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RESUMO

A depressdo € um transtorno que acomete mais de 300 milhdes de individuos, dentre suas
causas, sugere-se que a alta concentragdo de cortisol contribui diretamente em sua
fisiopatologia. Assim o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial efeito
antidepressivo do acido acantoico (AA) em camundongos submetidos ao modelo de depressédo
induzido por administracdo repetida de corticosterona (CORT) por 21 dias e a partir do 14°
foram tratados com &cido acantoico. Camundongos Swiss fémeas foram divididos em oito
grupos: controle (SAL), corticosterona (CORT 20mg/kg), SAL+AA10 (salina + é&cido
acantoico 10 mg/kg), SAL+AAZ20 (salina + acido acantoico 20 mg/kg), CORT+AA10 (CORT
20mgkg + é&cido acantoico 10 mg/kg), CORT+AA20 (corticosterona + acido acantoico
20mg/kg), SAL+DSV10 (Salina + Desvenlafaxina 10mg/kg), CORT+DSV10 (CORT 20mg/kg
+ Desvenlafaxina 10mg/kg). Apds 1 hora do ultimo tratamento, nos dias 20 e 21 de protocolo,
foram realizados testes neurocomportamentais: campo aberto (CA), placa perfurada (PP),
labirinto em cruz elevado (LCE), suspensdo de cauda (SC) e nado for¢ado (NF). Por fim, os
parametros do estresse oxidativo: niveis de malondialdeido (MDA), de nitrito (NO) e de
glutationa reduzida (GSH) foram dosados nas areas cerebrais: cOrtex pré-frontal (CPF),
hipocampo (HC) e corpo estriado (CE). Os testes comportamentais mostraram que a
administracdo de CORT induziu um efeito comportamento depressivo simile pois aumentou o
tempo de imobilidade em 229% na SC e 189% NF quando comparado ao grupo controle.
Também foram observadas diminuicao nos niveis de GSH de 61% no HC, aumentou o0s niveis
de MDA nas trés areas estudas (CPF: 71%, HC: 63% e CE: 43%) e de NO no HC (40%) e CE
(78%) quando comparado aos grupos controles. O tratamento com AA mostrou um efeito
antidepressivo, nos testes de SC e NF, como também seu efeito neuroprotetor sobre o estresse
oxidativo, pela reversao da reducdo nos niveis de GSH, reversao do aumento de MDA e NO
induzidos por CORT. Conclui-se que o AA apresentou efeito antidepressivo nos testes
comportamentais, 0s quais parecem estar relacionados aos seus efeitos antioxidantes no modelo

de depressao induzida por CORT.

Palavras-chave: Corticosterona; Depressao; Estresse Oxidativo; Ansiedade.



ABSTRACT

BEHAVIORAL AND NEUROCHEMICAL EFFECTS OF ACANTHOIC ACID IN THE
CORTICOSTERONE-INDUCED DEPRESSION MODEL IN MICE

Depression is a disorder that affects more than 300 million individuals. Among its causes, it is
suggested that high cortisol concentrations directly contribute to its pathophysiology. Thus, the
present study aimed to evaluate the potential antidepressant effect of acanthoic acid (AA) in
mice subjected to the depression model induced by repeated administration of corticosterone
(CORT) for 21 days and from the 14th day they were treated with acanthoic acid. Female Swiss
mice were divided into eight groups: control (SAL), corticosterone (CORT 20mg/kg),
SAL+AA10 (saline + acanthoic acid 10 mg/kg), SAL+AA20 (saline + acanthoic acid 20 mg/kg),
CORT+AA10 (CORT 20mgkg + acanthoic acid 10 mg/kg), CORT+AA20 (corticosterone +
acanthoic acid 20mg/kg), SAL+DSV10 (Saline + Desvenlafaxine 10mg/kg), CORT+DSV10
(CORT 20mg/kg + Desvenlafaxine 10mg/kg). After 1 hour of the last treatment, on days 20 and
21 of the protocol, neurobehavioral tests were performed: open field (AC), perforated plate (PP),
elevated plus maze (EPM), tail suspension (SC) and forced swimming (FS). Finally, the
oxidative stress parameters: malondialdehyde (MDA), nitrite (NO) and reduced glutathione
(GSH) levels were measured in the brain areas: prefrontal cortex (PFC), hippocampus (HC) and
striatum (CE). Behavioral tests showed that CORT administration induced a similar depressive-
like behavioral effect as it increased the immobility time by 229% in SC and 189% in NF when
compared to the control group. A decrease in GSH levels of 61% in HC was also observed, as
well as an increase in MDA levels in the three areas studied (PFC: 71%, HC: 63% and CE: 43%)
and NO in HC (40%) and CE (78%) when compared to the control groups. Treatment with AA
showed an antidepressant effect in the SC and NF tests, as well its neuroprotective effect on
oxidative stress, by reversing the reduction in GSH levels and reversing the increase in MDA
and NO induced by CORT. It is concluded that AA showed an antidepressant effect in the
behavioral tests, which seem to be related to its antioxidant effects in the CORT-induced

depression model.

Keywords: Corticosterone; Depression; Oxidative stress; Anxiety.
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1 INTRODUCAO

1.1 Depressao

O mais recente Relatério Mundial de Saude Mental, publicado em 2022 pela Organizagao
Mundial de Satde (OMS), mostrou um aumento nos casos de ansiedade e depressdo em mais
de 25% dentro de um periodo de um ano. E estimado que cerca de 300 milhdes de pessoas
sofram com depressdo. E no Brasil, este nimero se aproxima dos 14 milhdes. Ainda de acordo
com a OMS, o transtorno depressivo maior (TDM) possui alta incidéncia e prevaléncia.
Ademais, na Pesquisa Nacional de Salde de 2019, conduzida pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), ha maior prevaléncia do TDM em mulheres (14,7%) do que em
homens (5,1%).

O TDM trata-se de uma condi¢cdo incapacitante, dada as suas comorbidades,
afetando negativamente pensamentos, atitudes e sentimentos dos acometidos, acompanhados
de manifestac@es fisiologicas. Sintomas mais comuns sdo: irritacdo, fadiga, insénia, humor
deprimido, anedonia (interesse diminuido ou perda de prazer para realizar as atividades de
rotina), sensacdo de inutilidade ou culpa excessiva, dificuldade de concentracdo (habilidade
frequentemente diminuida para pensar e concentrar-se), fadiga ou perda de energia, distirbios
do sono (insdnia ou hipersonia), problemas psicomotores (agitacdo ou retardo psicomotor),
perda ou ganho significativo de peso, ideias recorrentes de morte ou suicidio. Vale salientar que
o suicidio ocupa o 2° lugar como causa de morte de pessoas na faixa etaria de 19 a 25 anos em
todo o mundo (Park; Zarate, 2019; Associacdo Americana de Psiquiatria, 2021; Organizacéo
Mundial de Salde, 2022).

Desta forma, o transtorno tem se tornado um problema socioecondmico grave, uma vez
que ha prejuizo no funcionamento global dos individuos que sofrem dessa doenca
incapacitando-os para o trabalho e demais atividades cotidianas (Lakhan; Agrawal; Sharma,
2020). O cenario mundial pdés pandemia do COVID-19, mostra uma preocupante
epidemiologia, com aumento dos transtornos mentais (Mazza et al., 2022). A depressdo € um
problema de saude publica, levantando o interesse cientifico, apesar de diversos estudos sua
fisiopatologia e etiologia ndo sdo amplamente elucidadas. As teorias propostas para elucidar a
fisiopatologia do TDM correlacionam desde fatores neurobiolégicos a aspectos
socioambientais, afetando individuos de todos os géneros, idades e condi¢des sociais
(Alacevich et al., 2023).
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1.2 Fisiopatologia da depressio

Definir as causas e fatores envolvidos na patogenia da depressdo ainda € alvo de interesse
da comunidade cientifica. Uma vez que sdo sugeridos diversos fatores genéticos e ambientais.
Dentre as hipdteses que buscam esclarecer os mecanismos do transtorno depressivo podemos
citar: hipoteses das monoaminas, alteracdes na neurotransmissdo gabaérgica e glutamatérgica,
hip6tese receptor/neurotransmissor, desregulacdo do eixo hipotalamo-hipé6fise-adrenal (HHA),
hipdtese neurotrofica, via do 6xido nitrico e estresse oxidativo (Alacevich et al., 2023) (Figura
1).

Figura 1. Principais teorias da fisiopatologia da depresséo.

Hipotese
monoaminérgica

Estresse Fatores
oxidativo genéticos

4 Citocinas ¥ Fatores
inflamatoérias neurotréficos

Reducdo de
receptores

Fonte: Autoria propria, feito com Biorender.

Desregulagdo
do eixo HPA

O eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA), composto pelo hipotalamo, hipdfise e
glandulas adrenais, desempenha um papel crucial na depressdo. E esta intimamente ligado a
regibes cerebrais como o hipocampo e a amigdala do sistema limbico. O estresse atua como o

principal fator de ativacdo do sistema HHA, resultando em um aumento nos niveis de cortisol
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e uma hipertrofia da glandula pituitaria. Esse aumento de cortisol tem sido associado ao
surgimento de problemas cognitivos e uma desregulacéo sistema imunologico. De acordo com
essa teoria, 0 estresse cronico impede que o cérebro regule adequadamente a atividade do
sistema HHA (Liyanarachchi et al., 2017, Johnston et al., 2023).

O aumento de glicocorticoides em resposta ao estresse, suprimem a neurogénese, em
areas como o hipocampo e podem induzir morte neuronal. E ainda com a repeticdo e
cronicidade da exposicao a fatores estressores o eixo HHA torna se hiperativo. Estudos clinicos
comprovam a relacdo do eixo HHA com a depressdo. Dentre as evidéncias estdo 0 aumento dos
niveis do fator liberador de corticotrofina (CRH) no liquido cefalorraquidiano e aumento dos
niveis de cortisol e aumento do cortisol livre na urina. Cabe ressaltar que em roedores a
corticosterona corresponde ao cortisol nos humanos, como indicadores de estresse (Kandel et
al., 2023).

Outro fator a ser destacado na fisiopatologia da depressdo é o estresse oxidativo.
Compreende-se como estresse oxidativo o desequilibrio entre os sistemas de defesa
antioxidante endogenos e a formacéo de radicais livres, estes podem ser derivados de oxigénio,
classificando-se como espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio
(ERN) (Yoshikawa; Naito, 2002). O tecido cerebral possui alto teor lipidico, devido as
membranas celulares, também ha o consumo de grandes quantidades de oxigénio, tornando-o
especialmente vulneravel ao dano oxidativo, onde diversos distirbios neuropsiquiatricos tém

sido associados a formagéo de radicais livres (Forte et al., 2023).

Radical livre se refere aos a4tomos ou grupos de atomos possuem um elétron
desemparelhado na sua camada de valéncia, o que os torna extremamente reativos, contribuindo
com o processo oxidativo, causando danos as estruturas celulares como proteinas, lipideos e
DNA, impulsionando processos danosos, entre eles, o envelhecimento, inflamacéo, neoplasias
e a neurodegeneracdo (Gardes-Albert, 1991). Dessa maneira, tendo em vista a relacdo dos
radicais livres com as patologias neuropsiquiatricas, no sentido de melhor entender a
fisiopatologia destas condi¢fes o estresse oxidativo é alvo de estudo de diversas pesquisas
(Bhatt, 2023).

Ressalta-se que as ERO sao elementos de dificil identificacdo experimental, o que se
explica pela sua meia-vida de rapida duracdo. Os sistemas antioxidantes sdo de extrema
importancia para impedir os danos oxidativos e, desta forma, evitar o ataque aos lipideos,

proteinas e DNA celulares. As células combatem os radicais livres por meio de dois



20

mecanismos: impedindo a sua formagdo ou inativando-os diretamente (Finkel, 2011). Em
pacientes deprimidos existem ndo sO alteracdes nas enzimas antioxidantes, Superoxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GSH-Px), mas também um
aumento na peroxidacdo lipidica quando em comparacdo com individuos ndo deprimidos. A
literatura tem relatado, de forma crescente, um aumento do dano oxidativo na depressao,
sugerindo que impulsionar os sistemas de defesa antioxidante se faz de extrema importancia na
desordem (Lima, 2016; Sousa, 2022; Silva, 2024).

Ademais, estruturas cerebrais como o cortex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo
tem um importante papel no contexto da depressao (Tozzi et al., 2016) (Figura 2). O cortex pré-
frontal uma das areas do cérebro mais estudadas na biologia da depresséo, esta associado a
fungdes importantes, como a resolugdo de problemas, analise, controle de impulsos, motivacéo,
recompensas, respostas sociais, atencao seletiva, controle de emLoc¢do e memdria de trabalho
(Cai et al., 2013; Liu et al., 2017, Yan; Rein 2022). Foi relatado que a depressao evolui
clinicamente com uma redugdo no tamanho do cértex pré-frontal, alteracfes na atividade,
plasticidade neuronal e hemodinédmica (Sing; Gotlib, 2014; Liu et al., 2017). Assim, altera¢des
nessa area sao frequentemente associadas a perda de concentracdo e atencdo, compulsao,
déficits cognitivos e ideacdo suicida (Miller; Cohen, 2001; Young etal., 2016; Liu et al., 2017).

O hipocampo, por sua vez, € uma area do cérebro associada com sintomas como apatia,
perda de interesse, alteraces do sono, alteracGes no peso/apetite e deficit de memoria, presentes
em muitos pacientes deprimidos (Jayaweera et al., 2015; Liu et al., 2017, Zhang et al., 2023).
Evidéncias mostram que o hipocampo € estritamente ligado a regulacdo do eixo HHA por
apresentar expressdo densa de receptores de glicocorticoides responsaveis pelo controle de
feedback negativo (Sterner; Kalynchuk, 2010; Liu et al., 2017). O corpo estriado € outra area
que tem relacdo com a depressao, atua principalmente na inibicéo das a¢6es desencadeadas pelo
cortex e estruturas associadas através das projecfes GABAEérgicas (Hollerman; Tremblay;
Schultz, 2000). Dessa forma é possivel observar que o TDM afeta a atividade de diversas areas
cerebrais. Ha relatos na literatura de alteracbes em demais estruturas, como: hipotalamo,
amigdala, cortex-cingulado anterior, cértex orbitofrontal, insula, cortex pré-frontal dorsolateral
e ganglios da base, essas alteracdes afetam tanto a morfologia como na funcionalidade,
mostrado uma heterogeneidade de mecanismos fisiopatolégicos da depressdo, e que a
compreensdo destes pode auxiliar no desenvolvimento de farmacoterapias eficazes (Rozenthal;
Laks; Engelhardt, 2004; Zhang et al., 2023).

Figura 2. Areas cerebrais envolvidas na depressao.
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Fonte: Autoria prépria, feito com Biorender.

1.2 Tratamento farmacoldgico

Na segunda metade do século XX surgem os antidepressivos. O desenvolvimento desta
classe farmacologica constitui um avanco na industria farmacéutica ¢ decorrente da expansado
industrial da época, uma vez que, além de gerar lucro para as empresas, contribuiu para
minimizar e/ou tratar os problemas de saude. Assim, através do desenvolvimento de pesquisas
cientificas e da pratica clinica, foi observado que os medicamentos da classe dos
antidepressivos, podem auxiliar no tratamento de pacientes, ndo s6 com sintomas depressivos,
mas também nos que apresentavam disturbios de ansiedade, por exemplo (Bittencourt; Caponi;

Maluf, 2013).

Esses farmacos podem ser classificados de acordo com seus mecanismos de acdo e
caracteriscas farmacologicas e quimicas. Assim, podemos classifaca-los em: Antidepressivos
Triciclicos, Inibidores da Monoaminoxidase, Inibidores da Recaptacdo Seletiva de Serotonina,
e Inibidores da Recaptacdao de Serotonina e Noradrenalina (Katzung; Masters; Trevor, 2024).
As primeiras classes de farmacos para o tratamento da depressdao foram os inibidores da
monoaminoxidase (IMAQO), tais como: Iproniazida, Nialamida, Iproclozida, Feniprazina e
Isocarboxazida. Esses antidepressivos, descobertos em 1956, bloqueiam a enzima mitocondrial

(MAO), presente no tecido nervoso, que provoca a inativagdo de alguns neurotransmissores
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como norepinefrina, dopamina e serotonina.

Assim, os IMAOs impedem a destrui¢ao desses neurotransmissores, aumentando a sua
concentracdo na sinapse. Essa enzima, presente no tecido nervoso, apresenta duas classes:
MAO-A e MAO-B. A MAO-A metaboliza, de preferéncia, a serotonina (5-HT), mas também
metaboliza noradrenalina (NA) e dopamina (DA); j4 a MAO-B metaboliza dopamina (DA)
mais rapido do que Noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT) (Gorenstein; Scavone, 1999). A
inibicao da MAO pode ser ndo-seletiva e irreversivel (tranilcipromina e fenelzina) ou reversivel
e seletiva 2para MAO-A (moclobemida). Os efeitos colaterais mais importantes (mais comuns
com os IMAO nio-seletivos e irreversiveis) sdo: hipotensdo ortostatica, diarréia, edema
periférico, taquicardia e ansiedade. Ha risco de crises hipertensivas por interagdo com tiramina
de alimentos e medicagdes simpatomiméticas, o que limita seu uso em idosos. O
desenvolvimento dos inibidores de MAO-A, reversiveis e seletivos, ofereceu uma alternativa
mais segura ¢ bem tolerada, com resposta pressdrica minima a tiramina, minimizando a

necessidade de restrigdes dietéticas (Katzung; Masters; Trevor, 2024).

As drogas Imipramina, Trimipramina, Amitriptilina, Nortriptilina e Doxepina compdem
a classe dos antidepressivos triciclicos (ADT). Dependendo da droga, apresentam diferentes
mecanismos de a¢do, atuando no Bloqueio da Recaptagao de Noradrenalina; Bloqueio parcial
da captagdo e inativacao de Serotonina; Bloqueio de Receptores Adrenérgicos Alfa-1; Bloqueio
dos Receptores de Histamina H-1; Bloqueio dos Receptores Colinérgicos Muscarinicos M-1,
como também no Bloqueio dos canais de sddio. A nomenclatura dos ADTs ¢ decorrente da sua
estrutura quimica, onde sua estrutura apresenta trés anéis benzénicos (Katzung; Trevo, 2024).
Os efeitos desejaveis sao oriundos da inibigdo da recaptacao de serotonina e noradrenalina; ja
as acdes indesejaveis sdo oriundas do antagonismo alfa-1, causando tontura, hipotensdo e
sonoléncia nos pacientes; a¢cdes anti-histaminicas H-1, resultando em sonoléncia e ganho de
peso; e agdes anticolinérgicas muscarinicas M-1, causando constipagdo, visdo turva, boca seca
e sonoléncia. Assim, apesar de grande beneficio para os sintomas depressivos, apresentam

grandes efeitos adversos (Katzung; Masters; Trevor, 2024).

Apesar de terem surgido varias classes de antidepressivos na segunda metade do século
XX, os antidepressivos inibidores da monoaminoxidase e os triciclicos foram os tnicos
disponiveis por alguns anos. Isso dificultou o tratamento da depressdo, uma vez que as drogas
dessas classes de antidepressivos apresentam efeitos colaterais diversos entre os pacientes
(Brasil, 2012). O surgimento dos medicamentos inibidores seletivos da recaptagao de

serotonina (ISRS), bem como os inibidores da recaptagido de serotonina e noradrenalina (IRSN),
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contribuiram apresentando um grande avanco no tratamento médico da depressdo,

revolucionando-o, onde surgiram novas alternativas de tratamentos farmacologicos (Katzung;

Masters; Trevor, 2024).

Drogas com acao unicamente sobre a serotonina, foram descobertas na década de 1980,
como a Fluoxetina, Sertralina, Paroxetina, Escitalopram e Citalopram, atuam provocando um
aumento da concentragdo de serotonina na fenda sinaptica, intensificando a transmissdo
serotoninérgica. A serotonina atua em trés receptores chaves de serotonina: receptor 5-HT-1A,
5-HT-2, e 5-HT-3. Uma parte do aumento de atividades dos receptores de serotonina, como o
5-HT 1A, ¢ benéfica, sendo responsavel pelas agdes terapéuticas. Em contrapartida, aumentar
os niveis de serotonina em outras vias e através de outros receptores como o 5-HT-2, e 5-HT-3,
pode causar efeitos indesejaveis (Moreno, 1999). J4 os Inibidores da Recaptaciao de Serotonina
e Noradrenalina (IRSN), onde se enquadram as drogas Venlafaxina, Desvenlafaxina,
Duloxetina ¢ Milnaciprano, por exemplo, atuam inibindo reversivelmente o processo de
recaptagdo dos neurotransmissores envolvidos. Apresentam uma atividade fraca quanto a
recaptagdo de dopamina, precursor dos outros neurotransmissores catecolaminicos (epinefrina
e norepinefrina). Sdo mais potentes do que os ISRS e apresentam menos efeitos colaterais do

que os triciclicos (Gorenstein; Scavone, 1999).

Embora existam varios firmacos atualmente disponiveis para o TDM, ainda se observa
que existem muitos efeitos colaterais, que juntamente com a demora de inicio de efeitos, entre
4 a 8 semanas, podem levar a uma baixa adesdo ao tratamento, bem como abandono de terapia.
Outro ponto relevante € que 30% dos pacientes com depressdo sdo resistentes a farmacoterapia.
Assim, as problematicas apresentadas acerca dos farmacos existentes, fazem persistente a
pesquisa de novos compostos com potencial antidepressivo (Singh et al., 2017). O mecanismo

de sdo dos principais antidepressivos esta ilustrado na Figura 3.

Figura 3: Mecanismos de acao dos principais antidepressivos.
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Fonte: Adaptado de Golan 2010. Na figura, TVMA: Transportador vesicular de monoaminas; IMAOQO: Inibidor de

monoamina oxidase.

1.4 Acido acantoico

Diante da necessidade de encontrar substancias com agéo antidepressiva e menos efeitos
colaterais, com inicio de reversdo dos sintomas mais rapido e eficaz em pacientes resistentes, a
pesquisa de produtos naturais e substancias isolados emerge. O &cido acantoico, (-)-pimara-9-
(11),15-dien-19-6ico (AA), é um acido carboxilico, do tipo diterpeno piramidino. Os diterpenos
sdo um grupo de terpenoides encontrados como metabdlitos secundarios em organismos

terrestres e marinhos. Eles ocorrem em uma estrutura C-20 onde unidades de isopreno se
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combinam em diferentes formas (Cérdova-Guerrero et al., 2013). O acido acantojico foi
inicialmente descrito por Kim et al., (1988), a partir da casca do caule de Acanthopanax

koreanum.

No trabalho de Pinheiro e colaboradores 2009, o &cido acantoico foi isolado da espécie
brasileira Annona amazonica e seus efeitos anti-lesishmania avaliados. Demais estudos revelam
atividades bioldgicas do é&cido acantbico, como anticancer, anti-inflamatorio, anti-
hipoglicémico, acdo hepatoprotetora, protecdo gastrointestinal e cardiovascular, ainda, alguns
estudos se concentram na modificacdo estrutural do AA para melhorar suas atividades
farmacologicas (Cai et al., 2003; Lam et al., 2003; Suh et al., 2004; Wu et al., 2010; Qiushi;
Guanghua; Guangquan, 2015; Marinho et al., 2019; Kasemsuk et al., 2021) (Figura 4). Esta
presente também nas espécies Mikania sp. (Asteraceae), Rollinia pittieri, R. exsucca

(Annonaceae), Aralia racemosa e Croton oblongifolius Roxb (Nunez et al., 2004).

Dentre 0s mecanismos responsaveis pelas agfes farmacologicas do AA, estdo a
capacidade de inibir a secrecdo de fatores pro-inflamatorios, como a interleucina-1 (IL-1), o
fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e a interleucina-8 (IL-8). Como também a ativacdo das
subunidades p110y e p1105 da PI3K, que inibe a estimulacdo dependente de LPS de IKK/NF-
kB ¢ p38 ¢ ERK MAPKSs (Kang et al., 2006; Través et al., 2014; Li et al., 2016). Além disso é
agonista do receptor X do figado (LXR), que regulam a fibrose hepatica, lipogénese, doenca
cardiovascular e resposta inflmatoria (Tontonoz; Mangelsdorf, 2003; Bai et al., 2014; Yao et al.,
2017; Han et al., 2019). O AA ativa a via de sinalizagdo receptores Toll-Like 4 (TLR4), fator
nuclear-kappa B (NF-kB), agindo na inflamacao, assim como na ia de sinalizacdo da proteina
quinase ativada por AMP (AMPK). Pode regular as atividades do 6xido nitrico (NO) e COX-
2, importantes na inflamacédo (Kang et al., 2006; Través et al., 2014; Li et al., 2016).

Portanto, o AA se destaca como um composto promissor de fonte vegetal e renovavel no
desenvolvimento de novos farmacos. No entanto, ha uma auséncia de pesquisas das acfes do
composto no SNC. Visto que hd um potencial efeito antioxidante e anti-inflamatorio do
composto e estes fatores estdo relacionados com a fisiopatologia da depresséo, uma vez que a
acao dos diterpenos no sistema nervoso central ja foi relatada na literatura. Ademais, estudos
relacionados aos seus parametros farmacocinéticos como absorcdo, distribuicéo,
metabolizacdo, excrecdo além da toxicidade ainda necessitam ser realizados (Wasowski;
Marder, 2011, Costa et al., 2012; Costa et al., 2014; Ayatollahi et al., 2017).
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Figura 4. Efeitos bioldgicos do &cido acantoico.
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Fonte: Autoria propria, feito com Biorender.

1.5 Modelo de depressao induzido por corticosterona

Diversos modelos animais foram propostos para investigar acdo antidepressiva de
farmacos e estudar a fisiopatologia da depressdao (Gregus, 2005; Silva et al., 2013). Nos
transtornos de humor, o estresse é considerado o fator de risco mais comum, sendo utilizado
nos modelos animais varios estressores para induzir comportamentos semelhantes a depressao,
incluindo estresse psicossocial (separacdo materna, desamparo aprendido, estresse cronico e
isolamento social), lesdo (bulbectomia olfatoria), farmacoldgicos (reserpina, triptofano,
abstinéncia de psicoestimulantes e corticosterona) e inflamatorios (lipopolissacarideo) (Sousa,

2015).

O estresse cronico pode levar a um aumento dos niveis plasmaticos de glicocorticoides:
corticosterona em roedores e cortisol em humanos. A corticosterona (CORT) ¢ o principal

glicocorticoide sintetizado no cortex adrenal de roedores e secretado em resposta ao estresse.
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Esse aumento ¢ resultante de uma desregulacao do eixo HHA (Figura 5) com consequente morte
dos neurdnios hipocampais (Zorn et al., 2017). A literatura relata em estudos clinicos e
experimentais a hiperatividade do eixo HHA na patogénese da depressao (Sousa 2015; Menke

etal., 2018).

A administragdo de doses repetidas de corticosterona ¢ muito utilizada
farmacologicamente como modelo pré-clinico de indugdo de comportamento tipo-depressivo,
apresentando boa aceitacdo e de facil reprodu¢do nas experiéncias cientificas, nosso grupo de
pesquisa tem uma vasta experiéncia com o modelo (Sousa et al., 2015 2018; Oliveira et al.,
2017, 2022; Silva et al., 2016, Torres, 2023). Como também tem se observado que o tratamento
com antidepressivos reverte as alteracdes comportamentais (validacdo de face) e
neurobiologicas (validagdo de constructo) produzidas pela corticosterona, legitimando a
validade do referido modelo (Sterner, Kalynchuk, 2010). A partir destas evidéncias, entende-se
que o modelo de depressdo animal, induzido por corticosterona, tem se mostrado util na
pesquisa em psiquiatria, fornecendo dados importantes para o desenvolvimento de novos
agentes antidepressivos, como também para o desenvolvimento de estudos sobre os

mecanismos fisiopatologicos da depressao (Sterner; Kalynchuk, 2010).

Figura 5. Disfuncao eixo HHA.
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Fonte: Adaptado de McCarty (2016), feito com Biorender. Na figura: CRH: Hormoénio Liberados de Corticotrofina;

ACTH: Horménio Adrenocorticotréfico.
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2 RELEVANCIAE JUSTIFICATIVA

A depressdo ¢ um transtorno cronico de alta incidéncia e prevaléncia. E de acordo com a
OMS, afeta uma parcela significativa da populacdo mundial (OMS, 2022). Apesar do numero
crescente de pesquisas acerca da neurobiologia da depressdo e mecanismo de acdo dos
antidepressivos, 0 manejo farmacologico existente se baseia praticamente na classica hipotese
das monoaminas (Schildkraut, 1965; Racagni; Popoli, 2010). Um grande desafio para os
medicamentos disponiveis atualmente, ¢ que apenas 30% dos pacientes com depressao
respondem a terapia com antidepressivos, juntamente com os indices de efeitos adversos que
causam a nao adesao destes farmacos e demora da melhora clinica (OMS, 2022). Para o estudo
de depressdo a nivel pré-clinico sdo necessarios modelos animais. O modelo animal de indugdo
de depressao por corticosterona tem a vantagem por induzir depressdo animal, e ainda alguns

autores o reconhecem como um modelo de depressao resistente (Ago et al, 2013).

Devido o &cido acantoico apresentar um efeito antioxidante e anti-inflamatorio, surge a
necessidade de investigar seus efeitos em doencas neuropsiquiatricas, tais como a depressao.
Diante do rico potencial terapéutico demonstrado pelo AA e da auséncia na literatura de estudos
acerca de seu efeito antidepressivo, faz-se relevante e necessario o presente estudo na tentativa
de elucidar os possiveis mecanismos neuroprotetores do AA. Juntamente com a necessidade do
desenvolvimento de farmacos que sejam eficazes e com o minimo de efeitos adversos possivel,
proporcionando uma melhora da qualidade de vida dos pacientes (Traves et al., 2014, Li et al.,
2016). Nessa perspectiva, foi realizado um estudo acerca dos efeitos comportamentais e
antioxidantes do acido acantoico em modelo animal de depressdo induzido por corticosterona.
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3 OBJETIVOS

3.1

3.2

Objetivo geral

Avaliar os efeitos do acido acantoico nas alteragdes comportamentais e neuroquimicas

no modelo animal de depressdo induzida por corticosterona.

Objetivos especificos

Auvaliar os efeitos do acido acantoico na atividade locomotora e exploratéria no teste de
campo aberto do acido acantoico em modelo animal de depressdo induzida por
corticosterona.

Avaliar os efeitos do acido acantoico no comportamento ansioso-simile nos testes de
labirinto em cruz elevada e placa perfurada do &cido acantoico em modelo animal de
depressao induzida por corticosterona.

Avaliar os efeitos do acido acantoico nos testes suspensao de cauda e nado forgado do
acido acantoico em modelo animal de depressdo induzida por corticosterona

Avaliar os efeitos do acido acantoico nas concentracGes de glutationa reduzida,
malondialdeido e nitrito no cortéx-pré-frontal, hipocampo e corpo estriado em modelo

animal de depressédo induzida por corticosterona.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas, a fim de representar a prevaléncia
epidemioldgica do transtorno que acomete mais mulheres. Os animais possuiuam entre 20-25g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC), mantidos em
ambiente com temperatura controlada (22+1°C), com ciclo claro/escuro de doze horas e
recebendo agua e comida a vontade. Este estudo foi desenvolvido de acordo com os preceitos
da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), que estdo em conformidade com as normas internacionais de pesquisas cientificas
envolvendo animais (NIH, 1996), sob aprovagéo de niimero 2616120523 da Comissio de Etica

no Uso de Animais (CEUA-UFC), certificado de aprove em Anexo A.
4.2 Modelo de depressdo induzido por corticosterona

Depressdo foi induzida pela injecdo de CORT (corticosterona, 21 acetato, Sigma-
Aldrich, U.S.A) suspensa em solucédo salina, contendo 0,1% de dimetil sulféxido (DMSO) e
Tween-80 0,3%. A administracdo foi diariamente, uma vez ao dia, na dose de 20 mg/kg, por
via subcuténea (s.c) durante 21 dias conforme o0s estudos anteriores do nosso grupo (Sousa et
al., 2015,2018; Silva et al., 2016; Oliveira et al., 2017, 2022; Torres, 2023).

4.3 Acido acantoico

O diterpeno utilizado neste trabalho foi isolado de Annona amazonica (Annonaceae)
conforme descrito por Pinheiro et al., (2009), em parceria com 0s autores da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM) e da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco
(UNIFVASF). Grau de pureza: 98%, demonstrados na Cromatografia Gasosa e Ressonacia

Magnética no Anexo B.
4.4 Desvenlafaxina

Succinato de desvenlafaxina monoidratada (DVS) (Lab. Wyeth) foi macerada e
dissolvida em agua destilada. A droga foi administrada por via oral (gavagem), durante 7 dias
consecutivos na dose de 10mg/kg, em volume de 10ml/kg. A dose para DVS determinada com

base em estudos anteriores (DE SOUSA et al., 2018; DE SOUSA., 2019).
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4.5 Protocolo experimental
Os animais foram divididos aleatoriamente em 8 grupos:

e Grupo SAL+SAL (Controle): Os animais receberam uma injecdo diaria de tween 80
0,3% diluido em salina (via subcutanea) durante 21 dias consecutivos, do 15° ao 21° dia
receberam salina (via oral por gavagem).

e Grupo SAL+AA10: Os animais receberam uma injecdo diaria de tween 80 0,3% diluido
em salina (via subcutanea) durante 21 dias consecutivos, do 15° ao 21° dia receberam
AA 10 mg/kg (via oral por gavagem).

e Grupo SAL+AA20: Os animais receberam uma inje¢ao diaria de tween 80 0,3% diluido
em salina (via subcutanea) durante 21 dias consecutivos, do 15° ao 21° dia receberam
AA 20 mg/kg (via oral por gavagem).

e Grupo SAL+DSV10: Os animais receberam uma injecdo diaria de tween 80 0,3%
diluido em salina (via subcutanea) durante 21 dias consecutivos, do 15° ao 21° dia
receberam DSV 10 mg/kg (via oral por gavagem).

e Grupo CORTHSAL: Os animais receberam uma inje¢ao diaria de CORT 20mg/kg (via
subcutanea) durante 21 dias consecutivos, do 15° ao 21° receberam tween 80 0,3% diluido
em salina (via oral por gavagem).

e Grupo CORT+AA10: Os animais receberam uma inje¢ao diaria de CORT 20mg/kg (via
subcutanea) durante 21 dias consecutivos, do 15° ao 21° dia receberam AA 10mg/kg
(via oral por gavagem).

e Grupo CORT+AA20: Os animais receberam uma inje¢ao didria de CORT 20mg/kg (via
subcutanea) durante 21 dias consecutivos, do 15° ao 21° dia receberam AA 20mg/kg
(via oral por gavagem).

e Grupo CORT+DVS: Os animais receberam uma inje¢do diaria de CORT 20mg/kg (via
subcutanea) durante 21 dias consecutivos, do 15° ao 21° dia receberam DVS 10mg/kg

(via oral por gavagem).

Os testes comportamentais: campo aberto, placa perfurada, labirinto em cruz elevado,
suspensao de cauda e nado forcado, seguidos da dissecacdo das areas cerebrais: cortex pré-
frontal (CPF), hipocampo (HC) e corpo estriado (CE), ocorreram no 20° e 21° dia de tratamento,
apos uma hora da dltima administragdo, conforme delineamento experimental ilustrado na

figura 6. Os testes foram filmados e analisados posteriormente pelo software Anymaze.
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Figura 6. Delineamento experimental.
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Fonte:
Autoria propria, feito com Biorender. Desenho experimental do protocolo realizado e drogas administradas por 21
dias consecutivos e os procedimentos ao final do protocolo. Legenda: CORT: Corticosterona; AA: Acido acantéico;
SAL: Salina; CA: Campo aberto; LCE: Labirinto em cruz elevado; PP: Placa perfurada; SC: Suspensao de cauda;
NF: Nado for¢ado; CPF: Cortex pré-frontal; HC: Hipocampo; CE: Corpo estriado; GSH: Glutationa reduzida;

TBARS: Substincias reativas ao acido tiobarbiturico.

4.6 Testes comportamentais
4.6.1 Teste de campo aberto

O aparato utilizado para a realizacdo do teste de campo aberto (CA) com camundongos
é feito de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm), é dividido em 9
quadrantes iguais, metodologia utilizada para avaliar a atividade exploratéria do animal
(Archer, 1973). Os parametros investigados foram: nimero de comportamentos de autolimpeza
(grooming) e nimero de exploracdes verticais (rearing) nimero de cruzamentos, registrados

apos 1 minuto de habituacéo, por 5 minutos (Figura 7).

Figura 7. Campo aberto.
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Fonte: Autoria prépria, feito com Biorender.

4.6.2 Teste de labirinto em cruz elevado

Através do teste de labirinto em cruz elevado (LCE) o comportamento do tipo ansiedade
pode ser avaliado (Lister, 1987). O aparato é composto de dois bracos abertos e opostos (30 x
5 x 25 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm), também opostos, em forma de cruz. Onde os
bracos abertos e fechados sdo conectados por uma plataforma central (5 x 5 cm), elevados a
uma altura de 45 cm do chao. Os camundongos foram colocados no centro do aparelho e cabega
voltada para um dos bragos fechados. Foram registrados: frequéncia de entradas e o tempo

despendido nos bragos abertos e nos fechados, observados por 5 min (Figura 9).

Figura 9: Labirinto em cruz elevado.

Fonte: Autoria propria, feito com Biorrender.

4.6.3 Teste da placa perfurada
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O teste ¢ utilizado para avaliar o comportamento ansioso-simile dos animais. O aparelho
utilizado foi uma placa perfurada contendo 16 furos espagados uniformemente (figura 8). O
parametro utilizado para analise foi o nimero de vezes que o animal inseriu a cabega nos

orificios (head-dips) durante o periodo de 5 min.

Figura 8: Placa perfurada.
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Fonte: Autoria prépria, feito com Biorrender.

4.6.4 Teste de suspensdo de cauda

O teste de suspensdo pela cauda é usado na triagem e desenvolvimento de
antidepressivos (Steru et al., 1985). Os animais foram suspensos pela cauda a 50 cm do chéo
por uma fita fixada a 1 cm a partir da ponta da cauda e o tempo de imobilidade registrado
durante os 5 minutos (Steru et al., 1985). Diante do conflito entre o estresse fisico gerado pela
tentativa de fuga sem sucesso e a motivagdo para continuar tentando e quando o estresse fisico
ultrapassa a motivacdo, os animais assumem uma postura imével caracteristica (corpo e cabeca
alongados, patas dianteiras unidas e traseiras separadas) (Cryan; Mombereau; Vassout, 2005),

representado na figura 10.

Figura 10: Suspensao de cauda.

N

Fonte: Autoria propria, feito com Biorender.
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4.6.5 Teste de nado forcado

Também chamado de teste de “desespero comportamental”, idealizado por Porsolt
(1979) na avaliacao da eficécia clinica de antidepressivos, € amplamente utilizado em pesquisa
basica e na investigacdo de novos farmacos antidepressivos (Poleszak et al., 2020; Slattery;
Cryan, 2012). Onde os animais foram colocados individualmente em cilindros de pléastico de
24 cm de didmetro e 35 cm de altura, com 13,5 cm de agua por seis minutos, o tempo total de
imobilidade de cada animal foi contado a partir do segundo minuto. Imobilidade é a
movimentacdo minima do animal para manter a cabeca fora da agua (Porsolt, 1979), ilustrado

na figura 11.

Figura 11: Nado forcado.

Fonte: Autoria prépria, feito com Biorender.

4.7 Determinacdo de parametros de estresse oxidativo

Os animais foram sacrificados por decapitacdo e os cérebros retirados e imediatamente
colocados sobre o papel aluminio em uma placa de Petri com gelo. Para a remocdo das areas
cerebrais. Ap6s o término da dissecacdo que foi conduzida sob o gelo, CPF, CE e HC foram
colocados em microtubos tipo eppendorfs devidamente identificados, pesados e conservados a
-20°C ate serem utilizadas para testes neuroquimicos.

4.7.1 Determinacdo da concentracgdo de glutationa reduzida
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Os niveis de glutationa reduzida (GSH) foram avaliados para estimar defesas enddgenas
contra o estresse oxidativo. O metodo é baseado na reacdo de reagente de Ellman (DTNB), com
grupos tiol livres. As areas cerebrais foram diluidas em tampéo de 0,02 M de EDTA (10% p /
v) e adicionadas a uma solucdo de acido tricloroacético a 50%. Apos centrifugacdo (3000
rpm/15 min), o sobrenadante do homogeneizado foi recolhido e os niveis de GSH foram
determinados (Sedlak; Lindsay, 1968). As amostras foram misturadas com 0,4 M de tampé&o
tris-HCI, pH 8,9 € 0,01 M de DTNB. Niveis de GSH foram determinados por espectrofotometria
a412 nm, calculada com base numa curva padréao de glutationa e expressos como pg de GSH/g
de tecido imido.

4.7.2 Avaliacdo da peroxidacao lipidica

A peroxidagdo lipidica foi avaliada pela mensuracdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) nos homogenatos. As amostras foram homogenizadas com tampéao
fosfato de potassio monobasico 50 mM pH 7,4 e 63uL do homogenato foi misturado a 100 pL.
de acido percldrico 35%, sendo estas novamente centrifugadas (7000 rpm/15 min). Logo em
seguida, 150 puL. do sobrenadante foram recuperados e misturados a 50 plL de acido
tiobarbiturico 1,2%, sendo aquecidos em um banho de &gua fervente por 30 min. Apos o
resfriamento, a peroxidacdo lipidica foi determinada por absorbancia a 535 nm e expressa como
pg de MDA/g de tecido umido (Ohkawa; Ohishi; Yagi, 1979).

4.7.3 Determinacéo da concentracao de nitrito

Para avaliar os efeitos de tratamentos com as respectivas drogas na producao indireta de
oxido nitrico, foram determinados os niveis de nitrito em homogenatos dos cérebros dos
camundongos imediatamente ap6s a decapitacdo em todos os grupos. Apés centrifugacao (800
x g/10 min), o sobrenadante do homogeneizado foi coletado e a producéo de nitrito determinada
com base na reacdo de Griess (Green; Tannenbaum; Goldman, 1981; Radenovic; Selakovic,
2005). Para essa quantificacdo, 100 pL do reativo de Griess (sulfanilamida a 1% / cloridrato de
N-(1-naftil) - etilenediamina 0.1% / acido fosforico a 5% / &gua destilada, na proporcéo de
1:1:1:1) foi adicionado a 100 pL. do sobrenadante do homogenato tecidual e incubado a
temperatura ambiente por 10 min. A curva padrédo foi elaborada com vérias concentracdes de
NaNO2 (variando de 0,75 a 100 mM) sob as mesmas condicdes e os brancos foram preparados
pela adi¢ao de 100 puL do reativo de Griess a 100 uLL do tampao usado para o homogenato. A
absorbancia foi medida em leitor de microplacas em 560 nm e expressa em puM de nitrito/g de
tecido umido.
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4.9 Andlise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism 8, San
Diego Califérnia, EUA. Inicialmente, os resultados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk,
para verificar a normalidade da amostra. Os resultados foram comparados através de Two-way
ANOVA seguido pelo teste de Turkey (post hoc test) para comparacGes mdaltiplas. As

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas em p<0,05.



39

5 RESULTADOS
5.1 Testes comportamentais

5.1.1 Efeito da administracio de CORT, AA ou DVS sobre a atividade locomotora de

camundongos submetidos ao teste do Campo Aberto

No resultado do campo aberto, conforme mostrado na Figura 12, no nimero de cruzamentos,
nao foi observada interagao entre os fatores [F (3,64)=1,484; P=0,2273], assim como no modelo
(Modelo CORT [F (1,64)=2,885; P=0,0943]. Entretanto, no fator tratamento foi observado
efeito significativo [F (3,64)= 9,618; P<0,0001]). No teste de comparagdes multiplas, nenhum
grupo apresentou diferenca estatistica no numero de cruzamentos quando comparado ao

controle (Figura 12A).

Em relacdo ao teste de grooming (Figura 12B), a analise Two-Way ANOVA demonstrou
interagdo significativa nos fatores estudados [F (3,64)=24,09; P<0,0001]. Também foi
observado efeito em cada fator isolado (Modelo CORT: [F (1,64)=5,456; P=0,0226];
Tratamento AA: [F (3,64)=14,47; P<0,0001]. No teste de comparacdes multiplas, o grupo
CORT apresentou diminuicdo no niumero de grooming quando comparado ao grupo SAL
(P<0,0001). AA10 (P<0,0001) e AA20 P< 0,0001)] e DVS (P<0,0001). Neste teste, também foi
observado aumento no nlimero de grooming nos animais que receberam AA associado ao CORT
(CORT+AA10 e CORT+AA20) quando comparado ao grupo apenas com AA10 (P<0,0001) e
AA20 (P<0,0001), respectivamente.

Ainda, no campo aberto, outro teste avaliado foi o rearing (Figura 12C) que demonstrou
interagdo significativa nos fatores estudados [F (3,64) =13,86; P < 0,0001]. Assim como em
cada fator isolado [Modelo CORT: F (1,64)=62,40; P <0,0001 e Tratamento com AA: [F (3,64)
=6,729; P=10,0005]. No teste de comparagdes multiplas, o CORT, sozinho ou associado ao AA,
apresentou diminui¢do no numero de rearings quando comparado aos grupos SAL ou AA (10
ou 20 mg/kg). Esse efeito da CORT foi revertido apenas na presenca do DVS (P < 0,0001).
Outro resultado encontrado foi uma diminui¢do no numero de rearing nos camundongos que
receberam AA associado ao CORT (CORT+AA10 e CORT+AA20) quando comparados com
AA10 (P=0,0155) e AA20 (P<0,0001), respectivamente.

Figura 12: Efeitos do tratamento com AA teste de Campo aberto: (A) nimero de
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cruzamentos, (B) numero de grooming (C) e numero de rearing em um modelo de

camundongo com depressao cronica induzida por CORT.
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Efeitos do tratamento com AA nos pardmetros do teste de Campo Aberto: Numero de cruzamento (A); Numero

de grooming (B); Numero de rearing (C) em um modelo de depressdo induzida por CORT. Os animais receberam

CORT (20 mg/kg, subcutaneamente) por 21 dias. Do 15° ao 21° dia de tratamento, eles receberam SAL 0,9%, AA

(10mg/kg ou 20mg/kg oralmente) ou DVS (10mg/kg). No 21° dia, os animais foram submetidos ao teste, 1 h apds
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administracdo das drogas. Cada coluna representa a média = SEM (n = 8 - 10 animais/grupo). Os resultados foram
analisados por ANOVA bidirecional seguido pelo teste de Tukey para compara¢des multiplas. Na figura, * P<0,05;
** P<0,01, *** P<0,001, ****P<0,0001. Abreviac¢des: SAL - solugdo salina; CORT - corticosterona; AA10 - &cido
acantdico 10mg/kg; AA20 - acido acantoico 20mg/kg; DVS- Desvenlafaxina (10mg/kg).

5.1.2 Efeito da administracido de CORT, AA ou DVS sobre o comportamento ansioso de

camundongos submetidos ao teste de Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Em relacdo aos parametros analisadas no teste de labirinto em cruz elevado, o nimero
de entradas nos bracos abertos (NEBA), ndo foi demonstrada interagéo significativa entre os
grupos [F (3,64) = 2,638; P = 0,0571] e fatores isolados (Modelo CORT [F (1,64) = 0,2451; P
= 0,6223] e Tratamento com AA [F (3,64) = 2,521; P = 0,0657]). No teste post hoc de Tukey,

nenhum grupo apresentou diferenca estatistica, no NEBA, em relacdo ao controle (Figura 13A).

O tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) demonstrou através da analise
Two-Way ANOVA, interacdo significativa nos fatores estudados [F (3, 64) = 38,51; P <
0,0001] como também foi observado, o efeito em cada fator isolado [Modelo CORT [F (1, 64)
= 100,5; P < 0,0001 e Tratamento com AA [F (3, 64) = 10,58; P < 0,0001]. No teste de
comparagBes multiplas os grupos que receberam CORT isoladamente (P>0,9999) ou associado
a AA (CORT + AA10 e CORT + AA20) ou desvenlafaxina (CORT+DVS10) nédo
demonstraram alteracGes neste parametro em relacdo ao grupo SAL (Figura 13B). Entretanto,
em ambas as doses, 0s animais que receberam apenas AA apresentaram aumento do TPBA em
relacdo ao grupo SAL ou associado a CORT (CORT + AA10 e CORT + AA20).

Em relacdo ao numero de entradas nos bragos fechados (NEBF), observou-se interacdo
entre os fatores [F (3,64)=4,296; P=0,0080] e efeito sobre os fatores isolados Tratamento [F
(3,64)=5,962; P=0,0012]. Nos testes de compara¢Bes mdltiplas, foi encontrada reducdo no
NEBF dos animais que receberam AA20 quando comparados ao grupo controle (P = 0,0013) e
aumento no NEBF quando o0 AA20 (P = 0,0150) foi associado ao CORT (CORT + AA20). Os
animais que receberam CORT+DVS apresentaram reducdo no NEBF em relacdo aos animais
tratados apenas com CORT (P=0,0327).

Por fim, houve interagdo entre os fatores estudados quanto ao tempo de permanéncia
nos bracos fechados (TPBF) [F (3,64)= 22,81; P<0,0001], assim como no fator do modelo
CORT isolado [F (1,64)= 153,9 ; P < 0,0001] e Tratamento [F (3,64)= 7,924; P= 0,0001]. No
teste post hoc, o grupo que recebeu apenas AA (P = 0,0004), na maior dose, reduziu o TPBF
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em relagdo ao controle (Figura 13D). Por outro lado, foi observado aumento desse parametro
nos animais tratados apenas com CORT (P= 0,0004) ou associados [CORT + AA10 (P <
0,0001) e CORT + AA20 (P < 0,0001)] quando comparados ao grupo controle. Da mesma
forma, um aumento no TPBF também foi observado entre os grupos CORT+AA10 (P<0,0001)
e CORT+AA20 (P<0,0001), quando comparados aos grupos que receberam apenas AA10 e
AA20, respectivamente. No entanto, os animais que receberam DVS10 associado ao CORT
(CORT+DVS10) obtiveram uma reducdo no TPBF em compara¢éo aos animais que receberam
apenas CORT (P < 0,0001).

Figura 13: Efeitos do tratamento com AA no teste Labirinto em cruz elevada, em um

modelo de camundongo com depressao cronica induzida por CORT.
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Efeitos do tratamento com AA nos parametros do teste do labirinto em cruz, NEBA (A); TPBA (B); NABF (C) e
TPBF (D), em um modelo de depressdo induzida por CORT. Os animais receberam CORT (20 mg/Kkg,
subcutaneamente) por 21 dias. Do 15° ao 21° dia de tratamento, eles receberam SAL 0,9% ou AA (10mg/kg ou
20mg/kg oralmente). No 21° dia, os animais foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado, 1 h apés
administracao das drogas. Cada coluna representa a média £ SEM (n = 8 - 10 animais/grupo). Os resultados foram
analisados por ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey para comparacdes multiplas. Na figura, * P<0,05;
** P<0,01; **** P<0,0001. Abreviacfes: SAL - salina; CORT - corticosterona; AA10 - acido acantoico 10mg/kg;
AA20 - &cido acantoico 20mg/kg; DVS- Desvenlafaxina (10mg/kg); NABF: nimero de entradas em bragos

abertos; NEBF: nimero de entradas em bracos fechados; TPBA: tempo de permanéncia em bragos abertos; TPBF:
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tempo de permanéncia em bragos fechados

5.1.3 Efeito da administracido de CORT, AA ou DVS sobre a atividade exploratoria de

camundongos submetidos ao teste da placa perfurada

Uma interagdo significativa entre “modelo CORT” x “Tratamento” [F (3, 64) = 5,687;
P=0,0016] com o efeito principal significativo de cada fator isoladamente [“modelo CORT”: F
(1, 64) = 7,827; P=0,0068; “Tratamento”: F (3, 64) = 14,44; P<0,0001] foi observada na
avaliacdo no teste de placa perfurada (Figura 14). De acordo com o teste de Tukey, 0 nimero
de head-dips foi diminuido em animais expostos ao modelo CORT quando comparado ao
controle (P=0,0025) e esse efeito foi revertido apenas em camundongos que receberam DSV10
(CORT+DVS10).

Figura 14: Efeitos do tratamento com AA no teste Placa Perfurada, em um modelo de

camundongo com depressao cronica induzida por CORT.
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Efeitos do tratamento com AA no nimero de mergulhos na placa perfurada no modelo de depresséo cronica
induzida por CORT. Os animais receberam CORT (20 mg/kg, subcutinea) por 21 dias. Do 15° ao 21° dia de
tratamento, receberam também SAL 0,9% ou AA (10mg/kg ou 20mg/kg via oral). No 21° dia, os animais foram
submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado, 1 h apds a administracéo dos farmacos. Cada coluna representa
a média + EPM (n = 8 - 10 animais/grupo). Os resultados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido do
teste de Tukey para compara¢Ges multiplas. Na figura, ** P<0,01; **** P<0,0001. Abrevia¢des: SAL - salina;
CORT - corticosterona; AA10 - &cido acantoico 10mg/kg; AA20 - 4cido acantoico 20mg/kg; DVS- Desvenlafaxina
(10mg/kg).

5.1.4 Efeito da administracio de CORT, AA ou DVS sobre o tempo de imobilidade de

camundongos submetidos ao teste de suspensao de cauda.
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A andlise ANOVA bidirecional, no teste de suspensdao da cauda, mostrou interagao
significativa entre os fatores [F (3,64)=7,941; P=0,0001], assim como no fator modelo [CORT
(F(1,64)= 18,11; P<0,0001], sem nenhuma alteracdo no fator tratamento [F(3,64)=2,492; P
=0,0680]. Nos testes de comparagdes multiplas (Figura 14), o grupo CORT apresentou aumento
no tempo de imobilidade quando comparado ao controle de 229% (P<0,0001), esse efeito foi
revertido pela associagdo com AA, em ambas as doses [CORT+AA10 (P=0,0101);
CORT+AA20 (P=0,0441)], e DVS [CORT + DVS10(P=0,0010)].

Figura 15: Efeitos do tratamento com AA no teste suspensido de cauda em um modelo de

camundongo com depressio cronica induzida por CORT.
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Efeitos do tratamento com AA no tempo de imobilidade no teste de suspenséo de cauda em um modelo murino de
depressdo cronica induzida por CORT. Os animais receberam CORT (20 mg/kg, subcutéaneo) por 21 dias. Do 15°
ao 21° dia de tratamento, receberam também SAL 0,9% ou AA (10mg/kg ou 20mg/kg via oral). No 21° dia, os
animais foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado, 1 h ap6s a administragcdo dos farmacos. Cada
coluna representa a média £ EPM (n = 8 - 10 animais/grupo). Os resultados foram analisados por ANOVA
bidirecional seguido do teste de Tukey para compara¢cdes multiplas. Na figura, * P<0,05; *** P<0,001 ****
P<0,0001. Abreviagdes: SAL - salina; CORT - corticosterona; AA10 - 4cido acantoico 10mg/kg; AA20 - acido
acantoico 20mg/kg; DVS10- desvenlafaxina 10mg/kg;

5.1.5 Efeito da administracido de CORT, AA ou DVS sobre o tempo de imobilidade de

camundongos submetidos ao teste de nado forcado.

No teste de nado for¢ado, foi encontrada interacdo significativa entre os fatores [F(3,64)=

24,70; P<0,0001], assim como entre os fatores isolados (CORT [F (1,64)= 18,83; P<0,0001] e
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Tratamento [F (3,64)= 30,64; P<0,0001]. Um efeito semelhante ao TST foi observado no teste
de comparagao multipla. Os animais que receberam CORT apresentaram aumento no tempo de
imobilidade quando comparados ao grupo controle de 189% (P>0,0001), sendo esse efeito

revertido pelo AA, em ambas as doses ou DVS10 quando administrado em combina¢do com

CORT [CORT+AA (P<0,0001) e CORT+DVS10 (P<0,0001)], conforme mostrado na figura 16.

Figura 16: Efeitos do tratamento com AA no teste de nado forcado em um modelo de

camundongo com depressao cronica induzida por CORT.
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Efeitos do tratamento com AA no tempo de imobilidade no teste de nado forgado em um modelo de depressao
cronica induzida por CORT. Os animais receberam CORT (20 mg/kg, subcutineo) por 21 dias. Do 15° ao 21° dia
de tratamento, receberam também SAL 0,9% ou AA (10mg/kg ou 20mg/kg via oral). No 21° dia, os animais foram
submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado, 1 h apds a administragdo dos farmacos. Cada coluna representa
a média + EPM (n = 8 - 10 animais/grupo). Os resultados foram analisados por ANOVA bidirecional seguido do
teste de Tukey para comparagdes multiplas. Na figura, **** P<(0,0001. Abreviagdes: SAL - salina; CORT -
corticosterona; AA10 - acido acantoico 10mg/kg; AA20 - acido acantoico 20mg/kg; DVS10- desvenlafaxina
10mg/kg.

5.2 Analise dos parametros de estresse oxidativo

5.2.1 Efeito da administracio de CORT, AA ou DVS sobre concentracio de GSH no CPF,
HC E CE de camundongos.

Os resultados apresentados na figura 16A, 16B e 16C, referem-se aos niveis de GSH no

CPF, HC e CE respectivamente.

No CPF, a andlise Two-Way ANOVA propds interacdo significativa entre os fatores
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estudados [(3, 63)=6,116; P=0,0010], mas sem efeito nos fatores do modelo [F (1, 63)=0,5114;
P=0,4772] e tratamento [F(3, 63)= 2,464; P=0,0705]. No teste post hoc, foi observado apenas
aumento nos niveis de GSH nos animais que receberam AA10 em comparacdo ao grupo

CORT+AAT10 (P=0,0308), conforme figura 16A.

No HC, foi selecionada interacdo significativa nos fatores [F(3,64)=9,422; P<0,0001] e
efeito no fator modelo (CORT F(1,64)=16,83; P=0,0001], mas ndo no Tratamento
[F(3,64)=1,615; P=0,1946]. Nas comparagdes multiplas (figura 15B), houve diminuicido dos
niveis de GSH nos animais que receberam CORT de 61%, quando comparados ao controle
(P<0,0001). Tanto o AA como a DVS foram capazes de reverter o efeito do CORT
[CORT+AA10 (P=0,0012); CORT+AA20(P=0,0156) ¢ CORT+DVS10 (P=0,0008)].

No CE nio foi observada interacdo entre os fatores [F(3,64)=1,170; P=0,3281], nem no
modelo [F(1,64)=0,3328; P=0,5660) nem no tratamento [F(3,64)=2,607; P=0,0592] sozinho.
No teste de comparacdes multiplas, nenhum grupo apresentou diferenga estatistica nos niveis

de GSH em relacao ao grupo controle (figura 16C).
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Figura 17. Niveis de GSH (A) CPF, (B) HC, (C) CE dos animais submetidos ao modelo de

depressao induzido pela administracio cronica de CORT e submetidos, posteriormente,
ao tratamento com AA.
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Efeitos do tratamento AA nos niveis de GSH (A) CPF, (B) HC, (C) CE dos camundongos submetidos ao modelo
CORT e submetidos posteriormente ao tratamento com AA (10mg/kg e 20mg/kg via oral). Cada barra representa
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a média + EPM (n=8-10). A andlise dos resultados foi feita através da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Tukey para multiplas comparag@es. Na figura, * P<0,05; ** P<0,01, **** P<0,0001. Abreviac6es: SAL - solugdo
salina; CORT — corticosterona; AA10- acido acantoico 10mg/kg; AA20 acido acantoico 20mg/kg; DVS10-
desvenlafaxina 10mg/kg; GSH: Glutationa reduzida.

5.2.2 Efeito da administracao de CORT, AA ou DVS sobre os niveis de MDA no CPF, HC

E CE de camundongos.

Os resultados apresentados na figura 17A, 17B e 17C, referem-se aos niveis de MDA no
CPF, HC e CE respectivamente. Avalia¢ao dos niveis de MDA no CPF (Figura 17A), observou-
se interacdo significativa entre os fatores estudados [F (3,64)=4,595; P=0,0056], assim como
no modelo CORT [F(1,64)=15,09; P=0,0002] e o fator Tratamento [F(3,64)=5,992; P<0,0012].
No teste de comparagdes multiplas, os niveis de MDA aumentaram nos animais que receberam
CORT em relagao ao grupo SAL de 71% (P<0,0001). Esse efeito foi revertido pela associagcdo
com AA, em ambas as doses, (CORT+AA10 [P=0,0009] e CORT+AA20 [P=0,0017]), quando
comparado ao grupo CORT.

Os niveis de malondialdeido na 4rea HC (Figura 17B) apresentaram interacao significativa
entre os fatores [F(3,64)=9,255; P<0,0001], bem como no fator tratamento [F(3,64)=3,285;
P=0,0263], sem alteragdo no fator do modelo [F(1,64)= 0,1850; P=0,6686]. No teste de
comparagdes multiplas, foi observado aumento nos niveis de MDA no grupo CORT de 63% em
comparagdo aos grupos SAL (P=0,0064). Esse efeito foi revertido na presenga de AA
[CORT+AA10 (P=0,0468) e CORT+AA20 (P=0,0110)] e desvenlataxina [CORT+DVS10 (P=
0,0326) em comparacao ao grupo CORT. Também foi observado aumento no MDA nos animais

que receberam apenas DVS10 (P=0,0186) em comparagdo ao grupo controle.

No CE (Figura 17C), os niveis de MDA demonstraram interagdo significativa entre os
grupos [F(3,64)=3,722; P=0,0157], bem como no fator do modelo [F(1,64)=4,270; P=0,0429],
sem efeito no fator de tratamento isolado [F(3,64)=0,2657; P=0,8498]. Nos testes de
comparag¢ao multipla, apenas foi observado aumento nas concentragdes de MDA entre o grupo

CORT de 43% (P=0,0138) e o controle.
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Figura 18. Niveis de MDA (A) CPF, (B) HC, (C) CE dos animais submetidos ao modelo de

depressao induzido pela administracio cronica de CORT e submetidos, posteriormente,

a0 tratamento com AA.
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Efeitos do tratamento AA nos niveis de GSH (A) CPF, (B) HC, (C) CE dos camundongos submetidos ao modelo
CORT e submetidos posteriormente ao tratamento com AA (10mg/kg e 20mg/kg via oral). Cada barra representa

a média + EPM (n=8-10). A andlise dos resultados foi feita através da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
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Tukey para multiplas comparagdes. Na figura, * P<0,05; *** P<0,001. Abreviacdes: SAL - solucdo salina; CORT
— corticosterona; AA10- 4cido acantoico 10mg/kg; AA20 &cido acantoico 20mg/kg; DVS10- desvenlafaxina
10mg/kg; MDA- Malondialdeido.

5.2.3 Efeito da administracio de CORT, AA ou DVS sobre os niveis de NO no CPF, HC E

CE de camundongos.

A anélise ANOVA bidirecional para determinacdo dos niveis de nitrito no CPF (Figura 19A)
demonstrou interacao significativa entre os fatores estudados [F(3,64)= 3,988; P=0,0114], bem
como no fator de tratamento isolado [F(3,64)= 5,820; P=0,0014], mas sem efeito no fator do
modelo CORT [F(1,64)=0,09714; P=0,7563]. No teste de Tukey, foi observada redu¢do dos
niveis de nitrito nos grupos que receberam AA ou DVS10 associado ao CORT (CORT+AA10:
P=0,0299; CORT+AA20: P=0,0020; CORT+DVSI10: P= 0,0059) quando comparados ao
CORT isoladamente.

No HC (Figura 19B) a analise Two-way ANOVA para determinar os niveis de nitrito
também demonstrou interacdo significativa entre os fatores estudados [F(3,64)= 6,736;
P=0,0005], assim como no fator de tratamento isolado [F(3,64)=3,799; P=0,0143], mas sem
efeito no fator modelo [F(1,64)= 0,04379; P=0,8349]. No teste de comparagdes multiplas, foi
observado aumento nos niveis de nitrito no grupo CORT em comparacdo aos grupos SAL de
40% (P=0,0064). Esse efeito foi revertido na presenga de AA [CORT+AA10 (P= 0,0040) e
CORT+AA20 (P=0,0009)] ou desvenlafaxina [CORT+DVS10 (P=0,0001) em comparacao ao
grupo CORT.

A investigacdo dos niveis de nitrito no CE (Figura 19C) também encontrou interacao
significativa entre os fatores estudados [F(3,64)=10,36; P<0,0001] e com efeito no fator de
tratamento isolado [F(3,64)=8,476; P<0,0001], sem efeito no fator modelo [F(1,64)=0,4218;
P=0,5184]. No teste post hoc, foi observado aumento nos niveis de nitrito nos animais que
receberam CORT (P=0,0002) em comparagdo ao grupo controle. Vale ressaltar que esse efeito
foi revertido apenas na presenca de AA, na maior dose (P=0,0346) ou DSV (P=0,0005) quando
comparado ao grupo CORT de 78%. Outro efeito observado foi um aumento nos niveis de
nitrito em animais que receberam apenas AA [AA10 (P=0,0003) ou AA20 (P=0,0082)] quando

comparados ao controle.
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Figura 19. Niveis de NO (A) CPF, (B) HC, (C) CE dos animais submetidos ao modelo de

depressao induzido pela administracio cronica de CORT e submetidos, posteriormente,

a0 tratamento com AA.
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CORT e submetidos posteriormente ao tratamento com AA (10mg/kg e 20mg/kg via oral). Cada barra representa

a média + EPM (n=8-10). A analise dos resultados foi feita através da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de

Tukey para maltiplas comparag@es. Na figura, * P<0,05; ** P<0,01 e *** P<0,001. Abreviagdes: SAL - solucgao

salina; CORT - corticosterona; AA10- acido acantoico 10mg/kg; AA20 acido acantoico 20mg/kg; NO: Nitrito.
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Quadro 1- Representacio esquematica dos efeitos do AA e DVS sobre o comportamento e marcadores neuroquimicos de camundongos

submetidos ao modelo de depressdo induzido por corticosterona.

S+AA10 S+AA20 S+DVS CORT CH+AA10 C+AA20 C+DVS

CAMPO ABERTO N°DE TRAVESSIAS - - - - - -
N°DE GROOMING - - - - - 1 }
N°DE REARING - - - | - |
LABIRINTO EM CRUZ NEBA - - - - - - -
ELEVADO TPBA 0 1 - - - - -
NEBF 1 - - - ) !
TPBF - l - - - ) |
PLACA PERFURADA N° DEHEAD DIPS - - - l - - !
SUSPENSAO DE CAUDA  IMOBILIDADE - - - 1 l l l
NADO FORCADO IMOBILIDADE - - - 0 | l l
GLUTATIONA CPF - - - - - - .
REDUZIDA HC - - - | 1 ? 1
MALONDIALDEIDO CPF - - - 0 | l -
HC - - 7 7 ! ! !
CE - - - 1 - - -
NITRITO CPF - - - - I ! !
HC - - - 7 ! ! !
CE 7 7 - 7 ! ! !

AA: Acido acantoico; NEBA: Numero de entradas nos bragos abertos; TPBA: Tempo de permanéncia nos bragos abertos; NEBF: Numero de entradas nos bracos fechados;

TPBF: Tempo de permanéncia nos bragos fechados; CPF: Cortex-pré-frontal; HC: Hipocampo; CE: Corpo estriado; 1: Aumento; |: Diminui¢ao; -: Nao significativo.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo € o primeiro a apresentar os efeitos do acido acantoico no sistema
nervoso central, por meio da demonstragdo de sua ag¢do antidepressiva em um modelo
neuroenddcrino de depressdao. Os principais efeitos encontrados nos estudos
comportamentais de NF e SC evidenciaram que o AA reverteu o efeito depressor-/ike
induzido pela administracdo de CORT de maneira semelhante a DVS, um antidepressivo
jé utilizado na clinica psiquiatrica. Na segunda parte do estudo, foi verificado que o AA
apresentou uma reducao no estresse oxidativo e nitrosativo nas areas cerebrais estudadas,

em animais submetidos a este modelo de depressao.

O primeiro teste realizado nesta pesquisa foi o de campo aberto. Este teste ¢
importante, pois revela varios comportamentos em roedores, desde ligados aos motores a
aspectos emocionais. Os resultados neste estudo nao encontraram nenhuma alteracao no
nimero de travessias entre os grupos estudados, mostrando que ndo houve prejuizo motor
nos animais. Segundo a literatura, uma alteragdo motora decorrente da administragdo de
um farmaco ou composto quimico, como por exemplo uma atividade psicoestimulante ou
psicodepressora, poderia interferir nos demais testes comportamentais a serem realizados

no mesmo animal (Prut; Belzung, 2003).

O segundo parametro analisado dentro do campo aberto foi o teste de grooming.
Grooming, ou comportamento de autolimpeza, ¢ um comportamento inato de animais que
esta envolvido em varios processos fisioldégicos importantes, como a manutencdo da
higiene, a termorregulacdo, a comunicacao social, despertar e emog¢des (Song; Berridge;
Kalueff, 2016). Segundo Jia et al (2023) alteracdes na autolimpeza em camundongos
foram relacionados ao estresse e transtornos psiquiatricos, como TEA e TOC (Kalueft et
al., 2016; Fernandez-Teruel; Estanislau, 2016). Ainda nesta linha (Kalueft et al., 2016)
demonstraram que aumento no numero e duracdo de grooming estaria relacionado a
ansiedade, enquanto na depressao os animais tendem a se manter inalterado ou diminuido
(Kalueff et al., 2016). Também vale salientar que este comportamento tem forte
envolvimento com a via dopaminérgica cerebral, sendo relacionado principalmente a
receptores D1-simile. Dopamina ¢ um neurotransmissor envolvido a varias fungdes
cerebrais, como exemplo coordenagdo motora e motivagao através de sua forte inervagao

na via nigroestriatal e mesolimbica, respectivamente (Salvatore, 2024., Eshel et al., 2024,
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Volkow; Michaelides; Baler, 2019).

Resultados da presente pesquisa demonstraram que o modelo de corticosterona
reduziu o comportamento de autolimpeza, sendo este efeito revertido tanto por AA quanto
pela DVS na presenca da CORT. Outro achado interessante foi a auséncia de altera¢do no
gromming quando o AA foi administrado sozinho. Em conjunto estes resultados
demonstram que o AA tem agdo protetora neste comportamento, porém somente na

presenga de um estimulo depressor, como no caso deste estudo, a CORT.

O ultimo teste realizado dentro do campo aberto foi o teste de rearing. Este
comportamento € capaz de medir varios parametros, como motricidade, reflexo e reacdo
de medo. Segundo Starr e Starr, 1986, estd relacionado diretamente com a
neurotransmissdo dopaminérgica e a presenga de diferentes subtipos de receptores (D1 e
D2-simile), principalmente a familia dos receptores D2. Portanto, sendo importante para

medir de maneira indireta a neurotransmissao mediada por dopamina.

Quanto aos resultados de rearing, foi observado que a administragio da CORT
reduziu este parametro. Entretanto, diferente do resultado no teste anterior o AA nao
reverteu este comportamento. Os autores acreditam que um dos fatores relacionados a
auséncia de a¢do do AA neste comportamento de rearing esteja relacionado a sua fraca

acdo em receptores dopaminérgicos do tipo D1.

O estudo comportamental em roedores € de extrema importancia dentro da pesquisa
basica e pré-clinica na area da neurociéncia e psiquiatria. Através destes testes podemos
avaliar varias substdncias com potenciais agdes ansiolitica, antidepressiva,
antiesquizofrénicos e outras desordens. Assim, a presente pesquisa estudou também o

efeito do AA em testes classicos de ansiedade e depressao.

Nesse sentido, o teste de labirinto em cruz elevada foi performado, este teste avalia a
ansiedade: quanto maiores os niveis de ansiedade, menor o nimero de entradas nos bragos
abertos e de tempo gasto nos mesmos, ja na presenca farmacos com agao ansioliticos, o
tempo gasto nos bragos abertos assim como o tempo de permanéncia aumentam (Handley;
Mithani, 1984; Pellow; File, 1986). O primeiro resultado encontrado neste estudo foi que

a CORT causou efeito ansiogénico através do aumento no TPBF e somente a DVS foi



55

capaz de bloquear esta acdo. Contudo, o AA administrado na auséncia da CORT,
principalmente na maior dose, apresentou um efeito ansiolitico em trés parametros do
plus maze. Através da andlise destes resultados podemos sugerir que o AA apresenta um
efeito ansiolitico, porém na presenga do modelo de CORT nao ¢ capaz de manter este
efeito. Este efeito pode ser explorado em demais modelos animais de ansiedade, como de
estresse cronico imprevisivel, mas no modelo de depressao induzida por CORT e nas
condi¢des do presente estudo ndao pode ser constatado. A DVS, como ja relatado na
literatura pelo nosso grupo (Silva et al., 2013; Sousa et al., 2022) tem acdo ansiolitica em

varios modelos animais.

Outro teste utilizado na avaliacdo do comportamento ansiolitico foi o de teste da placa
perfurada, onde quanto menor o comportamento de ansiedade do camundongo maior a
exploracdo, logo maior o nimero e tempo de insercdes da cabeca do animal nos orificios
do aparato (Kamei et al., 2001). Em nossos resultados, a administracio de CORT
apresentou um efeito ansiogénico e somente a DVS, semelhante ao teste anterior, foi
capaz de reverter este efeito. Contudo, um efeito que chamou a atengao foi a auséncia de
efeito ansiolitico do AA, quando administrado sozinho. Vale salientar que no teste de plus

maze, 0 AA teve efeito ansiogénico.

Dentre os testes comportamentais com roedores no estudo da ansiedade, o LCE ¢ o
mais utilizado, baseado na aversdo dos roedores a lugares abertos e elevados, € no instinto
de explorar ambientes novos, gerando um conflito comportamental entre explorar e
esquivar, além disso € capaz de predizer tanto atividade ansiolitica quanto ansiogénica,
além de produzir resultados mais confiaveis (Walf; Frye, 2007). Quanto ao teste placa
perfurada, este é amplamente utilizado para estudar comportamentos relacionados a
explor¢do, baseada na curiosidade natural dos animais. Embora existam na literatura
diversos trabalhos que destacam sua utilidade e confiabilidade no estudo da ansiedade, ha
também estudos que questionam a validade do teste diante da susceptitibilidade a
interpretagdes erradas. Assim o estudo com mais de um teste pode fornecer a anélise das
mais completa das diversas alteragcdes comportamentais na ansiedade, rebuscando a
pesquisa pré-clinica na investigacdo de novos farmacos (D’isa; Comi; Leocani, 2021;

Casarrubea et al., 2023).

Os diterpenos, assim como o acido acantoico, possuem atividades neurobioldgicas ja
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descritas na literatura, como ac¢do em distarbios neuroldgicos e doengas
neurodegenerativas, acidente vascular cerebral, doenga de Alzheimer e doenca de
Parkinson (Chang et al., 2007). No estudo de Costa et al., (2014), o fitol administrado nas
doses de 25, 50 e 75 mg/kg intraperitonialmente, exibiu efeito ansiolitico proeminente,
bem como efeitos sedativos, em camundongos. Os autores ainda supdem que o efeito é
proveniente da interagdo com o receptor GABAa, bem descrito na literatura no
envolvimento da farmacologia da ansiedade, acredita-se ainda que hd uma interagao nas

subunidades que medeiam os efeitos benzodiazepinicos.

Assim como, na pesquisa de Wasowski e Marder, (2011) dois diterpenos foram
isolados de Aloysia virgata, os achados incluem efeitos ansioliticos nos testes de placa
perfurada, claro/escuro, labirinto em cruz elevado e comprovada atividade GABAa no

sito benzodiazepinico, em camundongos.

Ainda continuando a pesquisa comportamental, dois testes de depressao foram
realizados. O primeiro foi de suspensdo de cauda, esse teste utiliza um estressor artificial
para induzir desespero comportamental em comparacdo com o nado forgado a base de
agua, ele ainda depende de um estressor artificial, pois ser suspenso pela cauda ¢ um
evento improvavel para roedores. Utilizar um estressor mais natural aumentaria a
validade de constru¢do de modelos animais que avaliam endofenétipos de roedores de
transtornos neuropsiquiatricos (Goswami et al., 2013). Os resultados demonstraram que
o CORT, como esperado, teve efeito depressor e este efeito foi revertido tanto pelo AA

quanto pela DVS.

A corticosterona administrada cronicamente causa a hiperatividade do eixo HPA,
que perde a responsividade ao feedback negativo e continua a secretar mais CRH, ACTH
e CORT. Esta importante via neuroenddcrina regula a resposta ao estresse (Herbert, 2013;
Ferrari; Villa, 2017). A hiperatividade do eixo HPA tem sido estudada em pacientes com
depressao, e diversos estudos mostram que pacientes deprimidos tém niveis elevados de
cortisol circulante e hipersensibilidade do eixo HPA em resposta a estressores (Bao et al.,
2019; Gold et al., 2015). Portanto, a CORT mostra-se eficaz ndo s6 em reproduzir
alteragdes comportamentais nos roedores, mas também alteracdes fisiopatoldgicas, como
por exemplo, a atrofia de regides cerebrais envolvidas com a regulagdao do humor,

presentes em pacientes depressivos (Henningsen et al., 2009; David et al., 2009; Eren et
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al., 2015).

Por fim, outro teste utilizado para avaliar o comportamento depressivo-simile foi
o nado forgado. este teste ¢ considerado “padrdo ouro” na investigagdo do comportamento
depressivo-simile e validagao de antidepressivos (Unal; Canbeyli, 2019). Semelhante ao
que foi observado no teste anterior a CORT apresentou efeito depressor-simile e este

efeito foi revertido pela AA e DVS.

Efeito semelhante foi encontrado por Yan et al., 2021, que investigaram o efeito
do extrato de Acanthopanacis Cortex, no qual o AA ¢ um dos compostos majoritarios, em
modelo de depressdao por estresse cronico imprevisivel em camundongos. No estudo
comportamental (Preferéncia a sacarose ¢ NF), detec¢do de neurotransmissores, fatores
neurotréficos e citocinas pro-inflamatorias, o extrato mostrou efeitos antidepressivos,
incluindo melhora no comportamento depressivo, modulagdo dos niveis de
neurotransmissores (5-HT, NE, DA e glutamato), fatores neurotroficos e citocinas pro-

inflamatorias (NGF, BDNF, GDNF, IL-1. IL6, TNF-a e IL-17) no hipocampo.

Na pesquisa de Jung et al., (2013), o efeito do extrato de Acanthopanax koreanum,
atenuou as mudangas comportamentais nos testes de CA, LCE e NF e bioquimicas
(aumento nos niveis de corticosterona) em camundongos que foram induzidos a estresse,
como também reverteu ao dano no hipocampo. Acanthopanax koreanum ¢ relatada na
literatura como uma das principais fontes bioldgicas do acido acantoico. Assim, pode-se

sugerir que esta acdo esta associada a presenga do AA nesta planta.

Como anteriormente explanado, o acido acantoico possui efeito antioxidante
relatado na literatura (Trdves et al., 2014). E como a depressdo possui em sua
fisiopatologia um componente oxidativo ja exposto na literatura, resolvemos investigar
os efeitos do AA no estresse oxidativo (GSH, TBRAS) e nitrosativo (NO) em trés areas

cerebrais afetadas pelo TDM, CPF, HC e CE.

O GSH é um cofator paras as enzimas glutationa peroxidases, desempenham
importante papel antioxidantes endogeno, atua no mecanismo de defesa contra EROs,
incluindo o H202, uma das espécies reativas mais deletérias para o sistema nervoso

central (Rae; Williams, 2017). Os nossos resultados mostram que os niveis de GSH no
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CPF, dos animais que receberam o tratamento de AA na menor dose, aumentaram, em
comparagao aos que receberam a mesma dose na associacdo com CORT. O grupo CORT
somente reduziu os niveis de GSH no HC, sendo este efeito revertido pelo AA nas doses
estudadas e pela DSV. O HC é uma area cerebral rica em mitocondrias, importantes
organelas celulares para os mecanismos de defesa antioxidantes, principalmente pelas
enzimas endogenas, como as GSH-Px. Uma vez que, 0 hipocampo é uma area susceptivel
a espécies reativas de oxigénio dada a densa presenca de receptores de glicocorticoides,
responsaveis pela regulacdo por feedback negativo do eixo HHA (Morimoto et al., 1996;

Van Eekelen et al., 1988; Wang et al., 2013).

Da mesma maneira em que nos estudos de Sousa, 2018 e Oliveira, 2022 houve
uma diminuicdo dos niveis de GSH nos animais que receberam CORT, quando
comparados com o controle, mostrando uma relagdo &rea-especifica no HC. Ademais,
demais pesquisas mostram um déficit antioxidante no cérebro de roedores,
principalmente da glutationa, apds estresse cronico (Mao et al., 2012). Por fim, 0 AA pode
reverter o déficit antioxidante causado pela CORT, tanto nos grupos tratados apenas com
0 composto como nos grupos com modelo de inducao de depressdao, demonstrando que o
efeito antioxidante do AA também atua no HC. No CE, nenhum grupo apresentou

diferenca nos niveis de GSH.

O malondialdeido (MDA) ¢ um produto da decomposicdo dos acidos graxos
insaturados em suas cadeias essenciais através de oxidagdo, ¢ amplamente usado como
um marcador de estresse oxidativo (Nobre Junior; Fonteles; Mendes, 2009). E relatado
na literatura a elevacao dos niveis de MDA na depressao (Islam et al., 2018; Rybka et al.,
2013; Sarandol et al., 2007). Nossos resultados demonstraram que o modelo de CORT
causou a elevac¢ao nos niveis de MDA nas trés areas cerebrais estudadas. No CPF, a CORT
levou ao aumento nos niveis de MDA, que pode ser revertido pelo tratamento com AA
em ambas as doses, tal efeito ndo pode ser observado no grupo DSV + CORT. Ja no HC,
o tratamento apenas com DSV aumentou a concentragdo tecidual de MDA, mas pode
reverter o aumento induzido por CORT, de maneira semelhante ao tratamento com AA
em ambas as doses. Por fim, no CE. os tratamentos ndo causaram altera¢des além do

aumento causado pelo modelo CORT.

O aumento das concentragdes de NO na depressao ¢ um dos mecanismos
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propostos na fisiopatologia desse transtorno, embora sua eleva¢do ndo seja um consenso,
sabe-se que alteragdes nos niveis de nitrito sdo vistas na depressao, assim como em outras
patologias no SNC (Oliveira et al., 2017; Rinwa; Kumar, 2017; Xie et al., 2020, Chrapko
et al 2004; Sugita et al., 2009). Esse marcador est4 associado ao estresse nitrosativo, dano
celular provocado por espécies reativas de nitrogénio como peroxinitrito (ONOO-)
(Kudlow et al., 2016; Maes et al., 2011). Na presenga de elevadas concentracdes de NO
ha reagdo com anions superdxido (O-) e formagao do ion peroxinitrito que ¢ altamente
reativo, neurotoxico e inflamatdrio (Kudlow et al., 2016; Steinert; Chernova; Forsythe,

2010; Vasconcelos et al., 2007).

Em nosso estudo o AA em ambas as doses, assim como a DSV em associacao a
CORT foi capaz de reduzir os niveis de NO em comparagdo ao grupo CORT no CPF. No
HC o aumento dos niveis de NO no modelo foi observado, assim como a reversdo deste
marcador nas associagoes com CORT e AA em ambas as doses, como também a DVS. Ja
no CE, houve o aumento dos niveis de NO nos animais tratados apenas com AA, mas na
associacdo com CORT, o AA na dose de 20mg/kg, causou a reversdao no aumento causado
pela CORT, da mesma forma como nos animais que receberam DSV. O aumento nos
niveis de nitrito na presenca de AA associada a corticosterona CE, pode ser justificada
pela sua instabilidade, e possivel interferéncia do AA na sua via de metabolizacdo na
presenca da corticosterona de alguma forma regido-especifica, sendo alvo de maior
elucidacio. E valido considerar a instabilidade da via do 6xido nitrico e logo, sua rapida

degradacdo, como um desafio na quantificagdo desse marcador.

O 4cido acantoico foi capaz de reduzir os niveis de NO em macrofagos isolados
de ratos submetidos a um modelo de desafio imune por LPS, como também da enzima
mieloperoxidase, uma enzima expressa em células cerebrais (Jolivalt et al., 1996; Nauseef,
2001) e imunes que desempenha um papel importante na regulacdo de processos
inflamatorios, aumentando o dano oxidativo (Hansson et al., 2006; Través, 2014). Assim
como, reverteu a redugdo nos niveis de GSH, superdxido dismutase e catalase, diminuiu
os niveis de MDA aumentados, em um modelo de toxicidade hepética induzida por
paracetamol (Wu et al., 2010). Como também reverteu 0 aumento nos niveis de GSH

causados pelo dano hepatico induzidos em ratos (Park et al., 2004).

Ressalta-se algumas limitaces no presente trabalho, tais como financeiras, o que
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ndo permitiu exploracdo mais detalhada com mais marcadores, bem como a necessidade

de muitos animais devido ao pequeno volume das areas cerebrais dos camundongos.

Os resultados aparentados neste estudo fundamentam a continuagdo do estudo dos
efeitos do 4cido acantoico no SNC, como a continuidade da investigacdo de seus
mecanismos antidepressivos e ansioliticos, em outros modelos animais de depressao e
ansiedade por diferentes testes comportamentais, como também pelo estudo in vitro. O
estudo de demais marcadores de estresse oxidativo, tais como SOD, CAT, MPO, bem
como inflamatérios, como citocinas IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-6, também sdo uteis na
investigacdo. Ademais a avaliacdo da via neurotréfica, pela dosagem de BDNF, por
exemplo, e neurotransmissao pela quantificagdo de catecolaminas. Por fim, o estudo
farmacoldgico com antagonistas e agonistas de receptores, tais como os abordados in
silico no presente estudo, também pode prover informagdes relevantes acerca dos
mecanismos de acdo antidepressiva do AA. Podendo futuramente tornar-se um adjunto
na terapia antidepressiva, visto que em alguns resultados comparta-se melhor do que a

DVS.
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6 CONCLUSAO

O 4cido acantoico apresentou efeito antidepressivo no modelo neuroenddcrino de
depressdo induzida por corticosterona nos testes de SC e NF, com efeitos semelhantes
e/ou superiores a DVS. Como também nao causou alteragdo na atividade locomotora no
teste de CA. E ainda, no LCE foi possivel observar efeito ansiolitico em relagdo ao
controle, mas ndo no modelo de CORT. Onde o efeito antidepressivo parece estar
relacionado com seu efeito antioxidante em diferentes areas cerebrais, como pelo
aumento de GSH no HC, diminuicdo de MDA no CPF e HC, e do NO nas trés areas
estudada, tais efeitos similares e/ou melhores da DVS. Assim, os resultados demonstram
0 AA como um composto promissor na depressdo e possivel coadjuvante na
farmacoterapia do TDM. Mais estudos em modelos celulares e animais devem ser

realizados para maior elucidagdo de seus mecanismos antidepressivos.
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ANEXO B - CG/EM DO ACIDO ACANTOICO
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Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls)
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