resultados apresentados na Figura 1.5C mostram que o
tratamento com uma dose sub-efetiva de cetamina (0,1 mg/kg, i.p.) ndo
foi capaz de potencializar o efeito de uma dose sub-efetiva de AU
(0,001 mg/kg, p.0.) no TSC, assim como ndo alterou a atividade
locomotora no TCA (Figura 1.5D). A ANOVA de duas vias ndo
mostrou efeito significativo para o tratamento com AU [F (1,28)=0,02,
p=0,90], cetamina [F (1,28)=0,56, p=0,46] ou interacdo AU X cetamina
[F (1,28)=0,14, p=0,71] para 0 TSC e também para o tratamento com
AU [F (1,28)=0,11, p=0,74], cetamina [F (1,28)=0,28, p=0,60] ou
interacdo AU x cetamina [F (1,28)=0,53, p=0,47] para o TCA. Da
mesma maneira, a Figura 1.5E mostra que o tratamento com uma dose
sub-efetiva de MK-801 (0,001 mg/kg, p.0.) ndo foi capaz de
potencializar o efeito de uma dose sub-efetiva de AU (0,001 mg/kg,
p.0.) no TSC e ndo alterou a atividade locomotora no TCA (Figura
1.5F). A ANOVA de duas vias ndo demonstrou efeito significativo para
o0 tratamento com AU [F (1,28)=0,0002, p=0,99], MK-801 [F
(1,28)=0,39, p=0,54] ou interacdo AU x MK-801 [F (1,28)=0,05,
p=0,82] para o TSC e também ndo para o tratamento com AU [F
(1,28)=0,08, p=0,78], MK-801 [F (1,28)=0,27, p=0,61] ou AU x MK-
801 [F (1,28)=0,02, p=0,89] para o TCA.
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Figura 1. 5. Envolvimento do sistema glutamatérgico no efeito tipo-
antidepressivo do AU no TSC.

Efeito do tratamento com NMDA no efeito tipo-antidepressivo induzido
pelo AU no TSC (A) e no TCA (B). Efeito do tratamento com doses
sub-efetivas de AU (0,001 mg/kg) e cetamina, ou MK-801 no TSC (C e
E) e no TCA (D e F). Os valores estdo expressos em média £ E.P.M. **
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p<0,01 quando comparado ao veiculo. ANOVA de duas vias seguida de
teste post hoc de Newman-Keuls.

1.2.4. Envolvimento do sistema opitide no efeito tipo-antidepressivo do
AU no TSC

Os resultados apresentados na Figura 1.6A mostram que o pré-
tratamento com naloxona ndo foi capaz de prevenir o efeito tipo-
antidepressivo do AU no TSC. Nenhum tratamento causou alteracdo da
atividade locomotora dos camundongos (Figura 1.6B). A ANOVA de
duas vias mostrou efeito significativo para o tratamento com AU [F
(1,28)=18,97, p<0,01], mas ndo para naloxona [F (1,28)=0,0021,
p=0,96] ou interacdo AU x naloxona [F (1,28)=0,75, p=0,39] para o
TSC. Nenhum efeito significativo foi encontrado para o tratamento com
AU [F (1,28)=0,23, p=0,63], naloxona [F (1,28)=0,11, p=0,74] e
interacdo AU x naloxona [F (1,28)=0,30, p=0,59] para o TCA.
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Figura 1. 6. Envolvimento do sistema opioide no efeito tipo-antidepressivo
do AU no TSC.

Efeito do pré-tratamento com naloxona no efeito tipo-antidepressivo do
AU no TSC (A) e no TCA (B). Os valores estdo expressos em media +
E.P.M. * p=0,05 quando comparado ao veiculo. ANOVA de duas vias
seguida de teste post hoc de Newman-Keuls.
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1.3. Discussdo

Os resultados apresentados neste estudo mostram o
envolvimento dos sistemas serotonérgico e noradrenérgico, mas nao dos
sistemas glutamatérgico e opidide, no efeito tipo-antidepressivo do AU
no TSC. O TSC é um teste comportamental bem validado para a
avaliacdo da atividade tipo-antidepressiva de compostos e também para
a avaliacdo dos mecanismos envolvidos na depressdo (STERU et al.,
1985; CRYAN, MOMBEREAU e VASSOUT, 2005). Neste teste, 0s
camundongos sdo submetidos a uma situacdo inescapavel
desenvolvendo uma postura imdvel, sendo que a administracdo de
antidepressivos e também de compostos com efeito tipo-antidepressivo
promove um comportamento de tentativa de escape e consequente
diminuigdo do tempo total de imobilidade do animal durante o teste
(CRYAN, MOMBEREAU e VASSOUT, 2005). Para descartar a
possibilidade de que uma reducdo no tempo total de imobilidade dos
animais possa ter ocorrido devido a um aumento na atividade
locomotora, os animais sdo submetidos ao TCA, o qual avalia a
locomogdo espontdnea do animal (RODRIGUES et al., 1996;
RODRIGUES et al., 2002). Neste trabalho nenhum dos tratamentos
realizados causaram alteracGes na locomocgdo espontanea no TCA dos
animais, indicando desta forma que os resultados obtidos no TSC nao
estdo diretamente relacionados a uma possivel alteracdo da atividade
locomotora.

Diferentes trabalhos demonstram que extratos de plantas que
possuem o AU como um dos seus principais constituintes, como
Rosmarinus officinalis e Eugenia brasiliensis, apresentam um efeito
tipo-antidepressivo relacionado com a participacdo do sistema
monoaminérgico (COLLA et al., 2012; MACHADO et al., 2012b;
MACHADO et al, 2013). Ainda, o AU é um dos principais
constituintes do extrato de frutas de Gardenia jasminoides, o qual
apresentou atividade inibitéria das enzimas MAO-A e MAO-B e
também aumentou a concentracdo de 5-HT em tecido cerebral de ratos
(HWANG, 2003; HWANG e PARK, 2007). Quando isolado de
Gardenia jasminoides, o AU exibiu fraca inibicdo de MAO-B e
significativainibicdo de dopamina-p-hidroxilase, uma enzima limitante
na sintese de NE e DA (KIM, KIM e HWANG, 2012). De fato, em
trabalho prévio do nosso grupo, foi demonstrado o efeito tipo-
antidepressivo do AU no TSC, bem como a participacdo do sistema
dopaminérgico, sugerindo uma ativacdo dos receptores dopaminérgicos
D; e D, neste efeito (MACHADO et al., 2012c).
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Diversos estudos indicam que as monoaminas (5-HT, NE e DA)
possuem um papel importante na etiologia da depressao e nos efeitos de
diferentes terapias antidepressivas (ELHWUEGI, 2004; HAMON e
BLIER, 2013). De acordo, os mecanismos de acdo dos antidepressivos
comercialmente disponiveis envolvem o aumento da biodisponibilidade
de monoaminas no cérebro e este aumento estd diretamente ligado a
eficacia terapéutica dos farmacos (BLIER, 2001; HAMON e BLIER,
2013). Além disso, estudos realizados durante os ultimos 30 anos
demonstram a existéncia de interacdes funcionais entre os sistemas
serotonérgico, noradrenérgico e dopaminérgico, incluindo na depressao
e na terapia antidepressiva (HAMON e BLIER, 2013).

Uma importante estratégia farmacoldgica para a investigagao de
compostos com efeito tipo-antidepressivo baseia-se na deplegdo de
monoaminas, a qual permite avaliar a participagdo de diferentes
sistemas de neurotransmissores na atividade destes compostos
(O'LEARY et al., 2007). Neste sentido, foi utilizado o PCPA, um
inibidor seletivo da enzima triptofano hidroxilase, uma enzima limitante
na biossintese de 5-HT, como ferramenta farmacoldgica para depletar os
niveis de 5-HT cerebral (KOE e WEISSMAN, 1966; O'LEARY et al.,
2007). A administracdo de PCPA foi capaz de prevenir completamente o
efeito tipo-antidepressivo do AU no TSC, indicando que este efeito é
dependente da disponibilidade de 5-HT na fenda sinéptica. Reforgcando
esta hipdtese, demonstramos que a administracdo conjunta de doses sub-
efetivas de AU com fluoxetina, antidepressivo ISRS, produziram uma
resposta antidepressiva ndo alcangada pelo tratamento com somente um
dos compostos. De acordo, diversas evidéncias demonstram que a
terapia antidepressiva pode ter sua efetividade devido a um aumento da
neurotransmissdo serotonérgica (NEMEROFF e OWENS, 2002;
ELHWUEGI, 2004; HAMON e BLIER, 2013).

Diversos estudos experimentais e clinicos também demonstram
um papel fundamental do sistema noradrenérgico na etiologia da
depressdo e compostos que atuam neste sistema tem sido
extensivamente estudados e utilizados na pratica clinica (NEMEROFF e
OWENS, 2002; ELHWUEGI, 2004; DELL'OSSO et al., 2011;
HAMON e BLIER, 2013). Neste sentido, a utilizagdo do AMPT, um
inibidor da sintese de NE e DA, torna-se uma importante ferramenta
para o estudo da participacdo destes neurotransmissores no efeito tipo-
antidepressivo de compostos. De acordo, dados clinicos demonstram
gue o AMPT pode causar um aumento nos sintomas depressivos na
escala de depressdo de Hamilton (MILLER et al., 1996). Nossos
resultados demonstram que a administracdo de AMPT impediu o efeito
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tipo-antidepressivo do AU no TSC. Estes resultados podem ser
relacionados a reducdo da biodisponibilidade de NE e/ou DA a nivel
central (MAYORGA et al., 2001). Para avaliar de maneira mais direta a
participacdo do sistema noradrenérgico no efeito do AU, avaliamos a
administracdo conjunta de AU com reboxetina, antidepressivo ISRN. O
efeito tipo-antidepressivo demonstrado neste protocolo experimental
indica e reforca a participacdo do sistema noradrenérgico no efeito tipo-
antidepressivo do AU no TSC.

Além do sistema monoaminérgico, outros sistemas de
neurotransmissores tém sido relacionados a depressao. Diversos estudos
demonstram o envolvimento do sistema glutamatérgico na fisiopatologia
dos transtornos de humor, bem como a capacidade de antagonistas de
receptores NMDA produzirem efeitos antidepressivos (TRULLAS e
SKOLNICK, 1990; LAYER et al., 1995; ZARATE et al., 2013). Os
resultados deste estudo demonstram que o tratamento dos camundongos
com NMDA, agonista de receptores NMDA, néo foi capaz de prevenir o
efeito tipo-antidepressivo do AU no TSC, sugerindo que o AU néo
excerce efeito tipo-antidepressivo relacionado a um antagonismo dos
receptores NMDA.. Corroborando com esta concluséo, o tratamento com
doses sub-efetivas de MK-801, bem como de cetamina, antagonistas de
receptores NMDA, em conjunto com AU, ndo foi capaz de promover
uma diminuicdo do tempo de imobilidade dos camundongos no TSC,
reforcando assim que o efeito tipo-antidepressivo do AU ndo é mediado
por uma modulac&o dos receptores NMDA.

Outro sistema de neurotransmissor envolvido nos transtornos de
humor é o sistema opitide. Evidéncias farmacoldgicas, neuroquimicas e
comportamentais suportam esta hipotese (PICKAR et al., 1980;
MANSOUR et al., 1988; TEJEDOR-REAL et al., 1995). Neste sentido,
ensaios clinicos indicam efeito antidepressivo de opidides como [3-
endorfina e buprenorfina (DARKO et al., 1992; BODKIN et al., 1995) e
diminuicdo da atividade opidide enddgena em pacientes depressivos
(PICKAR et al., 1980). Como ferramenta farmacoldgica, a naloxona,
um antagonista de receptores opidides, pode ser utilizada em estudos
pré-clinicos para investigar a participacdo do sistema opidide na
atividade de compostos, podendo bloguear o efeito tipo-antidepressivo
de compostos que interagem com este sistema (KASTER et al., 2007,
GONCALVES et al., 2012; BERROCOSO et al., 2013). Neste trabalho
a administracdo de naloxona nédo foi capaz de prevenir o efeito tipo-
antidepressivo do AU no TSC, sugerindo que o sistema opioide néo esta
envolvido no efeito do AU. A literatura demonstra interagfes entre 0s
sistemas opidide e glutamatérgico em diferentes &reas cerebrais
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(COUTINHO-NETTO, ABDUL-GHANI e BRADFORD, 1980; HILL e
BROTCHIE, 1995). De fato, a inibicdo de receptores NMDA pode
aumentar o0s niveis de opidides endogenos no SNC (MAZE e
FUJINAGA, 2000), e assim, antagonistas de receptores opidides
constituem-se em ferramentas farmacolégicas para a busca de
compostos que blogueiam a hiperatividade glutamatérgica,
(SCHROEDER et al., 1998) e consequentemente para a investigacéo de
compostos que interagem com o sistema glutamatérgico (BROCARDO
et al., 2009). De acordo com essa hipoOtese, neste trabalho nem a
administragdo de agonista de receptores NMDA (NMDA) ou de
antagonista de receptores opiodides (naloxona) foi capaz de bloquear o
efeito tipo-antidepressivo do AU no TSC.

Os resultados apresentados no presente estudo sugerem que 0
efeito tipo-antidepressivo do AU no TSC envolve a participagdo dos
sistemas serotonérgico e noradrenérgico. Estes resultados, em conjunto
com resultados de um trabalho prévio do nosso grupo, que demonstra o
envolvimento do sistema dopaminérgico no efeito do AU (MACHADO
et al.,, 2012c), contribuem para a hip6tese de que 0s niveis de
monoaminas centrais estdo envolvidos na resposta tipo-antidepressiva
do AU. Estes dados sdo consistentes com a hipdtese de que 0s sistemas
serotonérgico, noradrenérgico e dopaminérgico contribuem para a
eficacia da terapia antidepressiva (HAMON e BLIER, 2013). Dados
sugerem que 0s antidepressivos mais comumente prescritos atuam
aumentando a disponibilidade de 5-HT ou NE, de maneira seletiva ou
nao (SHAW et al., 2007), contudo os antidepressivos que atuam
seletivamente em um (nico sistema de neurotransmissor levam a uma
diminuicdo dos sintomas depressivos em uma porcentagem limitada de
pacientes e parecem ser menos efetivos em prevenir a recorréncia dos
sintomas (HAMON e BLIER, 2013). Desta forma, uma estratégia
crescente no desenvolvimento de novos tratamentos antidepressivos € a
utilizacdo de inibidores triplos de recaptacdo de monoaminas, 0s quais
inibem a recaptacdo de 5-HT, NE e DA e tém sido sugeridos como
terapias mais eficazes e que necessitam de menos tempo de tratamento
para produzir efeito terapéutico quando comparados aos antidepressivos
inibidores seletivos ou duais de recaptagdo de monoaminas (LIANG et
al., 2008). Neste sentido, 0 AU pode ser considerado como um agente
antidepressivo de grande interesse na busca por uma resposta mais
rapida ao tratamento, remissdo dos sintomas e melhora da qualidade de
vida dos pacientes depressivos, uma vez que parece exercer efeito tipo-
antidepressivo dependente da modulagdo dos sistemas serotonérgico,
noradrenérgico e dopaminérgico. Além disso, o efeito somatério
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encontrado quando administrado em conjunto com bupropiona
(MACHADO et al., 2012c), fluoxetina e reboxetina (neste trabalho),
sugerem que este composto pode também potencializar a efetividade dos
antidepressivos disponiveis no mercado. Considerando estes fatos, em
conjunto com o efeito neuroprotetor do AU relatado em outros estudos
(HONG, JEONG e JUN, 2012; LI et al., 2013) e o perfil farmacolégico
seguro deste composto (AGGARWAL, TAKADA e OOMMEN, 2004),
0 AU pode ser considerado um composto de interesse em futuras
investigacdes para o tratamento da depress&o.

Este capitulo originou o Artigo: Colla, A.R.; Oliveira. A.; Pazini
F.L.; Rosa, J.M.; Manosso, L.M.; Cunha, M.P.; Rodrigues, A.L.
Serotonergic and noradrenergic systems are implicated in the
antidepressant-like effect of ursolic acid in mice. Pharmacol Biochem
Behav, v. 124, p. 108-16, 2014.
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CAPITULO 2. A ADMINISTRACAO DE ACIDO URSOLICO
PROTEGE CONTRA O COMPORTAMENTO TIPO-
DEPRESSIVO INDUZIDO PELO ESTRESSE CRONICO
IMPREVISIVEL EM CAMUNDONGOS

Diferentes trabalhos sustentam a hipdtese de que a depressdo
estéd fortemente associada com o estresse. Eventos estressantes durante a
vida parecem aumentar o risco para 0 desencadeamento da depressao e
serem responsaveis por até 80% dos casos da doenca (BROWN e
HARRIS, 1978; HAMMEN, 2005). Um dos protocolos de estresse mais
utilizados para a pesquisa pré-clinica com depressdo € o protocolo do
ECI, considerado efetivo em induzir comportamento tipo-depressivo em
animais e consequentemente para a investigacdo de compostos com
efeito tipo-antidepressivo (ANISMAN e MATHESON, 2005). No ECI,
0s animais sdo submetidos a diferentes estressores por um determinado
periodo de tempo (14 dias neste trabalho) e ao final do protocolo
apresentam um comportamento tipo-depressivo em diferentes testes
comportamentais, assim como alteragdes na expressdo génica de
proteinas pré-apoptéticas e anti-apoptéticas em diferentes regides
encefalicas relacionadas a depressdo, como o hipocampo (LU et al.,
2006; KOSTEN et al., 2008; WANG, Y. et al., 2011; MORETTI et al.,
2012; DING et al., 2014; YU et al., 2014).

Uma vez que o AU apresenta efeito tipo-antidepressivo em
diferentes testes preditivos de atividade tipo-antidepressiva (TSC e
TNF) e considerando que o estresse cronico € um fator fortemente
associado a depressdo, o objetivo do trabalho apresentado neste capitulo
foi investigar pela primeira vez se o tratamento repetido com AU seria
capaz de proteger contra as altera¢fes comportamentais (comportamento
tipo-depressivo) induzidas pelo ECI em camundongos, bem como
verificar os niveis séricos de corticosterona e de RNAm das proteinas
envolvidas na sobrevivéncia (Bcl-2) e na morte celular (Bax) no
hipocampo destes animais.

2.1. Materiais e métodos

2.1.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (40-45 g, de
aproximadamente 60 dias de idade) mantidos sob condi¢des padrdo de
biotério (ver item 4.1.1.), aclimatizados na sala de experimentacdo 24
horas antes dos testes comportamentais. Os experimentos, aprovados
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pela CEUA da UFSC (protocolo n° PP00795), foram realizados durante
o ciclo claro, sendo gravados e avaliados por experimentador que
desconhecia 0s grupos experimentais, utilizando grupos independentes
de animais (n=8 para 0s testes comportamentais, n=6 para dosagem de
corticosterona e n=3 para gRT-PCR no hipocampo).

2.1.2. Ferramentas farmacoldgicas e tratamento

O AU (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) foi
dissolvido em agua destilada com 10% de Tween 80 e fluoxetina em
agua destilada. Ambos foram administrados oralmente em um volume
constante de 10 ml/kg, AU em uma dose de 0,1 mg/kg e fluoxetina em
uma dose de 10 mg/kg por peso corporal e 0s grupos controle receberam
veiculo apropriado, uma vez por dia durante os Gltimos 7 dias do ECI
(Figura 2.1). Para este trabalho os animais foram divididos em 6 grupos:
(1) ndo-estressados + veiculo; (2) ndo-estressados + AU; (3) nao-
estressados + fluoxetina; (4) estressados + veiculo; (5) estressados +
AU; (6) estressados + fluoxetina.

| ECI | 5C / ST/ TCA

RT-PCR (Bcl-2 / Bax)
| | AU (0.1 mg/kg.p.o.) | 15 £lisa (Corlicosteronc)
0 7 Fu(10mg/kg.p.o]14

Figura 2. 1. Protocolo experimental.

O ECI possuiu duracdo de 14 dias. Do sétimo ao décimo quarto dia os
animais foram tratados com AU ou fluoxetina. No décimo quinto dia de
protocolo os camundongos foram submetidos aos testes
comportamentais bem como tiveram o hipocampo e soro coletados para
analises posteriores.

2.1.3. Procedimento experimental

O protocolo do ECI foi constituido por diferentes estressores
aplicados em diferentes horéarios pelo periodo de 14 dias (Quadro 1), de
acordo com estudos prévios (LU et al., 2006). Durante o periodo do
protocolo, os animais controles foram mantidos em suas caixas. No
décimo quinto dia, 24 horas apds o ultimo tratamento farmacoldgico, os
animais foram submetidos aos testes comportamentais, TSC, TCA ou
teste de borrifagem de sacarose (TBS).
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Quadro 4. Protocolo de comportamento tipo-depressivo induzido pelo
protocolo do estresse imprevisivel.

Dia | Agente Horério
1 Confinamento (1.5h) 14:00h
2 Banho frio (15°C — 5 min.) 09:30h
3 Maravalha molhada/caixa inclinada 45° (16h) 10:30-
14:30h
4 Confinamento frio (8 °C — 7 min.) 18:00h
5 Prendedor na cauda, com algoddo (10 min.) 13:30h
6 Nado forgado (6 min.) 14:00h
7 Confinamento (1.5h) 09:30h
8 Choque (0,7 mA — 3 pulsos de 50ms / 3 min.) 11:00h
9 Banho frio (15°C — 5 min.) 16:30h
10 Maravalha molhada/caixa inclinada 45° (16h) 08:30h
11 Choque (0,7 mA — 3 pulsos de 50ms / 3 min.) 17:30h
12 Confinamento frio (8 °C — 7 min.) 10:00h
13 Prendedor na cauda, com algoddo (10 min.) 14:30h
14 Choque (0,7 mA — 3 pulsos de 50ms / 3 min.) 09:00h

2.1.4. Teste de suspensdo pela cauda (TSC)
O TSC foi realizado conforme descrito anteriormente (item
1.1.3).

2.1.5. Teste de borrifagem de sacarose (TBS)

O TBS consiste na borrifagem de uma solucdo de &gua
contendo 10% de sacarose no dorso do camundongo (Figura 2.2A),
seguida da alocacdo em um funil de vidro (Figura 2.2B), permitindo
assim a observagdo do animal (9 x 7 x 11 cm). A solucéo, por ser
viscosa, faz com que o animal inicie um comportamento de
autolimpeza. Apo6s a aplicacdo da solucdo de sacarose, a laténcia para o
inicio da autolimpeza e o tempo total de autolimpeza sdo contabilizados
por um periodo de 5 minutos e considerados como um indicador de
autocuidado e comportamento motivacional, considerados como
indicadores de sintomas de depressdo, como comportamento apatico
(WILLNER, 2005; ISINGRINI et al., 2010; MORETTI et al., 2012). O
aparato utilizado foi limpo com uma solu¢do de agua contendo 10% de
alcool entre cada animal testado.
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N

Figura 2. 2. Teste de borrifagem de sacarose (TBS).

No TBS uma solucdo de agua contendo 10% de sacarose é borrifada no
dorso do camundongo (A), em seguida o animal é alocado em um funil
de vidro que permite a observagdo do comportamento de autolimpeza
(B). Fonte: Do autor.

2.1.6. Teste do campo aberto (TCA)

Para avaliar a atividade locomotora espontanea dos
camundongos, 0os mesmos foram individualmente submetidos ao TCA
em uma arena circular (30 cm de diametro), com a base marcada em 12
espagos (Figura 2.3). Os camundongos foram colocados no centro do
aparato e o numero de cruzamentos dos animais nos espagos foi
registrado durante um periodo de 6 minutos. A base do aparato foi limpa
com solucdo de alcool 10% entre os testes. O tempo total na zona
central do aparato (4 quadrantes centrais) foi mensurado como
parametro de ansiedade (KALUEFF, JENSEN e MURPHY, 2007; DIZ-
CHAVES et al., 2012; MACHADO et al., 2012a). A base do aparato foi
limpa com solucéo de alcool 10% entre os testes.



89

Figura 2. 3. Teste do campo aberto circular.
Neste teste 0 camundongo é colocado ao centro de uma arena de 30 cm
de didmetro, dividida em 12 espacos. O numero total de cruzamentos e o
tempo de permanéncia nos 4 quadrantes centrais foram verificados em
um periodo de 6 minutos. Fonte: Do autor.

2.1.7. Extracdo de RNA, sintese de cDNA e reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QRT-PCR)

Os animais foram mortos por decapitacdo e o hipocampo foi
separado e congelado. Posteriormente 0 RNA total foi extraido pelo
método do TRIzol® (Invitrogen, USA), a sintese de cDNA foi realizada
utilizando-se 400 ng de RNA total e transcrito reversivelmente com o
“High-Capacity c¢DNA Reverse Transcription” Kit (Applied
Biosystems®, USA) e realizado conforme instrucGes do fabricante. Para
realizacdo do gRT-PCR foi utilizado o kit “Maxima SYBR Green qPCR
Master Mix (2X)” (Thermo Scientific™, USA) com pequenas
modificacdes no protocolo do fabricante, ao invés de utilizar 12,5 pL de
SYBR green mix e do volume final ser 25 pL, foi usado 5 pL de mix e
volume final de 10 pL. As sequéncias dos genes para Bcl-2 e Bax foram
pesquisadas no sitio do National Center for Bitechnology Information
(NCBI) na base de dados “Gene” e os respectivos “primers” desenhados
de acordo com os exons especificos para cada proteina. As sequéncias
de primers utilizadas foram: Bcl-2 sense (5-
GGTGAACTGGGGGAGGATTGT-3") e anti-sense (5’-
CTTCAGAGACAGCCAGGAGAA-3), Bax sense (5°-
AGAGGATGATTGCCGCCGT-3) e anti-sense (5°-
CAACCACCCTGGTCTTGGATC-3").
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2.1.8. Niveis de corticosterona no soro

Vinte e quatro horas ap6s o protocolo do ECI os animais foram
mortos por decapitacdo e o sangue foi coletado e em seguida
centrifugado a 3000 g por 10 minutos. O soro obtido foi utilizado para a
dosagem de corticosterona por meio de um kit de imunoensaio
enzimatico (Assay Design, Inc. MI, USA) seguindo as instrugdes do
fabricante.

2.1.9. Andlise estatistica

Os resultados foram analisados por andlise de variancia
(ANOVA) de duas vias seguida de teste post hoc de Newman-Keuls
guando apropriado. Foram considerados significativos os valores de
p<0,05.
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2.2. Resultados

2.2.1. Efeito do tratamento com AU no comportamento tipo-depressivo
induzido pela ECI no TSC e ST

A Figura 2.4 mostra que a administracdo repetida de AU e
também de fluoxetina foi capaz de reduzir o tempo de imobilidade dos
camundongos no TSC, exercendo assim um efeito tipo-antidepressivo.
Ainda, o ECI promoveu um comportamento tipo-depressivo dos
camundongos observado pelo aumento no tempo de imobilidade dos
animais no TSC. Tanto a administracdo de AU quanto de fluoxetina foi
capaz de prevenir o comportamento tipo-depressivo induzido pelo ECI,
causando uma diminui¢do no tempo de imobilidade dos animais quando
comparados ao grupo submetido ao ECI. A ANOVA de duas vias
mostrou um efeito significativo do ECI [F (1,42)=12,78, p<0,01], do
tratamento (2,42)=73,08, p<0,01] e da interagdo ECI x tratamento [F
(2,42)=3,40, p<0,05].

250+
200+
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100+
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Tempo de Imobilidade (s)
‘f.ﬂ
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\ AU Flu \ AU Flu

Nao Estressados Estressados

Figura 2. 4. Efeito do AU no comportamento tipo-depressivo induzido pela
ECI no TSC.

Efeito do tratamento repetido com AU (0,1 mg/kg) e fluoxetina (10
mg/kg) no comportamento tipo-depressivo induzido pelo ECI no TSC.
Os valores estdo expressos em média £ E.P.M. (n=8). ** p<0,01 quando
comparado ao veiculo (V). ## p<0,01 quando comparado ao grupo ECI-
V. ANOVA de duas vias seguida de teste post hoc de Newman-Keuls.
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A Figura 2.5A mostra que o ECI foi capaz de aumentar a
laténcia para o inicio do comportamento de autolimpeza no TBS. Esta
alteracdo foi prevenida tanto pelo tratamento com AU quanto com
fluoxetina. A Figura 2.5B mostra que tanto o ECI quanto as
administracdes, ndo foram capazes de causar alteracdo no tempo total de
autolimpeza no TBS. A ANOVA de duas vias mostrou um efeito
significativo do ECI [F (1,42)=5,11, p<0,05], mas nédo do tratamento [F
(2,42)=2,44, p=0,10] ou da interacdo ECI x tratamento [F (2,42)=2,98,
p=0,06] para o tempo de laténcia e um efeito significativo da interacdo
ECl x tratamento [F (2,42)=4,73, p<0,05], mas ndo do ECI [F
(1,42)=1,77, p=0,19] ou do tratamento [F (2,42)=0,59, p=0,56] para 0
tempo de autolimpeza.
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Figura 2. 5. Efeito do AU no comportamento tipo-depressivo induzido pela
ECI noTBS.

Efeito do tratamento repetido com AU (0,1 mg/kg) e fluoxetina (10
mg/kg) em prevenir 0 aumento no tempo de laténcia para a autolimpeza
induzido pelo ECI (A) e no tempo total de autolimpeza no TBS (B). Os
valores estdo expressos em média £ E.P.M. (n=8). ** p<0,01 quando
comparado ao veiculo (V). ## p<0,01 quando comparado ao grupo ECI-
V. ANOVA de duas vias seguida de teste post hoc de Newman-Keuls.
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2.2.2. Efeito do tratamento com AU e do protocolo de ECI na
locomocéo e no tempo no centro no TCA

Os resultados apresentados na Figura 2.6A e 2.6B mostram que
tanto o ECI quanto as administragdes ndo causaram alteragdes na
atividade locomotora e no tempo de permanéncia dos animais ao centro
do aparato no TCA. A ANOVA de duas vias ndo mostrou um efeito
significativo do ECI [F (1,42)=4,02, p=0,06], do tratamento [F
(2,42)=0,57, p=0,57] ou da interacdo tratamento x ECI [F (2,42)=0,97,
p=0,39] para o nimero de cruzamentos e nenhum efeito significativo do
ECI [F (1,42)=0,54, p=0,47], do tratamento [F (2,42)=1,15, p=0,33] ou
da interagcdo ECI x tratamento [F (2,42)=0,13, p=0,88] para o0 tempo no
centro do aparato no TCA.

o

Numero de Cruzamentos >
Tempo no centro (s)

\ AU Flu \ AU Flu

Néo Estressados Estressados Né&o Estressados Estressados

Figura 2. 6. Efeito do tratamento com AU na locomog&o e no
comportamento tipo-ansioso induzido pelo ECI no TCA.

Efeito do tratamento repetido com AU (0,1 mg/kg) e fluoxetina (10
mg/kg) no ndmero de cruzamentos (A) e tempo total de permanéncia no
centro (B) no TCA. Os valores estdo expressos em média = E.P.M.
(n=8).

2.2.3. Efeito do tratamento com AU na expressdo génica (RNAm) de
Blc-2 e Bax

Os resultados apresentados na Figura 2.7A mostram que hao
ocorreram alteragdes significativas para a expressdo génica (RNAm) de
Bcl-2. Em relacdo a expressdo génica de Bax, o protocolo do ECI
causou aumento no RNAm em relacéo ao controle, o qual foi prevenido
pela administracdo repetida de AU (Figura 2.7B). Quando analisada a
razdo relativa da expressdo da proteina anti-apoptética (Bcl-2) em
relagdo a proteina pro-apoptética (Bax), o protocolo ECI reduziu
significativamente a razdo Bcl-2/Bax em relacdo ao controle. Os
tratamentos com AU e fluoxetina causaram um aumento tanto em
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relagdo ao grupo ECI quanto ao grupo controle (Figura 2.7C). A
ANOVA de duas vias ndo mostrou um efeito significativo do ECI [F
(1,12)=0,89, p=0,36], do tratamento [F (2,12)=1,11, p=0,36] ou da
interacdo ECI x tratamento [F (2,12)=0,60, p=0,56] para Bcl-2, efeito
significativo do ECI [F (1,12)=5,05, p<0,05], do tratamento [F
(2,12)=4,82, p<0,05] e da interacdo ECI x tratamento [F (2,12)=4,14,
p=0,56] para Bax e efeito significativo do ECI [F (1,12)=37,87,
p=<0,01], do tratamento [F (2,12)=60,56, p<0,01] e da interacdo ECI x
tratamento [F (2,12)=70,55, p<0,01] para a razdo Bcl2/Bax.

%

NN
N\

Expresséo de B

\2 AU Flu \ AU Fli

c

Né&o Estressados Estressados Né&o Estressados Estressados

Razdo Bcl-2/Bax

Né&o Estressados Estressados

Figura 2. 7. Expressdo génica (RNAm) de Bcl-2 e Bax.

Efeito do tratamento repetido com AU e fluoxetina (Flu) sobre a
expressdo génica (RNAm) de Bcl-2 (A) e Bax (B) e sobre a razéo
relativa Bcl-2/Bax (C) no protocolo do ECI. O grupo controle foi
considerado como 100% de expressdo (A e B) e considerado como valor
1,0 para a razdo relativa. Os valores estdo expressos em média + E.P.M.
(n=3). * p<0,05 e ** p<0,01 quando comparado ao veiculo (V). ##
p<0,05 e ## p<0,01 quando comparado ao grupo ECI-V. ANOVA de
duas vias seguida de teste post hoc de Newman-Keuls.
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2.2.4. Dosagem de corticosterona

Como mostrado na Figura 2.8, tanto o ECI quanto os
tratamentos ndo causaram alteracfes nos niveis de corticosterona no
soro. A ANOVA de duas vias ndo revelou diferencas significativas do
ECI [F (1,30)=0,06, p=0,82], do tratamento [F (2,30)=2,70, p=0,08] ou
da interagdo ECI x tratamento [F (2,30)=0,18, p=0,83].
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Figura 2. 8. Niveis de corticosterona sérica.

Figura 2.8. Efeito do tratamento repetido com AU e fluoxetina nos
niveis séricos de corticosterona dos camundongos submetidos ao ECI.
Os valores estdo expressos em média + E.P.M. (n=6). A ANOVA de
duas vias ndo demonstrou diferengas significativas.

2.3. Discussao

O estresse cronico exerce forte influéncia no desenvolvimento
da depressdo e ansiedade tanto em humanos como em roedores. O
protocolo de ECI foi desenvolvido a fim de mimetizar fatores
ambientais que contribuem para o desencadeamento do transtorno
depressivo em humanos, sendo considerado como um modelo de
validade de face (produz sintomas relacionados com a depressdo), de
constructo (reproduz caracteristicas fisiopatoldgicas semelhantes a
condicdo humana) e preditiva (as alteracfes comportamentais podem ser
revertidas pelo tratamento repetido com antidepressivos) (LU et al.,
2006; BONDI et al., 2008; LARSEN et al., 2010; KUMAR, KUHAD e
CHOPRA, 2011). Neste trabalho, apds o ECI os animais foram testados
no TSC e no TBS a fim de verificar o comportamento tipo-depressivo e
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no TCA para verificar a atividade locomotora (cruzamentos) e
comportamento tipo-ansioso (tempo no centro do aparato). Os
resultados deste trabalho demonstram primeiramente que a
administragéo repetida de AU (0,1 mg/kg durante 7 dias), assim como
do antidepressivo fluoxetina (10 mg/kg, durante 7 dias), produziram um
efeito tipo-antidepressivo no TSC. Além disso, o protocolo do ECI
produziu um comportamento tipo-depressivo, o qual foi verificado pelo
aumento no tempo de imobilidade dos animais no TSC e também na
laténcia para o inicio do comportamento de autolimpeza no TBS,
alteracGes estas que foram prevenidas pela administracdo tanto com o
AU quanto com a fluoxetina. Além destas alterag@es relacionadas a um
comportamento tipo-depressivo, 0 ECI é um protocolo capaz de causar
alterac@es tipo-ansiosas em animais (BISAZ e SANDI, 2010; DING et
al., 2014), as quais podem ser verificadas no TCA pela diminuigdo do
tempo de permanéncia no centro do aparato (WU et al., 2012a; WU et
al., 2012b). No nosso trabalho, o ECI ndo foi efetivo em causar uma
alteracdo tipo-ansiosa no TCA.

O protocolo do ECI é capaz de produzir um comportamento
tipo-depressivo no TSC observado pelo aumento no tempo de
imobilidade dos animais submetidos ao teste (MORETTI et al., 2012).
Neste trabalho este comportamento também foi observado, sendo que a
administragdo repetida tanto de AU quanto de fluoxetina foi capaz de
impedir essa alteracdo, demonstrando assim um efeito tipo-
antidepressivo de ambos os compostos. De fato, o efeito tipo-
antidepressivo do AU ja havia sido demonstrado tanto no TSC quanto
no TNF (MACHADO et al., 2012c), porém de maneira aguda e sem a
indugdo de comportamento tipo-depressivo por meio de algum
protocolo experimental. Desta forma, este trabalho se destaca por
mostrar pela primeira vez o efeito tipo-antidepressivo do tratamento
repetido com AU em um modelo de comportamento tipo-depressivo
(ECD).

Além do comportamento tipo-depressivo avaliado no TSC, este
trabalho também utilizou outro teste comportamental, o0 TBS, no qual
um aumento na laténcia para que o animal inicie o comportamento de
autolimpeza, bem como uma redugdo no tempo total deste
comportamento sdo considerados como parametros motivacionais e de
autocuidado correlacionados com sintomas de depressdo como
comportamento apatico (WILLNER, 2005; ISINGRINI et al., 2010). De
fato, a literatura demonstra que diferentes protocolos de indugdo de
comportamento tipo-depressivo, como ECI, bulbectomia olfatéria e
isolamento social, podem causar um aumento na laténcia para o inicio
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do comportamento de autolimpeza e diminuicdo no tempo total de
autolimpeza dos animais no TBS e que o tratamento repetido com
agentes antidepressivos é capaz de prevenir estas alteragdes
(MACHADO et al., 2012a; MORETTI et al., 2012; FREITAS et al.,
2013a; FREITAS et al., 2013b; TAKATSU-COLEMAN et al., 2013).
Neste trabalho, o ECI foi capaz de aumentar o tempo de laténcia para
iniciar o comportamento de autolimpeza no TBS, porém nao causou
alteracBes no tempo total de autolimpeza. Cabe destacar, que o aumento
no tempo de laténcia induzido pelo ECI foi prevenido tanto pela
administragdo de AU quanto de fluoxetina, reforcando o efeito tipo-
antidepressivo do AU. A literatura mostra que em roedores as fémeas
sdo geralmente mais responsivas a agentes estressores do que 0s machos
em relacdo ao comportamento tipo-depressivo (FARADAY, 2002) e
uma vez que neste protocolo utilizamos camundongos machos isso
poderia explicar a inefetividade do ECI em causar uma diminui¢cdo no
tempo total de autolimpeza dos animais quando submetidos ao TBS,
diferentemente de outros trabalhos que utilizam fémeas submetidas ao
ECI ou outros protocolos de indugdo de comportamento tipo-depressivo
(MACHADO et al., 2012a; MORETTI et al., 2012; FREITAS et al.,
2013a; FREITAS et al., 2013b).

O TCA é um teste comportamental amplamente utilizado para a
avaliagido da atividade locomotora espontdnea e também do
comportamento tipo-ansioso de roedores (RODRIGUES et al., 1996;
CHOLERIS et al., 2001; PRUT e BELZUNG, 2003). Para descartar que
os resultados encontrados no TSC e TBS pudessem ter sido obtidos
devido a alguma alteracéo na atividade locomotora dos camundongos,
0s mesmos foram submetidos ao TCA (RODRIGUES et al., 2002).
Neste trabalho nenhum tratamento ou protocolo causou alteracdes na
atividade locomotora dos animais, descartando um eventual efeito
locomotor ou psicoestimulante de ambos. Além do pardmetro
locomotor, o TCA também pode ser utilizado para verificar
comportamento tipo-ansioso, sendo que protocolos que podem causar
comportamento tipo-ansioso como o ECI, promovem uma diminuigdo
do tempo total de permanéncia do animal no centro do aparato (WU et
al., 2012a; WU et al., 2012b). Os resultados deste trabalho demonstram
que o ECI ndo foi efetivo em causar uma diminuicdo do tempo de
permanéncia no centro no TCA. Estes dados demonstram que,
possivelmente, a quantidade de estressores por dia e o periodo de tempo
utilizados no protocolo foram insuficientes para causar essas alteracdes
impedindo assim a verificacdo de um possivel efeito tipo-ansiolitico do
AU. De fato, diferentes trabalhos demonstram que a utilizacdo de um



98

periodo superior de protocolo de estresse (28-30 dias), bem como a
utilizacdo de mais de 1 estressor por dia, sdo efetivos em promover
alteracGes tipo-ansiosas avaliadas em diferentes testes comportamentais,
incluindo no TCA, em camundongos (BISAZ e SANDI, 2010; WU et
al., 2012a; WU et al., 2012b; DING et al., 2014).

O processo apoptético é controlado pelo equilibrio entre
proteinas anti- e prd-apoptéticas dentro da célula. A proteina anti-
apoptdtica Bcl-2 pode interagir com a proteina pro-apoptética Bax
através de homo e heterodimerizacdo na membrana mitocondrial externa
(LINDSTEN, ZONG e THOMPSON, 2005). Quando os niveis de Bcl-2
encontram-se reduzidos o limiar para a apoptose também se encontra
reduzido (MCKERNAN, DINAN e CRYAN, 2009) uma vez que Bax
pode comprometer a integridade da membrana mitocondrial,
contribuindo com a liberagdo de fatores apoptogénicos, como citocromo
¢, para o citosol, com a ativacdo de caspase e com a morte celular
(MCKERNAN, DINAN e CRYAN, 2009). Os resultados deste estudo
demonstram um aumento significativo no RNAm de Bax no hipocampo
de camundongos submetidos ao ECI, bem como a capacidade de
prevencdo deste aumento pela administracdo tanto de AU quanto de
fluoxetina. Um aumento nn RNAm de Bax sugere um possivel aumento
na apoptose neuronal dos animais submetidos ao ECI. Apesar do RNAm
de Blc-2 ndo ter sido alterado, a razdo Bcl-2/Bax mostrou-se
significativamente reduzida no grupo ECI e aumentada tanto em relagéo
ao grupo ECI gquanto ao grupo controle nos animais tratados com AU e
fluoxetina e submetidos ao ECI. Essa diminui¢do da razdo anti- vs pro-
apoptdtica esta associada com uma maior vulnerabilidade a ativacdo
apoptotica e a morte celular (LINDSTEN, ZONG e THOMPSON,
2005). De fato, pacientes depressivos podem apresentar reducdo do
volume hipocampal possivelmente decorrentes da morte neuronal
(CAMPBELL et al., 2004; PITTENGER e DUMAN, 2008). De acordo
com o0s resultados encontrados neste trablho, diferentes estudos
demonstram alteracfes na expressdo génica para proteinas pré e anti-
apoptéticas, incluindo aumento na expressdo génica hipocampal de Bax
bem como diminui¢do na razdo Bcl-2/Bax em modelos de depresséo
induzidos por estresse e pelo ECI e mostram também a capacidade de
diferentes agentes antidepressivos em prevenir as alteracGes causadas
pelos modelos nesse pardmetro (KOSTEN et al., 2008; WANG, Y. et
al., 2011; DING et al., 2014; YU et al., 2014). Porém, cabe destacar que
as alteracdes na quantidade de RNAm das proteinas pré e anti
apoptéticas pode ndo se traduzir em alteragdes semelhantes nos seus
niveis.
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Neste trabalho ndo foi encontrada nenhuma alteragéo
significativa nos niveis de corticosterona nos diferentes grupos
experimentais. Resultados semelhantes foram encontrados em outros
trabalhos relatados na literatura, 0os quais também utilizaram o ECI
como protocolo de inducdo de comportamento tipo-depressivo
(NOSCHANG et al., 2009; MORETTI et al., 2012). Além disso, estudos
gue demonstram alteragdes nos niveis de corticosterona apds protocolos
de estresse utilizaram protocolos mais prolongados (28, 40 e 48 dias), 0s
quais foram capazes de promover um aumento nos niveis de
corticosterona em roedores (CHEN et al., 2007; GARCIA et al., 2009;
JINDAL, MAHESH e BHATT, 2013). De fato, a secrecdo de
corticosterona parece estar relacionada a diferengas na natureza e no
periodo de tempo do protocolo de estresse, bem como na espécie e
linhagem utilizada no trabalho (PITMAN, OTTENWELLER e
NATELSON, 1990), o que poderia explicar, a0 menos em parte, 0s
resultados diferentes encontrados quanto aos niveis de corticosterona
apos a aplicacdo do ECI.

O protocolo do ECI é capaz de causar alteragdes tipo-
depressivas em roedores (CHOLERIS et al., 2001; HAMMACK et al.,
2009; JINDAL, MAHESH e BHATT, 2013). Os resultados deste
trabalho demonstram um efeito tipo-antidepressivo do AU, o qual foi
capaz de prevenir o comportamento tipo-depressivo induzido pelo ECI
em parametros analisados em dois diferentes testes comportamentais,
TSC e TBS. Também impediu o aumento do RNAm da proteina pro-
apoptdtica Bax e a diminuicdo da razdo Bcl-2/Bax no hipocampo dos
animais submetidos ao protocolo. Estes dados, em conjunto com dados
prévios que demonstram o efeito tipo-antidepressivo do AU
(MACHADO et al., 2012c), bem como seu efeito neuroprotetor
(HONG, JEONG e JUN, 2012; LI et al., 2013), reforcam a importancia
de aprofundar os estudos relacionados aos efeitos antidepressivos do AU
em modelos relacionados ao estresse.
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CAPITULO 3. EFEITOS DO ACIDO URSOLICO EM UM
MODELO DE COMPORTAMENTO TIPO-DEPRESSIVO
INDUZIDO PELA ADMINISTRACAO REPETIDA DE
CORTICOSTERONA.

O eixo HPA possui um papel chave na resposta ao estresse,
sendo que muitos estudos revelam que a desregulacdo deste eixo é uma
condicdo que colabora diretamente para o desenvolvimento da
depressdo (HOLSBOER, 1999; PAPIOL et al., 2007; HOLSBOER e
ISING, 2008). Neste contexto, o cortisol (em roedores corticosterona),
componente critico na resposta ao estresse, parece ser responsavel por
contribuir com muitas das alteracfes comportamentais e neurobioldgicas
decorrentes do estresse (OLAUSSON et al., 2013).

Além da desregulacéo do eixo HPA, o BDNF tem sido sugerido
como diretamente envolvido na fisiopatologia da depressao
(LINDHOLM e CASTREN, 2014). Niveis de BDNF encontram-se
reduzidos em tecidos postmortem de pacientes depressivos bem como
em estruturas encefalicas, como o coértex pré-frontal de roedores
submetidos a modelos animais de depressdo (BANERJEE et al., 2013;
JINDAL, MAHESH e BHATT, 2013). Esta reducdo pode ser revertida
pelo tratamento repetido com antidepressivos (LI et al., 2007; MAO et
al., 2012). De fato, as alteracBes nos niveis de BDNF estdo diretamente
relacionadas aos beneficios terapéuticos dos antidepressivos, fazendo
com que o BDNF deva ser considerado como um importante alvo do
tratamento antidepressivo (SCHMIDT e DUMAN, 2010).

Estudos pré-clinicos em roedores demonstram que a exposi¢ao
repetida & corticosterona exdgena induz alteracbes comportamentais,
neuroquimicas e morfoldgicas tipo-depressivas e tipo-ansiosas (DAVID
et al., 2009; MAO et al., 2012; WANG et al., 2013; ROSA et al., 2014).
Ainda, sintomas do transtorno depressivo, como anedonia, ocorrem
frequentemente em conjunto com transtornos de ansiedade (NESTLER
et al., 2002). Considerando isto, este estudo objetivou investigar o efeito
do tratamento com AU em um modelo de comportamento tipo-
depressivo induzido pelo protocolo CORT no TSC, no teste TCS, bem
como o comportamento tipo-ansioso no TCA e analisar os niveis séricos
de corticosterona e de BDNF no cértex pré-frontal dos camundongos
submetidos ao protocolo.
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3.1 Material e métodos

3.1.1 Animais

Camundongos Swiss fémeas (35-40 g, de aproximadamente 60
dias de idade) mantidos sob condi¢des padrao de biotério 20-22°C), com
livre acesso a 4gua e comida, em ciclo claro/escuro de 12:12 horas (luz
acessa as 07:00 horas) e aclimatizados na sala de experimentacdo 24
horas antes dos testes comportamentais foram utilizados. Os
experimentos, aprovados pela CEUA da UFSC (protocolo n° PP00795),
foram realizados durante o ciclo claro, sendo gravados (exceto para o
TCS) e avaliados por experimentador que desconhecia 0S grupos
experimentais, utilizando grupos independentes de animais (n=8 para 0s
testes comportamentais e n=6 para dosagem de corticosterona sérica e
verificagdo dos niveis de BDNF no cortex pré-frontal). Neste estudo
foram utilizados camundongos fémeas tendo em vista a maior
ocorréncia de depressdo em mulheres em relagdo a homens (SOARES e
ZITEK, 2008; BULLOCH et al., 2013), além do fato de roedores fémeas
serem mais responsivos, em relagdo a machos, quanto ao
comportamento tipo-depressivo relacionado & aplicacdo de agentes
estressores (FARADAY, 2002).

3.1.2. Ferramentas farmacoldgicas e tratamentos

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados AU, fluoxetina e
corticosterona (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA). A
corticosterona foi dissolvida em agua destilada contendo 10% de Tween
80 e 1% de dimetil sulfoxido (DMSQO). O AU foi diluido em agua
destilada com 10% de Tween 80 e a fluoxetina (controle positivo) em
agua destilada. Todos os compostos foram administrados oralmente. O
protocolo CORT consistiu na administragdo repetida, durante 21 dias de
corticosterona (20 mg/kg p.o.). O AU (0,1 mg/kg, p.o.) e a fluoxetina
(10 mg/kg, p.o.) foram administrados durante os Ultimos 7 dias do
protocolo CORT. Todos os compostos foram administrados em um
volume constante de 10 ml/kg de peso corporal e 0s grupos controles
receberam veiculo apropriado. Para este estudo 0s animais foram
divididos em 6 grupos experimentais: (1) veiculo + veiculo; (2) veiculo
+ AU; (3) veiculo + fluoxetina; (4) CORT + veiculo; (5) CORT + AU;
(6) CORT + fluoxetina.
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I Corticosterona (20 mg/kg, p.o.) TSC /168 /1CA
ELISA (BDNF)

| I AU (0,1 mg/kg, p.o.) 12 ELISA (Corficosterona)

(1] 14Flu (10mg/ka. p.o.) 21

Figura 3. 1. Protocolo experimental.

O protocolo CORT constituiu-se na administracdo de corticosterona por
21 dias. Do décimo quarto ao vigésimo primeiro dia 0s animais foram
tratados com AU ou fluoxetina. No vigésimo segundo dia de protocolo
os animais foram submetidos aos testes comportamentais bem como
tiveram o cdrtex pré-frontal e soro coletados para analises posteriores.

3.1.3. Teste de suspensdo pela cauda (TSC)
O TSC foi realizado conforme descrito anteriormente (item
1.1.3).

3.1.4.Teste de consumo de sacarose (TCS)

No TCS os camundongos foram acondicionados pelo periodo
de 24 horas, em caixas individuais contendo duas garrafas, uma com
dgua e outra com solucdo contendo 2% de sacarose (TAKATSU-
COLEMAN et al., 2013). Para prevenir um possivel efeito de
preferéncia por alguns dos lados da caixa, as garrafas foram invertidas
ap6s um periodo de 12 horas. O consumo de sacarose foi calculado
como a porcentagem de consumo da solucdo de sacarose em relagdo ao
total de liquido consumido (adgua + sacarose). A diminui¢do do consumo
de sacarose, uma solugdo altamente palatdvel para os animais, é
considerada como um indicador de comportamento aneddnico (WEISS,
1997).

Figura 3. 2. Teste de consumo de sacarose (TCS).
No teste de consumo de sacarose 0s animais sdo alocados
individualmente em caixas contendo uma garrafa com agua e outra com
solucdo de sacarose (2%). O consumo de sacarose em relagdo ao total de
liquido consumido (dgua + sacarose) foi avaliado apds 24 horas. As
garrafas foram invertidas de posicdo para evitar a preferéncia por um
dos lados da caixa. Fonte: Do autor.
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3.1.5 Teste do campo aberto (TCA)
O TCA, assim como os parametros analisados, foi realizado
conforme item 2.1.6.

3.1.6. Niveis de corticosterona no soro

Vinte e quatro horas ap6s o protocolo CORT (periodo da manha)
0s animais foram mortos por decapitacdo e o sangue foi coletado e em
seguida centrifugado a 3000 g por 10 minutos. O soro obtido foi
utilizado para a dosagem de corticosterona por meio de um kit de
imunoensaio enzimatico (Assay Design, Inc. MI, USA) seguindo as
instrucGes do fabricante.

3.1.7. Niveis de BDNF no cortex pré-frontal

Vinte e quatro horas apds o protocolo CORT os camundongos
foram mortos por decaptacdo e o cortex pré-frontal foi removido e
acondicionado em freezer -80°C para posterior verificacdo dos niveis de
BDNF. Os niveis de BDNF foram mensurados por um KIT ELISA para
BDNF (Promega, BDNF Emax® ImmunoAssay System) segundo
protocolo do fabricante. Os dados foram expressos em ng por gramas
(g) de proteina. A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de
Peterson (PETERSON, 1983). A leitura foi realizada em 620 nm e as
concentragcBes foram obtidas através de uma curva-padrdo utilizando
albumina de soro bovino.

3.1.8. Anélise estatistica

Os resultados foram analisados por andlise de variancia
(ANOVA) de duas vias seguida de teste post hoc de Newman-Keuls
guando apropriado. Foram considerados significativos os valores de
p<0,05.
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3.2. Resultados

3.2.1. Efeito do tratamento com AU no comportamento tipo-depressivo
induzido por CORT no TSC e TCS

A Figura 3.2A mostra que a administracdo repetida, tanto de
AU quanto de fluoxetina exerceu efeito tipo-antidepressivo verificado
pela reducdo no tempo de imobilidade dos animais no TSC em relagdo
ao controle. Além disso, o CORT causou a inducdo de um
comportamento tipo-depressivo verificado pelo aumento no tempo de
imobilidade no TSC. Este comportamento foi prevenido pela
administracdo de AU e fluoxetina. A ANOVA de duas vias mostrou
efeito significativo do tratamento [F (2,42)=40,28, p<0,01], da interacédo
CORT x tratamento [F (2,42)=3,69, p<0,05], mas ndo do protocolo
CORT [F (1,42)=1,08, p=0,30].

A Figura 3.2B mostra que o protocolo CORT promoveu um
comportamento tipo-aneddnico caracterizado pela diminuigdo no
consumo de sacarose em relacdo ao grupo controle. O tratamento
repetido tanto com AU quanto com fluoxetina foi capaz de prevenir essa
diminuigdo no consumo, demonstrando um efeito tipo-antidepressivo no
TCS. A ANOVA de duas vias revelou efeito significativo do protocolo
CORT [F (1,42)=12,07, p<0,01], do tratamento [F (2,42)=10,95,
p<0,01] e da interacdo CORT x tratamento [F (2,42)=12,30, p<0,01].

) @
o
o
S

80

60

40

20

Tempo de Imobilidade (s) >
Consumo de Sacarose (%)

Veiculo CORT Veiculo CORT

Figura 3. 3. Efeito do AU no comportamento tipo-depressivo induzido por
CORTnoTSCe TCS.

Efeito do tratamento repetido com AU (0,1 mg/kg) e fluoxetina (10
mg/kg) no comportamento tipo-depressivo induzido por CORT no TSC
(A) e TCS (B). Os valores estdo expressos em média = E.P.M. (n=8). *
p<0,05 e ** p<0,01 quando comparado ao veiculo (V). ## p<0,01
guando comparado ao grupo CORT-V. ANOVA de duas vias seguida de
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teste post hoc de Newman-Keuls.

3.2.2. Efeito do tratamento com AU na atividade locomotora e nos
parametros de ansiedade avaliados no TCA.

Os resultados apresentados na Figura 3.3A mostra que nem o
CORT nem as administragBes causaram alteracdo na atividade locomotora
dos camundongos. No que diz respeito aos parametros de ansiedade
avaliados no teste, 0 CORT promoveu uma diminui¢do no tempo total de
permanéncia dos camundongos no centro do campo aberto e o0s
tratamento com AU e fluoxetina foram capazes de prevenir esta alteracao
comportamental (Figura 3.3B). A ANOVA de duas vias ndo mostrou
efeito significativo protocolo CORT [F (1,42)=2,13, p=0,15], do
tratamento [F (2,42)=1,16, p=0,32] ou da interacdo CORT x tratamento [F
(2,42)=0,88, p=0,42] para 0 numero de cruzamentos e mostrou efeito
significativo do protocolo CORT [F (1,42)=13,69, p<0,01], do tratamento
[F (2,42)=9,94, p<0,01] e da interagdo CORT x tratamento [F
(2,42)=3,21, p<0,05] para o tempo de permanéncia no centro do campo
aberto no TCA.
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Figura 3. 4. Efeito do tratamento com AU na atividade locomotora e nos
parémetros de ansiedade avaliados no TCA.

Efeito do tratamento repetido com AU (0,1 mg/kg) e fluoxetina (10
mg/kg) no nimero de cruzamentos (A) e no tempo total de permanéncia
no centro (B) no TCA. Os valores estdo expressos em média + E.P.M.
(n=8). ** p<0,01 quando comparado ao veiculo (V). ## p<0,01 quando
comparado ao grupo CORT-V ANOVA de duas vias seguida de teste
post hoc de Newman-Keuls.
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3.2.3. Efeito do tratamento com AU sobre os niveis séricos de
corticosterona de camundongos submetidos ou ndo a CORT

Como apresentado na Figura 3.4, o protocolo CORT causou
uma reducgdo significativa nos niveis de corticosterona no plasma
demonstrando a efetividade do protocolo em induzir alteracdes no eixo
HPA. Essa reducdo foi parcialmente revertida pelo tratamento com
fluoxetina, mas ndo com AU. A ANOVA de duas vias mostrou efeito
significativo do protocolo CORT [F (1,30)=219,50, p<0,01], do
trtamento [F (2,30)=5,11, p<0,05] e da interacdo CORT x tratamento [F
(2,30)=5,32, p=0,05].
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Figura 3. 5. Niveis de corticosterona sérica.

Efeito do protocolo CORT em reduzir os niveis séricos de
corticosterona em camundongos. Os valores estdo expressos em média
E.P.M. (n=6). ** p<0,01 quando comparado ao veiculo (V). ## p<0,01
guando comparado ao grupo CORT-V. ANOVA de duas vias seguida de
teste post hoc de Newman-Keuls.
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3.2.4. Niveis de BDNF no cortex pré-frontal de camundongos
submetidos ou ndo a CORT e tratados com AU

A Figura 3.5 mostra os niveis de BDNF no cortex pré-frontal
dos camundongos. O tratamento repetido com fluoxetina per se foi
capaz de aumentar os niveis de BDNF no cortex pré-frontal,
diferentemente do grupo AU, o qual ndo apresentou alteracGes. Ainda, 0
protocolo CORT causou uma diminuic¢do nos niveis de BDNF no cortex
pré-frontal, a qual foi impedida pela administracdo tanto de AU quanto
de fluoxetina. A ANOVA de duas vias mostrou efeito significativo do
tratamento [F (2,30)=17,34, p<0,01] e da interacdo CORT x tratamento
[F (2,30)=4,75, p<0,05], mas ndo do protocolo CORT [F (1,30)=2,57,
p=0,12].
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Figura 3. 6. Niveis de BDNF no cértex pré-frontal.

Efeito do AU e fluoxetina em proteger da reducdo dos niveis de BDNF
no cortex pré-frontal de camundongos induzida pelo protocolo CORT
Os valores estdo expressos em média + E.P.M. (n=6). * p<0,05 quando
comparado ao veiculo (V). ## p<0,01 quando comparado ao grupo
CORT-V. ANOVA de duas vias seguida de teste post hoc de Newman-
Keuls.
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3.3. Discusséo

O protocolo de CORT € capaz de produzir em roedores
alteragdes comportamentais e neurobioldgicas paralelas a sintomas
associados com a depressdo humana, desta forma se constitui em uma
ferramenta bastante utilizada no desencadeamento de comportamento
tipo-depressivo e tipo-ansioso possuindo validade de face (causa
sintomas relacionados a doenca), de constructo (reproduz caracteristicas
fisiopatoldgicas semelhantes a condicdo humana) e validade preditiva (o
tratamento repetido com antidepressivos pode reverter as alteracdes do
modelo) (AGO et al., 2008; MURRAY, SMITH e HUTSON, 2008;
DAVID et al.,, 2009; GOURLEY e TAYLOR, 2009; STERNER e
KALYNCHUK, 2010; KOIKE, INIMA e CHAKI, 2013; OLAUSSON
et al., 2013). Neste trabalho, ap6s o protocolo CORT os camundongos
foram testados no TSC e no TCS para verificar o comportamento tipo-
depressivo e no TCA para atividade locomotora (cruzamentos) e
comportamento tipo-ansioso (tempo de permanéncia no centro). Os
resultados demonstram que a administracdo repetida de AU (0,1 mg/kg,
7 dias), assim como de fluoxetina, produziu um efeito tipo-
antidepressivo no TSC. Além disso, o protocolo do CORT foi capaz de
produzir um comportamento tipo-depressivo nos camundongos,
verificado pelo aumento no tempo de imobilidade no TSC e a
diminuicdo do consumo de sacarose no TCS. Tanto a administracdo
repetida de AU quanto de fluoxetina foi capaz de prevenir este
comportamento tipo-depressivo observado em ambos os testes. Em
relacdo ao comportamento tipo-ansioso, o protocolo CORT causou uma
diminuigdo do tempo de permanéncia dos animais no centro do campo
aberto, sendo esta alteragdo também prevenida pelo tratamento com AU
e fluoxetina, demonstrando um possivel efeito tipo-ansiolitico do AU.

O TSC é um dos mais utilizados testes comportamentais para a
investigacdo dos mecanismos patolégicos da depressdo. Neste teste,
compostos com  efeito  tipo-antidepressivo  promovem  um
comportamento de escape do animal, diminuindo o tempo de
imobilidade dos animais submetidos ao teste (STERU et al., 1985;
CRYAN, MOMBEREAU e VASSOUT, 2005; CUNHA et al., 2008).
Por outro lado, diversas condigdes estressantes e agentes pro-
depressivos sdo capazes de aumentar o tempo de imobilidade neste teste,
indicativo de um efeito tipo-depressivo (MORETTI et al., 2012; ROSA
et al.,, 2014). Quando submetidos ao protocolo CORT, o0s animais
apresentam um comportamento tipo-depressivo (aumento no tempo de
imobilidade) no TSC, desta forma o TSC pode ser considerado um teste
comportamental responsivo ao protocolo (DAVID et al., 2009). Neste
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trabalho, as administracdes repetidas de AU e de fluoxetina foram
capazes de reduzir o tempo de imobilidade dos animais ndo submetidos
ao protocolo CORT em relagdo ao grupo controle, demonstrando efeito
tipo-antidepressivo. Tanto o tratamento repetido com AU quanto com
fluoxetina foi capaz de prevenir o comportamento tipo-depressivo
induzido pelo CORT. De acordo, estudos prévios demonstraram que a
administragdo aguda de AU possui efeito tipo-antidepressivo no TSC e
TNF (MACHADO et al., 2012c) e também que a administracdo repetida
de AU na mesma dose e tempo das utilizadas neste capitulo (0,1 mg/kg,
7 dias) também apresentou efeito tipo-antidepressivo quando
comparadas ao grupo controle e foi capaz de prevenir um modelo de
indugdo de comportamento tipo-depressivo, 0 modelo do ECI (Ver
capitulo 2).

O TCS é um indicador de comportamento tipo-aned6nico em
roedores. A anedonia é um dos sintomas chave da depressdo,
representando uma condi¢do na qual a capacidade de sentir prazer em
alguma atividade é parcialmente ou até totalmente perdida (DER-
AVAKIAN e MARKOU, 2012; DI GIANNANTONIO e
MARTINOTTI, 2012; KUHLMANN, WALTER e SCHLAPFER,
2013). Em roedores a anedonia ¢ avaliada pela inducdo da diminuicéo
da responsividade a recompensas, como, por exemplo, uma diminuicdo
do consumo de sacarose (alimento doce) ou redugdo da preferencia por
solucdes adocicadas (WILLNER, MUSCAT e PAPP, 1992; STERNER
e KALYNCHUK, 2010). O protocolo de CORT é um modelo capaz de
induzir um comportamento tipo-aned6nico em roedores, o qual pode ser
revertido pela administracdo de compostos antidepressivos (WILLNER,
MUSCAT e PAPP, 1992; GOURLEY e TAYLOR, 2009; STERNER e
KALYNCHUK, 2010). Nossos resultados demonstram que CORT
causou uma diminuicdo no consumo de sacarose no TCS e que 0sS
tratamentos repetidos com AU e também com fluoxetina foram capazes
de prevenir este comportamento tipo-anedonico, reforcando o efeito
tipo-antidepressivo do AU.

Uma efetiva ferramenta para analisar a atividade locomotora
espontanea e comportamento tipo-ansioso de animais é o TCA
(RODRIGUES et al., 1996; CHOLERIS et al., 2001). Para descartar a
possibilidade que os resultados obtidos no TSC e no TCS fossem
atribuidos a alteragdes na atividade locomotora dos animais, 0s mesmos
foram submetidos ao TCA. Nenhum tratamento ou protocolo afetou
significativamente a locomocao espontanea dos animais, descartando a
influéncia locomotora nos resultados. Além da locomocgao esponténea, 0
TCA ¢ utilizado também para a analise do comportamento tipo-ansioso



111

de animais (KALUEFF, JENSEN e MURPHY, 2007; MACHADO et
al., 2012a). Os resultados encontrados neste trabalho mostram que o
protocolo CORT foi capaz de causar um comportamento tipo-ansioso no
TCA, verificado pela diminui¢do do tempo de permanéncia dos animais
no centro do aparato, o qual foi prevenido pelo tratamento com AU e
fluoxetina, indicando um possivel efeito tipo-ansiolitico do AU. De
acordo, outros trabalhos demonstram que a fluoxetina, assim como
compostos benzodiazepinicos, é capaz de reverter comportamentos tipo-
ansiosos no TCA, incluindo a reducdo do tempo de permanéncia no
centro do campo aberto induzida pelo CORT (CHOLERIS et al., 2001;
DAVID et al., 2009; JINDAL, MAHESH e BHATT, 2013).

Em humanos, a disfuncdo do eixo HPA parece ser responsével
por grande parte das alteracGes encontradas na depresséo, resultando na
producdo e liberacdo prolongada de cortisol, hormdnio relacionado ao
estresse, e consequente quebra da ritimicidade do eixo HPA (SACHAR
e BARON, 1979; PALAZIDOU, 2012). Esta situacdo ¢ mimetizada em
roedores pela administracdo repetida de corticosterona exogena,
causando alteragcbes comportamentais, bioquimicas e fisiologicas
relacionadas aos transtornos de depressdo e ansiedade (AGO et al.,
2008; MURRAY, SMITH e HUTSON, 2008; DAVID et al., 2009;
GOURLEY e TAYLOR, 2009; STERNER e KALYNCHUK, 2010;
KOIKE, IIJIMA e CHAKI, 2013; OLAUSSON et al., 2013). Além
disso, a desregulacdo do eixo HPA coincide com episodios depressivos
e pode ser parcialmente revertida apds o tratamento com antidepressivos
(FASSBENDER et al., 1998). Nossos resultados demonstram que apds
0 protocolo CORT os niveis séricos de corticosterona encontram-se
abruptamente diminuidos, revelando uma disruptura do eixo HPA. Essa
alteracdo foi parcialmente prevenida pelo tratamento com fluoxetina,
mas ndo com AU. Embora a literatura demonstre que a administracdo
repetida de corticosterona possa causar aumento nos nhiveis de
corticosterona em camundongos (MURRAY, SMITH e HUTSON,
2008), ou até mesmo nao causar alteragdes neste parametro (MURRAY,
SMITH e HUTSON, 2008; XU et al., 2011), resultados semelhantes aos
encontrados neste trabalho, no qual a administracdo repetida de
corticosterona resultou em uma diminuicdo dos niveis deste
glicocorticide em camundongos, também sdo encontrados em outros
trabalhos da literatura (AGO et al, 2008; HOWELL,
KUTIYANAWALLA e PILLAI, 2011; ROSA et al., 2014). Estas
diferencas apresentadas na literatura podem ocorrer possivelmente
devido a dose de corticosterona utilizada no protocolo, a via de
administragdo (subcutanea, i.p., implantacdo de pellet, bomba osmética
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de infusdo, administracdo passiva através da dagua ou comida,
administracdo oral por gavagem), espécie (ratos ou camundongos) e
linhagem utiliza, assim como tempo de exposigdo/administragdo (dias,
semanas ou meses) e horario da coleta de sangue (STERNER e
KALYNCHUK, 2010). Cabe destacar que a condicdo de diminui¢do nos
niveis de glicocorticoides é encontrada em pacientes com depressdo
atipica e sazonal, bem como estd fortemente relacionada a depressdo
associada ao transtorno de estresse poés-traumdtico, podendo estar
relacionado a um estado de fadiga adrenal (GOLD et al., 1995; GOLD e
CHROUSOS, 2002; OQUENDO et al., 2003).

A reducdo do volume do cdrtex pré-frontal é uma das
alteragdes que podem ser encontradas em pacientes depressivos
(BREMNER, 2002), podendo estar relacionada com a diminuicdo de
fatores troficos (COTTER et al.,, 2002; NESTLER et al.,, 2002;
CASTREN, 2004; KRISHNAN e NESTLER, 2008; PARADISE et al.,
2012). De acordo, diferentes estudos em roedores mostram que a
administragdo repetida de corticosterona pode causar uma diminuicéo
nos niveis de BDNF em diferentes estruturas encefalicas relacionadas
ao comportamento depressivo, como o cértex pré-frontal (HUANG et
al., 2011; MAO et al., 2012). Os resultados deste trabalho mostram que
a administracdo repetida de corticosterona (21 dias, 20 mg/kg, p.0.)
causou uma diminui¢do dos niveis de BDNF no coértex pré-frontal dos
camundongos. Adicionalmente, o tratamento repetido com AU, assim
como com fluoxetina, preveniu a redugdo dos niveis de BDNF,
reforcando o efeito tipo-antidepressivo do AU e demonstrando seu
papel na manutencdo dos niveis de BDNF no cortex pré-frontal dos
camundongos submetidos a administracdo repetida de corticosterona.
Em acordo, o tratamento repetido com antidepressivos de diferentes
classes, incluindo ISRS’s, ISRN’s e ATC’s, é capaz de impedir
alteracdes relacionadas a depressdo causadas pela exposicdo repetida a
corticosterona em animais (DAVID et al., 2009; RAINER et al.,
2012b).

O protocolo CORT é capaz de induzir comportamento tipo-
depressivo e também tipo-ansioso em roedores, os quais podem ser
revertidos pela administracdo de antidepressivos (MURRAY, SMITH e
HUTSON, 2008; DAVID et al., 2009), e, de fato, transtornos de
ansiedade e depressdo constituem-se na comorbidade psiquiatrica mais
prevalente (BROWN et al., 2001). Os resultados apresentados neste
estudo demonstram o efeito tipo-antidepressivo e tipo-ansiolitico do
AU, uma vez que foi capaz de prevenir 0 comportamento tipo-
depressivo do protocolo CORT no TSC e TCS e tipo-ansioso no TCA.
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Estes dados somam-se aos outros trabalhos que demonstram o efeito
tipo-antidepressivo do AU no TSC, TNF (MACHADO et al., 2012c)
(capitulo 1 e 2) e reforcam o efeito tipo-antidepressivo do AU em
camundongos bem como a necessidade de investigacGes futuras sobre 0s
efeitos bioldgicos deste composto, principalmente referentes ao seu
potencial antidepressivo e ansiolitico e aos mecanismos envolvidos
nestes efeitos.
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CAPITULO 4. EFEITO TIPO-ANSIO!_I’TICO CAUSADO PELA
ADMINISTRACAO AGUDA DE ACIDO URSOLICO EM
CAMUNDONGOS

A administracio de AU apresenta diferentes efeitos
neurofarmacol6gicos em roedores, incluindo protecdo contra déficits
cognitivos induzidos por diferentes agentes (LU et al., 2011; WANG, Y.
J. et al, 2011; WU, D. M. et al, 2013), efeito antinociceptivo
(VERANO et al., 2013), efeito neuroprotetor (LI et al., 2013), assim
como efeito tipo-antidepressivo do tratamento agudo e repetido,
juntamente com a capacidade de impedir a indu¢do do comportamento
tipo-depressivo  por diferentes protocolos experimentais, como
demonstrado nos capitulos anteriores e trabalho prévio de nosso grupo
de pesquisa (MACHADO et al., 2012c).

A depressdo e a ansiedade possuem uma alta taxa de
comorbidade e parecem compartilhar diversos aspectos patolégicos
(POLLACK, 2005; HETTEMA, 2008). Dentre os resultados
apresentados no capitulo 3, uma das alteracbes comportamentais
encontradas no TCA, a diminui¢do do tempo de permanéncia no centro
do aparato, estd associada a um possivel efeito ansiogénico de
protocolos de inducdo de depresséo baseados no estresse (CHOLERIS et
al., 2001; DAVID et al., 2009; HAMMACK et al., 2009; JINDAL,
MAHESH e BHATT, 2013). Esta alteracdo foi prevenida pelo
tratamento com AU demonstrando um possivel efeito tipo-ansiolitico
deste composto.

Os transtornos de ansiedade sdo a condicdo psiquiatrica mais
comum atendida por profissionais de cuidado primario, com prevaléncia
estimada em 13% (KESSLER et al., 2005). Estes pacientes representam
custo significativo em cuidados de salde, além de perda de
produtividade, incapacidade e diminuicdo de qualidade de vida
(COMBS e MARKMAN, 2014). Ainda, o risco de suicidio é elevado
em transtornos de ansiedade agudos ou cronicos (KHAN et al., 2002).
Os efeitos colaterais da medicacdo atual constituem-se em uma barreira
a aderéncia e ao sucesso do tratamento e demonstram a necessidade da
busca por novas alternativas de tratamento (THRONSON e
PAGALILAUAN, 2014).

Para estudar as bases neurobioldgicas dos transtornos de
ansiedade e buscar assim novos alvos e estratégias terapéuticas,
diferentes testes comportamentais podem ser utilizados, dentre os quais
se destacam o TCA, o labirinto em cruz elevado (LCE), a caixa
claro/escuro (CCE) e o teste de esconder esferas (TEE) como alguns dos
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mais comumente utilizados em roedores (ENNACEUR, 2014; KEDIA e
CHATTARII, 2014).

O tratamento de primeira escolha para os transtornos de
ansiedade visa prevenir sintomas futuros e consiste no uso de
antidepressivos que agem inibindo a recaptacdo de 5-HT, NE ou ambos
(COMBS e MARKMAN, 2014; THRONSON e PAGALILAUAN,
2014). O AU teve seu efeito tipo-antidepressivo em camundongos
associado a participacdo do sistema monoaminérgico e uma possivel
capacidade de inibir a recaptacdo de monoaminas (Capitulo 1)
(MACHADO et al., 2012c), bem como um possivel efeito tipo-
ansiolitico (Capitulo 3). Portanto, este estudo objetivou investigar um
possivel efeito tipo-ansiolitico da administracdo de AU em diferentes
testes comportamentais, 0o TCA, LCE, CCE e o TEE.

4.1. Material e métodos

4.1.1. Animais e tratamento
Foram utilizados camundongos Swiss machos (40-50 g, de
aproximadamente 60 dias de idade), mantidos em condicdo padrdo de

biotério (20-22°C), com livre acesso a agua e comida, em ciclo
claro/escuro de 12:12 horas (luzes acessas as 07:00 horas). Os animais
foram aclimatizados na sala de experimentacao 24 horas antes dos testes
comportamentais e os experimentos foram realizados no ciclo claro
(n=8). Os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo
n° PP00795). O AU (0,1; 1 e 10 mg/kg) (Sigma Aldrich) e o Diazepam
(DZP) (2 mg/kg, controle positivo) (Roche) foram dissolvidos em agua
destilada com 10% de Tween 80. O grupo controle recebeu agua
destilada com 10% de Tween 80. As administragdes foram realizadas 1
hora antes dos testes comportamentais.

4.1.2. Teste do campo aberto (TCA)

O teste foi realizado conforme descrito no item 2.1.6 (capitulo
2). Além dos parametros de cruzamentos, o tempo no centro e na
periferia, 0 nimero de autolimpezas e o numero levantamentos verticais
também foram contabilizados como medidas de ansiedade (KALUEFF,
JENSEN e MURPHY, 2007; MACHADO et al., 2012a).
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4.1.3. Labirinto em cruz elevado (LCE)

O aparato (Figura 4.1) é um labirinto composto por uma
plataforma central (6 x 6 cm), dois bracos abertos (30 x 6 cm) alinhados
perpendicularmente com dois bragos fechados (30 x 6 x 16 cm). O
labirinto é elevado 50 cm acima do chdo e os bragcos abertos possuem
uma elevacdo lateral de 1 cm para prevenir possiveis quedas do animal.
Os camundongos foram individualmente colocados no centro do
aparato, com a face entre o brago aberto e o fechado, e 0 comportamento
avaliado durante 5 minutos. A porcentagem de entradas e tempo
despendido nos bragos abertos foi mensurada como medidas de
ansiedade, onde um aumento das entradas ou do tempo de permanéncia
representa  um efeito tipo-ansiolitico do composto avaliado
(BUDZYNSKA et al., 2013; LAPMANEE, CHAROENPHANDHU e
CHAROENPHANDHU, 2013). O aparato foi limpa com solucdo de
alcool 10% entre os testes.

Figura 4. 1. Teste do labirinto em cruz elevado (LCE).

Os animais sdo colocados no centro do aparato e a porcentagem de
entradas e tempo total de permanéncia nos bracos abertos é avaliada
como parametro de ansiedade por um periodo de 5 minutos. Fonte: Do
autor.

4.1.4. Caixa claro-escuro (CCE)

O aparato consiste em uma caixa (46x20x30) dividida em 2
compartimentos, 3 escuro e % claro, interconectados entre si (Figura
4.2). O teste é baseado no fato de que roedores de habitos noturnos
como camundongos possuem uma tendéncia natural em explorar novos
ambientes, neste teste a area segura consiste no compartimento escuro e
a area aversiva no compartimento claro (BOURIN e HASCOET, 2003).
Para a realizagdo do teste, os camundongos foram colocados no
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compartimento claro do aparato e a laténcia para a primeira entrada no
compartimento escuro bem como o tempo total de permanéncia no
compartimento claro foram mensurados como parametros de ansiedade
durante um periodo de 5 minutos. Compostos ansioliticos aumentam o
tempo de laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro,
assim como o tempo total de permanéncia no compartimento claro
(COSTALL et al., 1989; IMAIZUMI, MIYAZAKI e ONODERA, 1994;
BOURIN e HASCOET, 2003). A base do aparato foi limpa com solucao
de alcool 10% entre os testes.
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Figura 4. 2. Teste da caixa claro/escuro (CCE).

O animal é colocado no compartimento claro (iluminado) da caixa. A
laténcia para a entrada no compartimento escuro e o tempo total no
compartimento claro sdo contabilizados por um periodo de 5 minutos.
Fonte: Do autor.

4.1.5. Teste de esconder esferas (TEE)

Para a realizacdo deste teste foi utilizada uma caixa
(17,5x10x5,5) preenchida com maravalha em aproximadamente 5 cm de
altura distribuida uniformemente ao longo da caixa. 20 esferas de vidro
(1,4 cm de diametro) foram colocadas espacadamente formando fileiras
de 4x5 na superficie da maravalha. Durante o teste cada animal foi
colocado individualmente em cada caixa e pode explorar o ambiente por
um periodo de 20 minutos (Figura 4.3). Ao final do teste, os animais
foram retirados e o nimero total de esferas escondidas (mais de % da
superficie da esfera enterrada) foi contabilizado (KEDIA e
CHATTARIJI, 2014). Roedores utilizam material (maravalha) para
enterrar e esconder objetos aversivos e a inibigdo deste comportamento
é considerada um perfil ansiolitico (ALBELDA e JOEL, 2012).
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Figura 4. 3. Teste de esconder esferas (TEE).

O animal é colocado em uma caixa preenchida uniformemente com 5
cm de altura de maravalha e contendo 20 esferas de vidro paralelamente
distribuidas. Apds o periodo de 20 minutos é contabilizado o total de
esferas escondidas (mais de % da superficie da esfera enterrada). Fonte:
Do autor.

4.1.6. Andlise estatistica

Os resultados foram analisados por andlise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida de teste post hoc de Newman-Keuls
guando apropriado. Foram considerados significativos valores de
p<0,05.

4.2. Resultados

4.2.1. Efeito da administracdo aguda de AU no TCA

Os resultados apresentados na Figura 4.4A mostram
primeiramente que tanto a administragdo de AU quanto de DZP ndo
causaram alteracfes na locomocdo espontanea dos camundongos. O
tempo total de permanéncia no centro do aparato foi elevado, assim
como o nimero total de levantamentos verticais foi reduzido pela
administragdo de AU (10 mg/kg) de maneira semelhante aoc DZP (2 mg
/kg, controle positivo) (Figuras 4.4B e 4.4C). O numero total de
autolimpezas foi reduzido apenas pela administracdo de DZP (Figura
4.4D). A ANOVA de uma via ndo mostrou efeito significativo do
tratamento [F(4,35)=1,95, p=0,12] para o0 nimero total de cruzamentos,
um efeito significativo do tratamento [F(4,35)=3,94, p<0,01] para o
tempo total no centro, um efeito significativo do tratamento
[F(4,35)=6,48, p<0,01] para o nimero de levantamentos verticais e um
efeito significativo do tratamento [F(4,35)=4,62, p<0,01] para o nimero
de autolimpezas no TCA.
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Figura 4. 4. Efeito da administracdo aguda de AU no TCA.

Efeito do tratamento agudo com diferentes doses de AU (0,1; 1 e 10
mg/kg) e DZO (2 mg/kg) no nimero de cruzamentos (A), tempo de
permanéncia no centro (B), nimero de levantamentos verticais (C) e
nimero de autolimpezas (D) no TCA. Os valores estdo expressos em
média = E.P.M. (n=8). * p<0,05 e ** p<0,01 quando comparado ao
veiculo (V). ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Newman-
Keuls.
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4.2.2. Efeito da administracdo aguda de AU no LCE

Os resultados apresentados na Figura 4.5 mostram que tanto o
tratamento agudo com AU (10 mg/kg) quanto com DZP (2 mg/kg)
foram capazes de aumentar a porcentagem do nimero total de entradas
(A) e do tempo total de permanéncia (B) no brago aberto do LCE. A
ANOVA de uma via mostrou efeito significativo do tratamento [F
(4,35)=3,16, p<0,05] para o nimero de entradas nos bragos abertos e
efeito significativo do tratamento [F (4,35)=4,76, p<0,05] para o tempo
total de permanéncia nos bragos abertos do LCE.
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Figura 4. 5. Efeito da administracdo aguda de AU no LCE.

Efeito do tratamento agudo com diferentes doses de AU (0,1; 1 e 10
mg/kg) e DZP (2 mg/kg) na porcentagem de entradas (A) e do tempo
total de permanéncia nos bragos abertos (B) no LCE. Os valores estdo
expressos em média = E.P.M. (n=8). * p<0,05 quando comparado ao
veiculo (V). ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Newman-
Keuls.
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4.2.3. Efeito da administracdo aguda de AU na CCE

A Figura 4.6 mostra que o tratamento com AU (e ambas as
doses) ndo foi capaz de alterar os pardmetros analisados na CCE. O
controle positive, DZP (2 mg/kg), aumentou a laténcia para a primeira
entrada no lado escuro da caixa (A) e o tempo total de permanéncia no
lado claro da caixa (B). A ANOVA de uma via mostrou efeito
significativo do tratamento [F (4,35)=3,50, p<0,05] para o tempo de
laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro e um efeito
significativo do tratamento [F (4,35)=3,62, p<0,05] para o tempo total
de permanéncia no lado claro da caixa na CCE.
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Figura 4. 6. Efeito da administracdo aguda de AU na CCE.

Efeito do tratamento agudo com diferentes doses de AU (0,1; 1 e 10
mg/kg) e DZP (2 mg/kg) na laténcia para primeira entrada no
compartimento escuro (A) e no tempo total de permanéncia no
compartimento claro (B) na CCE. Os valores estdo expressos em média
+ E.P.M. (n=8). * p<0,05 quando comparado ao veiculo (V). ANOVA
de uma via seguida de teste post hoc de Newman-Keuls.
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4.2.4. Efeito da administracdo aguda de AU no TEE

A Figura 4.7 mostra que o tratamento com AU (ambas as doses)
ndo foi capaz de alterar o nimero total de esferas escondidas no TEE. O
tratamento com DZP (2 mg/kg) diminuiu significativamente o nimero
de esferas escondidas neste teste. A ANOVA de uma via mostrou efeito
significativo do tratamento [F (4,35)=3,65, p<0,05] para o nimero total
de esferas escondidas no TEE.
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Figura 4. 7. Efeito da administracdo aguda de AU no TEE.

Efeito do tratamento agudo com diferentes doses de AU (0,1; 1 e 10
mg/kg) e DZP (2 mg/kg) no nimero total de esferas escondidas no TEE.
Os valores estdo expressos em média + E.P.M. (n=8). ** p<0,01 quando
comparado ao veiculo (V). ANOVA de uma via seguida de teste post
hoc de Newman-Keuls.

4.3 Discussdo

Os transtornos de ansiedade constituem-se em condicBes
psiquiatricas que afetam diretamente a realizacdo de atividades diarias e
representam um alto custo para os sistemas publicos de salde
(CAMPOS et al., 2013a; COMBS e MARKMAN, 2014). Considerando
0s custos em termos de debilidade e associados aos encargos
financeiros, em conjunto com o aumento no risco de suicidio, a busca
por novas e efetivas alternativas para o tratamento dos transtornos de
ansiedade é uma necessidade constante (COMBS e MARKMAN, 2014).
Apesar de existirem algumas limitaces, o uso de modelos animais é
uma importante ferramenta para a investigacdo da neurobiologia dos
transtornos de ansiedade e relacionados (CAMPOS et al., 2013a).
Dentre os diferentes testes comportamentais para avaliar o
comportamento tipo-ansioso, 0 TCA, o LCE e a CCE sdo 0s mais
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comumente utilizados (KLIETHERMES, 2005). Neste estudo, um
possivel efeito tipo-ansiolitico da administragdo de AU foi avaliado em
diferentes testes comportamentais. Os resultados demonstram que a
administracdo aguda de AU (10 mg/kg) produz efeito tipo-ansiolitico
em camundongos em parametros avaliados no TCA e no LCE. De fato,
a dose que apresentou efeito tipo-ansiolitico neste trabalho é a mesma
que apresenta outros efeitos neurofarmacolégicos como efeito tipo-
antidepressivo no TNF (MACHADO et al., 2012c), e propriedades
antioxidantes e anti-inflamatdrias em camundongos (LU et al., 2007; LU
etal., 2010).

O TCA é uma ferramenta bastante utilizada para avaliar efeitos
comportamentais da administragdo de compostos, principalmente em
pardmetros locomotores e ansiosos (RODRIGUES et al., 1996;
CHOLERIS et al., 2001). Para avaliar o efeito dos tratamentos (AU e
DZP) na atividade locomotora, este trabalho mensurou o nimero de
guadrantes cruzados no TCA. Nenhum tratamento causou altera¢do na
locomocgao espontanea dos animais, descartando assim que um possivel
efeito psicoestimulante ou locomotor poderia ter influenciado nos
resultados relacionados aos pardmetros de ansiedade avaliados neste e
nos outros testes comportamentais utilizados. Além da locomocéo, o
TCA permite verificar comportamentos relacionados a ansiedade, visto
gue compostos ansioliticos levam a um aumento no tempo total de
permanéncia dos animais no centro do aparato e uma diminui¢cdo no
nimero de respostas de autolimpeza e levantamentos verticais
(KALUEFF, JENSEN e MURPHY, 2007; MACHADO et al., 2012a).
Os resultados deste trabalho mostram que a administracdo de AU, na
dose de 10 mg/kg, de forma similar ao DZP (2 mg/kg), foi capaz de
causar um aumento no tempo total de permanéncia dos camundongos no
centro do TCA, assim como em uma reducdo no ndmero de
levantamentos verticais, demonstrando assim um efeito tipo-ansiolitico
do AU. O numero de respostas de autolimpeza foi reduzido apenas pela
administracdo de DZP. De fato, uma reducdo de autolimpeza €
frequentemente observada em animais tratados com compostos
ansioliticos, porém, este comportamento tem sido proposto como um
pardmetro mais especificamente relacionado com o transtorno obsessivo
compulsivo (TOC) do que com ansiedade generalizada (TING e FENG,
2011).

Para reforcar um possivel efeito tipo-ansiolitico do AU, sua
administracdo foi também avaliada no LCE, o qual é considerado um
dos mais bem estabelecidos testes e padréo de referéncia em deteccao de
efeitos ansioliticos e ansiogénicos (HOGG, 1996). De maneira similar
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ao TCA, o LCE é baseado no conflito natural entre explorar um
ambiente novo e a tendéncia em evitar areas potencialmente perigosas
(RAMOS, 2008). A literatura demonstra que 0s parametros mais
relacionados ao efeito ansiolitico de compostos avaliados no LCE sé&o o
aumento na porcentagem de entradas, bem como no tempo total
despendido nos bragos abertos do aparato (RODGERS e DALVI, 1997;
JINDAL, MAHESH e BHATT, 2013). Nossos resultados demonstram
gue a administracdo aguda de AU (10 mg/kg), mesma dose que
apresentou efeito ansiolitico no TCA, também apresentou este efeito no
LCE, verificado pelo aumento na porcentagem de entradas e de
permanéncia nos bragos abertos do aparato, de forma similar ao DZP,
utilizado como controle positivo neste teste. O LCE pode ser
considerado uma ferramenta bastante eficaz na busca por compostos
ansioliticos e no estudo da neurobiologia da ansiedade (RODGERS e
DALVI, 1997), desta forma os resultados do LCE reforcam o efeito
tipo-ansiolitico da administracdo de AU em camundongos.

A CCE é um teste comportamental baseado na aversao inata de
roedores a ambientes muito iluminados, gerando um conflito entre uma
tendéncia em explorar ambientes e a aversdo aoc compartimento claro do
aparato (CAMPOS et al., 2013a). Neste trabalho, nenhuma dose de AU
foi capaz de produzir efeito ansiolitico na CCE. A administracdo de
DZP causou um aumento na laténcia para a primeira entrada no
compartimento escuro, bem como no tempo total de permanéncia no
compartimento claro da caixa, demonstrando assim um efeito
ansiolitico. De fato, a administragdo de ansioliticos é capaz de aumentar
a laténcia para a entrada no lado menos aversivo da caixa e um aumento
no tempo despendido no compartimento claro (KLIETHERMES, 2005).
Entretanto, a acdo de compostos benzodiazepinicos é mais facilmente
detectdvel neste teste em comparacdo a compostos com perfil
antidepressivo, especialmente drogas que atuam no sistema
serotonérgico, as quais demonstram uma menor ou ndo responsividade a
CCE em camundongos (BOURIN e HASCOET, 2003). De fato, 0 AU
possui efeito tipo-antidepressivo demonstrado em diferentes testes
comportamentais e seus efeitos parecem ser mediados, a0 menos em
parte, pelo sistema serotonérgico (Capitulo 1) o que poderia explicar a
falta de responsividade da administracdo de AU na CCE. Além disso, 0
AU é capaz de inibir a enzima monoamina oxidase B (KIM, KIM e
HWANG, 2012), e a literatura mostra que inibidores de monoamina
oxidase B, como por exemplo a selegilina, podem ndo apresentar efeito
tipo-ansiolitico neste teste (DE ANGELIS e FURLAN, 2000).
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Roedores costumam utilizar material de ninho para enterrar e
esconder objetos considerados nocivos, assim como objetos inofensivos,
e a inibicdo do comportamento de esconder objetos é sugerido como
uma resposta comportamental relacionada a atividade ansiolitica de
compostos (ALBELDA e JOEL, 2012). Neste trabalho, a administracdo
de AU ndo demonstrou perfil ansiolitico no TEE, uma vez que ndo
causou uma diminuicdo no comportamento de enterrar e esconder
esferas. Vale ressaltar que a administracdo de AU exibiu efeitos
ansioliticos tanto no TCA quanto no LCE, mas ndo na CCE ou no TEE.
De fato, o TEE tem sido sugerido como um teste mais especifico para o
estudo do transtorno obsessivo compulsivo do que de ansiedade
generalizada (KALUEFF, WHEATON e MURPHY, 2007; ALBELDA
e JOEL, 2012). Notavelmente, a administracdo de AU, além de nédo
demonstrar efeito ansiolitico no TEE, também ndo causou alterages no
numero de respostas de autolimpeza no TCA, um comportamento que
também tem sido proposto como relacionado ao transtorno obsessivo
compulsivo (GRAYBIEL e SAKA, 2002; FINEBERG et al., 2011).
Apesar de o TCA, o LCE, a CCE e o TEE serem creditados em
mensurar comportamentos relacionados a ansiedade em roedores, €
possivel que estes testes comportamentais detectem diferentes aspectos
na natureza complexa e multifacetada dos transtornos de ansiedade, uma
vez que 0s mecanismos neurobioldgicos das respostas comportamentais
em cada teste podem ser diferentes (GAVIOLI et al., 2007; KALUEFF,
WHEATON e MURPHY, 2007; ALBELDA e JOEL, 2012; KEDIA e
CHATTARIJI, 2014). De acordo com essa hipdtese, este trabalho
demonstra a relevancia da utilizacdo de diferentes paradigmas
comportamentais na avaliacdo da agéo ansiolitica de compostos.

Em conjunto,  os resultados deste capitulo, demonstram pela
primeira vez o efeito tipo-ansiolitico da administracdo de AU (10
mg/kg), a qual foi capaz de prevenir comportamentos tipo-ansiosos no
TCA e no LCE, testes comportamentais muito utilizados na pesquisa de
compostos ansioliticos. Estudos pré-clinicos demonstram que ndo
apenas compostos benzodiazepinicos, mas também antidepressivos,
reduzem de maneira consistente comportamentos tipo-ansiosos de
roedores nestes paradigmas (CHOLERIS et al., 2001; BOURIN e
HASCOET, 2003; JINDAL, MAHESH e BHATT, 2013). De fato, 0 AU
teve seu efeito tipo-antidepressivo, relacionado a participagdo dos
sistemas monoaminérgicos, demonstrado neste trablho (Capitulo 1), e
em trabalho prévio (MACHADO et al.,, 2012c). O diagndstico de
depressdo € fortemente associado a presenga de outros transtornos,
principalmente de transtornos de ansiedade, sendo essa a mais
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prevalente comorbidade psiquidtrica (HECHT, VON ZERSSEN e
WITTCHEN, 1990; BROWN et al., 2001). Os ISRSs e inibidores da
recaptacdo de 5-HT e NE sdo capazes de prevenir sintomas de
ansiedade, reduzindo o risco de recorréncia e possuindo um perfil mais
seguro quando comparado com 0s benzodiazepinicos, 0s quais nao
conferem beneficios preventivos (BALDWIN, WALDMAN e
ALLGULANDER, 2011; THRONSON e PAGALILAUAN, 2014).
Considerando a alta taxa de comorbidade ansiedade/depressdo e a
necessidade de novas alternativas farmacol6gicas mais eficazes para o
tratamento desta condigdo, o perfil tipo-antidepressivo previamente
demonstrado e os efeitos ansioliticos do AU sugerem que o perfil
farmacoldgico do AU pode oferecer uma nova estratégia terapéutica
para o tratamento da comorbidade ansiedade/depressao.

Este capitulo originou o Artigo: Colla, A.R.S.; Rosa, J.M.; Cunha, M.P.;
Rodrigues, A.L. Anxiolytic-like effects of ursolic acid in mice. Eur J
Pharmacol, v. 758, p. 171-76, 2015.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O AU exerce efeito tipo-antidepressivo dependente da
participacdo  dos  sistemas  serotonérgico, noradrenérgico e
dopaminérgico, sendo possivel que ele possa agir inibindo a recaptacdo
dessas monoaminas e/ou inibindo enzimas de degradagdo de
monoaminas (HWANG, 2003; HWANG e PARK, 2007; KIM, KIM e
HWANG, 2012; MACHADO et al., 2012c). De fato, uma das
estratégias na busca por compostos mais eficazes para o tratamento da
depressao e que vem apresentando resultados positivos na pratica clinica
é a utilizagdo de drogas que atuem em multiplos alvos farmacoldgicos
(OF, DINAN e CRYAN, 2014). A intervencdo clinica buscando a
inibig&o tripla de recaptagdo de monoaminas vem sendo vista como uma
estratégia para uma resposta mais efetiva e que necessite de menor
tempo de resposta terapéutica em relacdo ao tratamento com inibidores
seletivos ou duais (LIANG et al., 2008). Uma prética clinica utilizada
neste sentido é o acréscimo da bupropiona, inibidor da recaptacdo de
DA, ao tratamento com venlafaxina, inibidor da recaptagdo de 5-HT e
NE (ANDRADE, 2013), porém os riscos farmacocinéticos, como um
aumento da pressdo arterial, deste tipo de estratégia faz com que seja
mais vantajosa a utilizacdo de um Unico agente com a capacidade de
atuar como inibidor triplo de recaptagdo de monoaminas do que a
administracdo conjunta de mais de um farmaco (ANDRADE, 2013; OF,
DINAN e CRYAN, 2014). Neste contexto, o AU surge como um
composto promissor, tendo em vista a participacdo dos sistemas
monoaminérgicos no seu efeito tipo-antidepressivo, aliado ao fato de
seu perfil farmacoldgico considerado seguro quanto a sua toxicidade
(LIU, 1995; NOVOTNY, VACHALKOVA e BIGGS, 2001;
AGGARWAL, TAKADA ¢ OOMMEN, 2004; CHEN et al., 2011;
ALVARADO et al., 2015).

Em acréscimo aos testes comportamentais de validade preditiva
como o TSC e o TNF, os quais permitem a avaliacdo farmacologica de
compostos, existem os modelos animais de inducdo de comportamento
tipo-depressivo, mimetizando sintomas e também alteracOes
neuroquimicas da doenca. A pesquisa utilizando modelos animais de
depressdo, como o ECI e o CORT, tende a apresentar resultados mais
robustos e permite verificar diferentes alvos relacionados a patologia e
ao efeito do composto testado (NESTLER et al., 2002; PALAZIDOU,
2012). Dentre os diferentes modelos propostos, aqueles baseados no
estresse destacam-se por apresentar uma ampla gama de alteracfes
relacionadas a depressdo. O estresse parece mesmo ser um dos
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principais, sendo o principal fator responsavel pelo desencadeamento do
estado depressivo em humanos, e, em animais, os protocolos baseados
na exposicdo a fatores estressantes bem como na administracdo de
glicocorticoides demonstram resultados bastante robustos e passiveis de
serem prevenidos pela administracdo de diferentes classes de
antidepressivos (ANISMAN e MATHESON, 2005; HAMMEN, 2005;
HORESH, KLOMEK e APTER, 2008; DAVID et al., 2009;
OLAUSSON et al., 2013). Este trabalho demonstra a capacidade da
administragdo repetida de AU em prevenir diferentes alteragdes
comportamentais relacionadas a depressdo e avaliadas em diferentes
testes comportamentais. Ainda, em prevenir alteracbes bioguimicas
relacionadas a esta doenga, como 0 aumento no RNAm da proteina pro-
apoptdtica Bax e diminuicdo da razdo Bcl-2/Bax no hipocampo
causadas pelo ECI e a diminui¢do nos niveis de BDNF no coértex pré-
frontal causada pelo protocolo CORT. Em conjunto, os resultados
reforcam a capacidade deste composto em exercer efeito tipo-
antidepressivo em testes e modelos animais e fornecem robustez a ideia
de que 0 AU necessita ter seus mecanismos de acdo melhor investigados
visando uma possivel utilizacdo na pratica clinica.

Ademais, sabe-se que a depressdo pode coexistir também com
outras doencas, tais como a ansiedade, apresentando altas taxas de
comorbidade com o diagndstico do transtorno de ansiedade e podendo
até mesmo compartilhar diferentes aspectos fisiopatolégicos com esta
doenca (POLLACK, 2005; HETTEMA, 2008). Ainda, quando a
depressdo e a ansiedade ocorrem em conjunto, estdo associadas com
sintomas mais graves, aumento dos prejuizos causados pelas doengas,
um curso mais crénico, um menor éxito do tratamento e até mesmo uma
maior incidéncia de suicidio, piorando fortemente o quadro do paciente
(BAKISH, 1999; FAVA et al., 2000). Este trabalho demonstra tambhém
um efeito tipo-ansiolitico do AU, verificado em diferentes testes
comportamentais, 0 TCA e o LCE, e acentua ainda mais a necessidade
de estudos mais aprofundados quanto aos efeitos biolégicos do AU, uma
vez que um possivel efeito ansiolitico fortalece a proposta de sua
utilizacdo em doengas que possuem alta comorbidade com os
transtornos de ansiedade como a depressdo. Além disso, cabe destacar
gue 0 AU é amplamente estudado em relacdo a seus efeitos antitumorais
(LIU, 1995), e a depressdao também possui uma elevada taxa de
comorbidade com o céncer, o qual, por sua vez, também pode coexistir
com transtornos de ansiedade em grande parte dos pacientes (SARFATI
et al., 2014; ZHU et al., 2014), abrindo assim uma nova e importante
perspectiva em relagdo ao estudo dos efeitos bioldgicos do AU.
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Por fim, as alternativas para o tratamento da depressdo
parecem, ao longo do tempo, caminhar no sentido a reduzir a incidéncia
de efeitos secundarios indesejados e buscar novos alvos de agdo. A
tolerabilidade parece ter melhorado, mas as diferencas em relacdo a
eficacia clinica ndo parecem ser facilmente detectaveis. Ainda, as
melhorias nas taxas de resposta e no inicio lento do efeito clinico podem
ser consideradas como 0s principais pontos que indicam a necessidade
da busca por novos medicamentos (WILLNER, SCHEEL-KRUGER e
BELZUNG, 2013). Em conjunto, os resultados encontrados neste estudo
embasam a teoria de que o AU apresenta efeito tipo-antidepressivo e
demonstram também seu efeito tipo-ansiolitico. A capacidade do AU de
exercer efeito tipo-antidepressivo em diferentes testes comportamentais
e impedir alteragdes biogquimicas e comportamentais relacionadas a
depressdo em diferentes e bem estabelecidos modelos animais (Figura 9)
fortalece a necessidade de estudos mais aprofundados a cerca dos
mecanismos de acdo relacionados aos seus efeitos.
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Figura 9. Resumo gréfico.

Proposta de acdo do AU baseada na resposta aos diferentes modelos,
testes e ferramentas farmacoldgicas utilizadas. O AU parece exercer
efeito tipo-antidepressivo relacionado com o sistema monoaminérgico,
tanto em testes comportamentais preditivos quanto em modelos de
inducdo de comportamento tipo-depressivo baseados no estresse em
camundongos. Demonstra capacidade de proteger contra a reducdo da
razdo Bcl-2/Bax no hipocampo e de BDNF no cértex pré-frontal
induzida por modelos de estresse. Ainda, possui efeito ansiolitico
demonstrado no TCA e LCE. Em vista de seus efeitos bioldgicos junto a
efeitos neuroprotetores demonstrados na literatura, demonstra ser um
importante alvo de estudos quanto aos seus efeitos benéficos em
doencas como depressdo e ansiedade. Fonte: Do autor.
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5. CONCLUSOES

Este estudo demonstra o efeito tipo-antidepressivo da
administragdo oral de AU em camundongos. A administracdo aguda de
AU (0,1 mg/kg, p.o.) apresenta efeito tipo-antidepressivo no TSC sem
causar alteracdes locomotoras no TCA. O efeito tipo-antidepressivo do
AU parece depender de uma interagdo com o0s sistemas serotonérgico e
noradrenérgico, mas ndo com os sistemas glutamatérgico e opidide.
Além disso, o efeito somatério encontrado quando administrado em
dose sub-efetiva (0,001 mg/kg, p.0.) em conjunto com doses sub-
efetivas dos antidepressivos fluoxetina e reboxetina, sugerem que este
composto pode também potencializar a efetividade dos antidepressivos
disponiveis no mercado.

A administracdo repetida de AU (0,1 mg/kg, p.o.) também
apresentou efeito tipo-antidepressivo, bem como foi capaz de proteger
do comportamento tipo-depressivo (aumento no tempo de imobilidade
no TSC e no tempo de laténcia para autolimpeza no TBS) induzido pelo
protocolo do ECI. O AU também demonstrou potencial anti-apoptotico,
uma vez que protegeu do aumento no RNAm da proteina prd-apoptética
Bax, bem como da diminuicdo da razdo Bcl-2/Bax, no hipocampo de
camundongos submetidos ao ECI. Ainda, também foi capaz de proteger
do comportamento tipo-depressivo (aumento no tempo de imobilidade
no TSC e no consumo de sacarose no TCS) induzido pelo protocolo
CORT bem como impediu a diminuigdo nos niveis de BDNF no cortex
pré-frontal de camundongos submetidos a este protocolo reforcando seu
efeito tipo-antidepressivo associado a modulagdo nos niveis de BDNF
bem como demonstrando pela primeira vez sua a¢do em modelos
animais de depressdo que mimetizam a situagéo clinica da doenca.

Ainda, a administracdo repetida de AU (0,1 mg/kg p.o., 7 dias)
protegeu do comportamento tipo-ansioso induzido pelo CORT
(diminuicdo no tempo de permanéncia no centro do aparato). Este
possivel efeito tipo-ansiolitico foi confirmado agudamente no TCA e no
LCE, nos quais a administracdo de AU (10 mg/kg, p.o.) produziu efeito
tipo-ansiolitico.



134



135

6. PERSPECTIVAS

- Realizar a dosagem de neurotransmissores (5-HT, NE e DA) e
seus metabolitos no hipocampo e cortex cerebral de animais submetidos
ao tratamento agudo e/ou repetido com AU.

- Verificar os niveis e atividade de caspase-3 no hipocampo, de
animais submetidos ao protocolo do ECI e tratados com AU.

- Verificar os niveis de BDNF no hipocampo e estriado de animais
submetidos ao tratamento repetido com AU e ao protocolo CORT.
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