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RESUMO

A depressao é um transtorno psiquiatrico grave e incapacitante que atinge pessoas de todas as
classes socioecondmicas, etnias e idades. Estudos recentes tém sugerido um possivel
envolvimento do estresse oxidativo na patogénese da depresséo e que substancias com potencial
antioxidante podem ser utilizadas no tratamento desse transtorno. Baseado neste pressuposto,
0 presente estudo investigou os efeitos comportamentais e neuroquimicos da administracdo
repetida de Acido a-Lip6ico (ALA), sozinho ou associado & Desvenlafaxina (DVS), no modelo
de depresséo induzido pela administracdo cronica de Corticosterona (CORT). Foram utilizados
camundongos Swiss fémeas (25-30g) e estes receberam, por via subcutanea, veiculo ou CORT
20 mg/kg durante 21 dias. Outros grupos receberam veiculo ou CORT durante 14 dias e, do
15° a0 21° dia de tratamento, DVS 10 ou 20 mg/kg, ALA 100 ou 200 mg/kg, ou as combinagbes
DVS10 + ALA100, DVS20 + ALA100, DVS10 + ALA200 ou DVS20 + ALA200. Uma hora
apos a Ultima administracdo, os animais foram submetidos aos testes de reconhecimento de
objetos, labirinto em Y, interacdo social e preferéncia por sacarose. Vinte e quatro horas depois
os animais foram decapitados e as areas cerebrais cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC) e
corpo estriado (CE) foram dissecadas para mensuragdo dos niveis de Fator Neurotréfico
Derivado do Cérebro (BDNF). Os resultados obtidos mostraram que o tratamento com CORT
durante 21 dias causou déficit cognitivo, comprometimento na interacdo social e
comportamento do tipo-anedonia nos animais. No teste de reconhecimento de objetos ALA na
maior dose, assim como as associa¢fes de DVS10 com ambas as doses de ALA reverteram 0s
déficits na memdria de curta duracdo, enquanto DVS20 e as associa¢des de ALA200 com
ambas as doses de DVS reverteram os déficits na memoria de longa duragdo. Ja no teste de
labirinto em Y, ALA200 e as associacfes DVS20 com ambas as doses de ALA reverteram 0s
déficits causados por CORT na memdria operacional dos animais. No que diz respeito a
interacdo social, apenas ALA em ambas as doses foi capaz de reverter os efeitos de CORT sobre
este comportamento. J& no teste de preferéncia por sacarose, tanto o tratamento com as drogas
em monoterapia quanto associadas foram eficazes em melhorar 0 comportamento do tipo-
anedonia quando comparados com o grupo CORT. DVS10 sozinho reverteu o déficit de
neurotrofinas induzido por CORT em todas as areas cerebrais estudadas, enquanto ALA200
causou este efeito no HC e CE. Além disso, ALA200 associado com DVS reverteu as alteracdes
induzidas por CORT e até mesmo, em alguns casos, este aumento foi significativo quando
comparado com o grupo veiculo em HC e CE. Em compilacdo esses dados evidenciam que a

associacdo de DVS e ALA mostra-se mais eficaz que a terapia com farmacos isolados. Além



disso, esses achados fornecem subsidios aos antioxidantes para serem utilizados no tratamento
de transtornos depressivos e reforgam os estudos que sugerem o efeito antidepressivo de ALA.
Atrelado a isso, nossos resultados s@o aparentemente promissores ja que a terapia associada ao
antioxidante natural ALA pode possivelmente reduzir a dose de DVS e, consequentemente, 0s

efeitos colaterais da terapia.

Palavras-chave: acido tidctico; antidepressivos; corticosterona; comportamento; depressao;
BDNF.



ABSTRACT

Behavioral and neurochemical effects of alpha-lipoic acid and desvenlafaxine in animal model

of depression induced by corticosterone

Depression is a serious and disabling psychiatric disorder that affects people of all
socioeconomic classes, ethnicities and ages. Recent studies have suggested a possible
involvement of oxidative stress in the pathogenesis of depression and substances with
antioxidant potential may be used to treat this disorder. Based on this assumption, the present
study investigated the behavioral and neurochemical effects of repeated administration of a-
lipoic acid (ALA), alone or associated with desvelafaxine (DVS), in depression model induced
by chronic administration of corticosterone (CORT). Swiss female mice (25-30g) were used
and these were given subcutaneously, vehicle or CORT 20 mg/kg for 14 days. From 15" to 21%
day of treatment, different animals received DVS 10 or 20 mg/kg, ALA 100 or 200 mg/kg or
combinations DVS10 + ALA100, DVS20 + ALA100, DVS10 + ALA200 or DVS20 +
ALA200. One hour after last administration, animals were subjected to object recognition tests,
Y-maze, social interaction and sucrose preference. Twenty-four hours later, animals were
decapitated and the brain areas prefrontal cortex (PFC), hippocampus (HC) and striatum (ST)
were dissected to measure the levels of Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF). The results
showed that treatment with CORT for 21 days caused cognitive impairment, deficit in social
interaction and anhedonia-like behavior in animals. In object recognition test, ALA200 and
associations of DVS10 with both doses of ALA reversed deficits in short term memory, while
DVS20 and associations of ALA200 with both doses of DVS reversed deficits in long-term
memory. Already in the Y-maze test, ALA200 and associations of DVS20 with both doses of
ALA reversed the deficits caused by CORT in the working memory of the animals. Talking
about social interaction, only ALA at both doses was able to reverse the effects of CORT on
this behavior. In contrast, treatment with both drugs in monotherapy or associated were
effective in improving anhedonia-like behavior when compared with the CORT group. DVS10
alone reversed CORT-induced decrease in BDNF in all brain areas studied. ALA200 achieved
this effect in the HC and ST. ALA200 associated to DVS reversed CORT-induced alterations
and even, in some cases, increased levels of BDNF when compared to vehicle-treated animals
in HC and ST. In compiling, these data show that combination of DVS and ALA proves to be
more effective than drug therapy alone. Furthermore, these findings provide subsidies

antioxidants for use in the treatment of depressive disorders and support studies that suggest



the antidepressant effect of ALA. Coupled to this, our results are apparently promising since
combination of conventional therapy with natural antioxidant ALA may possibly reduce the
dose of DVS and consequently the side effects of the therapy.

Keywords: Thioctic acid; antidepressive agentes; corticosterone; behavior; depression; BDNF.
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1 INTRODUCAO

1.1 Contextualizacdo historica

A concepcédo de que a depressdo é um mal dos novos tempos é muito frequente,
inclusive nos meios de comunicacdo. Na ultima década do século XX foi chamada de “doenga
ou mal do século”, paradigma este que se estende e permanece arraigado até os dias de hoje
(CORDAS, 2002).

Entretanto, tém-se registros da depressdo em todas as culturas e lugares do mundo
h& muitos séculos, com denominacGes variadas, porém, com descri¢des muito semelhantes
(CORDAS, 2002). A histéria do conceito de depresséo, tal como o conhecemos atualmente,
tem seu inicio no século XVII, mas sua origem remete as menc¢des de alteracbes de humor,
sobretudo nas referéncias ao estado conhecido como melancolia (QUEVEDO; SILVA, 2013;
GONCALES; MACHADO, 2007).

Na antiguidade, a pratica médica grega era baseada na teoria dos quatro humores,
gue considerava o temperamento como consequéncia de quatro fluidos corporais (fleuma, bile
amarela, sangue e bile negra) e o desequilibrio desses fluidos como o causador das desordens
mentais (GONCALES; MACHADO, 2007; CORDAS, 2002; BERRIOS, 2012).

O nome bile negra (do grego, melano chole), foi o que etimologicamente originou
o termo melancolia, forma como era conhecida a depressdo na antiguidade. O estado
melancolico esteve, durante muito tempo, associado a um excesso de bile negra ou mesmo uma
intoxicacao do cérebro por essa substancia. Até mesmo Hipdcrates, autor da teoria dos humores,
ainda no século V antes de Cristo, conhecia e definia a depressdo com a denominagdo de
melancolia — “uma afeccao sem febre, na qual o espirito triste permanece sem razdo fixado em
uma mesma ideia, constantemente abatido” (GONCALES; MACHADO, 2007; BERRIOS,
2012; TEIXEIRA, 2005).

Diante da teoria dos quatro humores e do imaginario mistico desse periodo, o
tratamento da depressdo na Idade Antiga era baseado em ervas, exercicios, agentes eméticos e
purgantes que tinham como objetivo eliminar o excesso de bile negra do organismo
(GONCALES; MACHADO, 2007).

Com o advento da Idade Média e a ascens@o do Cristianismo como forca politica e
religiosa do Estado, a maneira como as doengas mentais eram vistas foi completamente
modificada (GONCALES; MACHADO, 2007).
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A depressdo, ainda denominada melancolia nesse periodo, era uma doenca
especialmente nociva e considerada um afastamento do sagrado. O tratamento consistia em
trabalho manual exaustivo, abandono e isolamento social. Durante o periodo da Inquisi¢éo, a
melancolia foi considerada um pecado e algumas pessoas eram multadas ou aprisionadas por
carregarem esse “mal da alma, que ndo tinha cura” (GONCALES; MACHADO, 2007;
TEIXEIRA, 2005).

Os conceitos construidos durante a Idade das Trevas foram, aos poucos,
modificados entre os séculos XV e XIX. O movimento Renascentista retomou o racionalismo
cientifico dos fildsofos gregos e, o que durante o periodo medieval era considerado pecado e
heranca do mal, passa a ser qualidade, caracteristica de um génio, glamour (GONCALES;
MACHADO, 2007; QUEVEDO; SILVA, 2013).

Até o comeco do século XVII, o debate sobre a melancolia permaneceu preso a
tradi¢do dos quatro humores. Apenas no final do século XVII e inicio do século XVIII esse
cenario comeca a se modificar. O termo depressao foi utilizado pela primeira vez, em 1680,
para designar um estado de desanimo ou perda de interesse. Em 1750, Samuel Johnson
incorporou o termo ao dicionario (GONCALES; MACHADO, 2007).

Foi também nesse periodo, com a influéncia do Iluminismo que surgiram as
primeiras teorias que ainda hoje séo aceitas. William Cullen, médico escocés, afirmou que na
melancolia ocorreria uma alteragdo da funcdo nervosa e ndo dos humores, o que levaria a
incapacidade de associar as ideias e executar o julgamento (GONCALES; MACHADO, 2007;
QUEVEDO; SILVA, 2013).

Mesmo diante das mudangas e dos avancos acerca do entendimento da depresséo,
durante a ldade Moderna, o tratamento ainda era rudimentar e, apesar de ja existirem hospitais
para abrigar os pacientes com doencas mentais desde a Idade Média, a loucura ainda era
associada a ociosidade e considerada um elemento perturbador da ordem moral e social. Dessa
forma, as pessoas que sofriam das formas mais graves eram submetidas a tratamentos
aterrorizantes, como causar dor fisica para distrair da dor da mente, afogamentos e dispositivos
para fazerem os melancélicos vomitarem e desmaiarem (CORDAS, 2002; QUEVEDO:;
SILVA, 2013).

E também nessa época que surge o tratamento moral de Philippe Pinel e a
preocupacdo com a saude mental. Esquirol, discipulo de Pinel, proclama que a psiquiatria deve
ser entendida como uma medicina mental e deve buscar seu entendimento na anatomia cerebral.

Atreladas a isso, descobertas nas diversas searas do conhecimento permitiram relacionar as
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doencas mentais com a patologia organica do cérebro (CORDAS, 2002; QUEVEDO; SILVA,
2013).

Emil Kraepelin foi um dos primeiros a explicar biologicamente e classificar a
depressdo. Em 1883, postulou que toda doenca mental era dotada de uma base bioquimica
interna e classificou a depressdo em trés categorias, da mais suave a mais grave (GONCALES;
MACHADO, 2007).

Com base nos conhecimentos difundidos de Kraepelin e no entendimento bioldgico
da depressdo, foram descobertos, em 1950, os primeiros antidepressivos, ocasionando um
avanco para o tratamento da depressdo. Assim, 0s mecanismos de acdo da terapéutica utilizada
passam a apresentar relagdo com os neurotransmissores (GONCALES; MACHADO, 2007,
QUEVEDO; SILVA, 2013).

A partir do século XXI a depressao passa a ser considerada uma doenca mental e é
catalogada na Classificacdo estatistica internacional de doengas e problemas relacionados com
a salde (CID-10) e no Manual diagndéstico e estatistico dos transtornos mentais (DSM),
recebendo abordagens cientificas (QUEVEDO; SILVA, 2013; MELO, 2012).

Curioso observar que ap6s tantos seculos ainda nos voltamos para principios
ditados por Hipdcrates. Logicamente, muito se tem avancado desde entdo, mas mesmo com
toda a tecnologia da qual dispomos ndo se conseguiu elucidar qual a etiologia exata da
depressdo. Além disso, 0 avanco no conhecimento ndo foi capaz de extinguir o preconceito
(GONCALES; MACHADO, 2007). O estigma ainda é muito grande e por vezes ainda ouvimos
frases que nos lembram dos preceitos da Idade Média, levando-nos a acreditar que ha um longo
caminho até o entendimento completo da depresséo, seu tratamento e mudancas de aspectos

socio-politicos e culturais.

1.2 Aspectos gerais da depressao

A depressdo é um distarbio do humor incapacitante que afeta negativamente os
sentimentos, pensamentos e atitudes das pessoas, apresentando varios sintomas dos quais 0
mais comum é o profundo sentimento de tristeza ou uma acentuada perda de interesse e prazer
nas atividades. Podem ocorrer ainda perdas ou ganhos de peso ndo relacionados a dieta,
alteracbes no apetite, insdnia ou sono excessivo, fadiga, inquietacdo ou irritabilidade,
sentimentos de inutilidade ou culpa inadequados, dificuldade de pensar, concentrar-se ou tomar
decisbes e ainda pensamentos e/ou tentativas de suicidio (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013).
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Mundialmente, mais de 350 milhdes de pessoas sofrem de depresséo, apresentando
uma prevaléncia média de 7,4% na populacdo geral e maior frequéncia entre mulheres com
idade entre 15 e 29 anos, sendo menos prevalente nos individuos com idade de 50 anos ou mais
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013). Caracterizada como uma afeccdo do grupo das
desordens depressivas, a depressao é o transtorno do humor mais comum na prética clinica com
uma prevaléncia global de 4,7% para 0 sexo masculino e 6% para o feminino (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014). Sua incidéncia anual é de 1,59%, com a média de
idade de inicio entre os 20 e 40 anos.

Além da elevada incidéncia em meio a populacdo mundial, uma importante parcela
dos pacientes assistidos ndo responde a terapéutica farmacoldgica convencional, tendo apenas
cerca 50% dos sintomas reduzidos (NESTLER et al., 2002; BERLIM, 2007; STAHL, 2014), e
cerca 15%, especialmente os homens, cometem suicidio (FOUNTOULAKIS, 2010).

A complexidade desse transtorno manifesta-se ainda mais significantemente no fato
de que ela coexiste com outras condigdes psiquiatricas como a ansiedade, levando o paciente a
manifestar sintomas autondmicos (tremor, palpitacdo, xerostomia e desconforto géstrico, por
exemplo). A coexisténcia de outra afeccdo psiquiatrica junto a depressdo apresenta grande
impacto na evolucédo da doenca, resultando em recuperacdo tardia, aumento de risco de recaidas,
incapacidade e tentativas de suicidio (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014).

A depressdo esta associada ainda ao declinio do bem-estar e do funcionamento
diario e ao aumento de morbidade, mortalidade e utilizacdo de servigos de saude, superando
doencas cardiovasculares na associacdo com a incapacidade funcional (RAMQOS, 2009;
ALVEZ; FRAGUAS; WAINGARTEN, 2009).

Considerada também como uma doenca multifacetada, com diversas causas, a
depressdo tem sido associada com o risco de desenvolver doencas graves. Pessoas com
depressao apresentam um risco aumentado de desenvolver distarbios cardiovasculares de 1,5 a
2 vezes (VAN DER KOOY et al., 2007), doenca de Alzheimer de 2,1 vezes (GREEN et al.,
2003), epilepsia de 4 & 6 vezes (HESDORFFER et al., 2000), cancer em 1,3 & 1,8 vezes
(PENNINX et al.,1998) em relacdo as pessoas ndo depressivas.

Além disso, os pacientes com outras doengas associadas a depressdo apresentam
um pior prognostico quando comparados com pacientes sem depressdo. Em pacientes com
diabetes mellitus, por exemplo, a depressdo pode levar a alteragdes neuroquimicas e hormonais
gue podem produzir efeitos hiperglicemiantes e ocasionar distrbios no metabolismo glicémico
(MOREIRA et al., 2003). O diabetes por sua vez, ocorre em 60% dos casos de depressao
(NOUWEN et al., 2010), ocasionando efeitos neuroquimicos sobre os sistemas centrais



21

serotoninérgicos, noradrenérgicos e dopaminérgicos, levando a uma diminui¢do da funcéo
monoaminérgica (MOREIRA et al., 2003).

No Brasil, aproximadamente 12% da populacdo desenvolvera depressdo no seu
curso de vida, sendo esses indices ainda mais elevados entre os pacientes da aten¢do primaria
a saude. Apesar de a depresséo apresentar uma prevaléncia relativamente alta nos servigos de
atencdo primaria, o diagnostico e o tratamento realizados ainda séo insuficientes. Ha falhas na
deteccdo do transtorno em até 50% dos casos e apenas um ter¢o dos casos sdo assistidos
terapeuticamente (VALENTINI et al., 2004).

Estima-se que 340 milhGes de pessoas em todo o mundo viverdo um episédio
depressivo no transcorrer da vida e que em 2020 sera a segunda maior causa de diminuigdo na
qualidade de vida das pessoas, ap0s as doencas cardiovasculares (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013).

A compilacdo dos achados contribui para a conclusdo de que a depressdo € uma
desordem de elevada complexidade e heterogeneidade, sendo, portanto, dificil e necesséria a

sua compreensdo, diagnastico e tratamento eficazes.

1.3 Fisiopatologia da depressao

A depressdo tem sido motivo de ampla discussdo em meio a sociedade cientifica e,
embora as causas ainda sejam desconhecidas, muitas teorias tém sido propostas na tentativa de
explicar a patogénese da depresséo, inclusive abrangendo uma interacdo de diferentes fatores
bioldgicos, sociais e psicoldgicos.

Acredita-se que o transtorno depressivo resulte de anormalidades celulares e
moleculares que interagem com fatores genéticos e ambientais (KRISHNAN; NESTLER,
2008). O estresse parece ser um dos principais fatores ambientais que predispéem o individuo
a depressdo (ANDREWS et al, 2011). Em cerca de 60% dos casos, 0s episddios depressivos
séo precedidos pela ocorréncia de fatores estressantes, principalmente de origem psicossocial.
Além disso, a conhecida influéncia de fatores genéticos no desenvolvimento da depressdo
poderia ser decorrente do aumento da sensibilidade a eventos estressantes (JOCA; PADOVAN;
GUIMARAES, 2003). Corroborando com essas informacdes, um estudo longitudinal com
ampla amostra comunitaria mostrou que 88,1% dos casos de depresséo diagnosticados estavam
relacionados com algum evento estressante e que apenas 11,9% pareceram ter etiologia
enddgena (KELLER et al, 2007).
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De alguma forma, a relacéo entre estresse e depressao deve ser mediada no cérebro,
no entanto suas causas neurobioldgicas, como mencionado anteriormente, sdo notoriamente
desconhecidas (BERTON; NESTLER, 2006). Sabe-se ainda que 0s neurotransmissores
monoaminérgicos estdo envolvidos direta e indiretamente nas vias fisiopatoldgicas da
depressdo, uma vez que os antidepressivos utilizados na prética clinica agem sobre a sintese,
liberacdo e recaptacdo de monoaminas através de diversos mecanismos (MAYOGA et al.,
2001; CRYAN; MOMBEREAU, 2004; DZIEDZICKA-WAZYLEWSKA et al., 2006). Os
principais achados sugerem que os niveis de noradrenalina, serotonina e dopamina estdo
diminuidos em cérebros de pacientes deprimidos (SAPOLSKY, 2004) e, considerando que 0s
niveis dessas monoaminas sao regulados de forma homeostéatica (BEST et al., 2010), o estresse
altera, de forma ainda pouco esclarecida, o controle e a quantidade dessas aminas contribuindo
para o desenvolvimento da depressdo (ANDREWS, 2011).

Diante da complexidade fisiopatolégica da depressao e da dificuldade de esclarecer
os fatores associados ao desenvolvimento da doenca, diversas hipoteses foram consideradas
como mecanismos fisiopatologicos do transtorno depressivo, destacando-se a deficiéncia de
monoaminas (NUTT, 2008), predisposicdo genética e influéncia de fatores ambientais
(BONDY, 2004; LOHOFF; FERRARO, 2010), alteracbes na funcdo do receptor e fator
neurotréfico (PITTENGER; DUMAN, 2008), disfuncdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal
(CARROLL et al., 2007), desregulacdo da via do 6xido nitrico (MANTOVANI, 2003),
neuroinflamacdo (MAES et al., 2011) e estresse oxidativo (NG, 2008).

Diversos estudos tém demonstrado o envolvimento de fatores neurotréficos na
fisiopatologia depresséo, principalmente o Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF).
Nessa perspectiva objetivamos investigar a teoria das neurotrofinas, diante de uma alternativa

terapéutica.
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Figura 1 — Mecanismos fisiopatoldgicos da depressdo
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Fonte: Adaptado de Chopra, Kumar e Kuhad (2011).

1.3.1 Hipotese das neurotrofinas

Dentre as diversas teorias existentes para explicar a fisiopatologia da depressao,
tem se postulado que a reducdo de neurotrofinas em areas cerebrais também pode ser um dos
mecanismos fisiopatoldgicos desse transtorno (Y1 et al., 2014; YE et al., 2011)

As neurotrofinas sdo proteinas homodiméricas reguladoras da neurogénese,
crescimento, diferenciacdo e plasticidade da rede neuronal, morte celular, migracdo e
diferenciacéo fenotipica, estando associadas ainda a inflamacédo e desmielinizacdo autoimune
(DWIVEDI, 2009; PALLAVI et al., 2013).

Em 1953 foi identificada a primeira neurotrofina, o Fator de crescimento do nervo
(doinglés, Nerve Growth Factor — NGF). Esta descoberta ampliou o horizonte da neurobiologia
para a identificacdo e elucidacdo dos aspectos moleculares envolvidos na fisiopatologia dos
distdrbios neurolégicos (LESSMANN; GOTTMAN; MALCANGIO, 2003).

Quase trés décadas apds a descoberta do NGF, foi isolada em 1982, em neurdnios
de porcos, uma outra neurotrofina nomeada de Fator neurotrofico derivado do cérebro (do
inglés, Brain-derived Neurotrophic Factor — BDNF). Desde entdo, quatro outros membros da
familia das neurotrofinas foram identificados: Neurotrofina-3, Neurotrofina-4/5, Neurotrofina-
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6 e Neurotrofina-7 (BARDE et al., 1982; MAISONPIERRE et al., 1990; HALLBOOK et al.,
1991; IP et al., 1992; LESSMANN; GOTTMAN; MALCANGIO, 2003).

O BDNF é o mais extensamente estudado membro da familia das neurotrofinas,
sendo considerado a principal neurotrofina do cérebro. E largamente produzido pelas células
da glia e pelos ndcleos neuronais e, em menor quantidade, por células endoteliais, leucécitos e
células satélites de mdsculo esquelético, sendo amplamente encontrado no hipocampo,
neocortex, amigdala e cerebelo (LEVENTHAL etal., 1999; KERSCHENSTEINER et al.,1999;
MOUSAVI; JASMIN, 2006; FERNANDES et al., 2009; SHIMIZU et al., 2003).

Figura 2 — Estrutura molecular do fator neurotrofico derivado do cérebro

Fonte: RCSB protein data bank (2014). A. Representacdo esquematica das subunidades do
BDNF. B. Representagdo esquematica segundo a estrutura secundaria do BDNF.

Os fatores neurotroficos exercem seus efeitos ligando-se a dois tipos de receptores:
um receptor comum, p75N™R, que é um membro da familia dos receptores do fator de necrose
tumoral, e um segundo receptor de elevada afinidade, o receptor de cinase relacionado a
tropomiosina (Trk) que pertence a grande familia de receptores tirosina-cinase
(PATTARAWARAPAN; BURGESS, 2003). Todos os fatores neurotréficos tém a mesma
afinidade para o receptor p75N™R, mas a sua ligagdo aos receptores Trk é mais seletiva e
apresenta maior afinidade. No caso do BDNF, o receptor no qual se liga é o subtipo TrkB
(GERAL; ANGELOVA; LESIEUR, 2013).

As neurotrofinas, em especial o BDNF, parecem estar implicadas na base
fisiopatoldgica de diversas doencas neurodegenerativas e psiquiatricas, sendo caracterizado

como um biomarcador de varios distdrbios do humor e como alvo molecular chave no
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desenvolvimento de farmacos para tratamento de distarbios neurolégicos (PLUCHINO et al.,
2013; GERAL et al., 2013).

A expressdo de BDNF no sistema nervoso central € modificada por varios tipos de
insultos cerebrais (estresse, isquemia, convulsdo, hipoglicemia etc.) e alteracGes nesta
expressao podem contribuir para algumas patologias como depressao, doenca de Alzheimer e
doencga de Parkinson (LINDVALL et al., 1994; CONNOR et al., 1997; PARAIN et al.,1999;
KAREGE et al., 2002).

De acordo com a hipotese neurotréfica da depressao, o estresse € um dos principais
fatores associados a reducédo da atividade do BDNF, o que resulta na diminuicao da fungéo das
regides limbicas do cérebro envolvidas no processamento de emog6es e cognicdo (GROVES,
2007; DUMAN; MONTEGGIA, 2006).

Além disso, estudos sugerem que a resisténcia a farmacoterapia da depressao esta
associada a um polimorfismo genético de substituicio Val®®Met no gene do BDNF (EGAN et
al., 2014; CATTANEO et al., 2014; EL-HAGE et al., 2014). Dados recentes sugerem que 0
estresse pode estar relacionado a expressédo do alelo Met do polimorfismo do BDNF (HOSANG
et al., 2014). Esse alelo tem sido associado a reducéo da atividade do BDNF e ao prejuizo de
memoria (POST, 2007; EGAN et al., 2014). Individuos com pelo menos um alelo Met e risco
elevado de transtornos afetivos, apresenta niveis elevados de cortisol a noite, sugerindo uma
alteracéo de resposta ao estresse (VINBERG et al., 2009).

Assim, o BDNF é apontado como um marcador preditivo relacionado a eficacia ou
falha terapéutica, podendo ser utilizado como marcador de sucesso do tratamento (HU et al.,
2010; TADIC et al., 2011; WOLKOWITZ et al., 2011). Além disso, terapias capazes de
promover o aumento dos niveis de BDNF alcancam remissdao dos sintomas depressivos em
pacientes com transtorno de depressao resistentes a terapia (SALEHI et al., 2014; BUMB et al.,
2014; BILGEN et al., 2014; HU et al., 2010).

Vale ainda salientar que ha evidéncias de uma comunicacdo entre o sistema
monoaminérgico e BDNF. O fato de os antidepressivos so exibirem seus efeitos clinicos, em
geral, apds duas semanas, sugere que eles possam atuar através de mudangas adaptativas na
transducéo de sinais intracelular (NESTLER et al., 2002; GONUL et al., 2005). Além disso,
sabe-se que a serotonina tem efeitos protetores neuronais através da ativacdo do CREB
(proteina ligada ao fator de transcricdo do monofosfato de 3°,5’-adenosina ciclico — AMPc),
levando a expressao de BDNF (ZUCCATO; CAETANEO, 2007).

H& uma interacdo positiva e reciproca entre a expressdao do BDNF e 5-HT, o

principal neurotransmissor implicado na hipotese das monoaminas (MARTINOWICH; LU,
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2008). A Ativacgdo de receptores de serotonina induz a expressdo do BDNF em células de
hipocampo (SAPOLSKY, 1996; COPPELL; PEIl; ZETTERSTROM, 2003; FOUBERT;
O’NEIL; ZETTERSTROM, 2007) e, reciprocamente, o aumento dos niveis de BDNF aumenta
o fendtipo serotoninérgico dos neurdnios dos ndcleos da rafe, a fonte de entrada de 5-HT no
hipocampo (SIUCIAK et al., 1998; RUMAJOGEE et al., 2005).

Assim, além de se mostrar como integrador de fatores etioldgicos da depressdo, o
BDNF configura-se como uma ferramenta inovadora para a compreensdo dos mecanismos

fisiopatoldgicos e alvo a ser explorado no desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas.

1.3.2 Disfuncéo do eixo Hipotadlamo-Hipd6fise-Adrenal

Além dos fatores citados anteriormente, a liberacdo excessiva de glicocorticoides
também é uma das hipdteses aceitas como causa da depressdo. Os glicocérticoides regulam a
neurogénese, o tamanho do hipocampo, a aquisicao de novas memarias e a resposta emocional
ao estresse (HERBERT et al., 2006). Contudo, além de causar diversos danos ao organismo, o
seu excesso desempenha um importante papel na fisiopatologia da depressédo. Se produzidos de
maneira exacerbada, os glicocorticdides podem reduzir a neurogénese (KRISHNAN;
NESTLER, 2008), causar morte dos neurdnios do hipocampo por apoptose (CROCHEMORE
et al., 2005) e aumentar a vulnerabilidade dos neurdnios a diversas toxinas, como as espéecies
reativas de oxigéncio (EROs) (BEHL et al., 1997).

Estudos nos ultimos anos tem demonstrado uma forte relacdo entre estresse,
doencas psiquiatricas e o Eixo Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal (HHA) (MELLO et al., 2008). O
estresse, definido como uma condicdo ou estimulo que altera a homeostase do corpo, pode ou
ndo causar danos significativos ao organismo. Um aumento transitério na secre¢édo de cortisol,
como ocorre no estresse agudo, suprime o sistema imunoldgico, altera o metabolismo para um
estado catabdlico, aumenta os niveis energéticos, aguca a cognicdo e pode aumentar a
confianca. Entretanto, uma exposicao cronica ao estresse pode contribuir para o aparecimento
dos sintomas da depressao (MCEWEN; SAPOLSKY, 1995; SAPOLSKY, 2000; KANDEL et
al., 2014).

Uma das principais consequéncias da exposicao ao estresse € a ativagdo do eixo
HHA. Essa ativacdo induz a liberacdo do fator liberador de corticotrofina (CRH) a partir do
hipotalamo, que por sua vez, ativa a secrecdo de horménio adrenocorticotréfico (ACTH) pela

hipofise. Finalmente, 0 ACTH estimula a secrecdo dos glicocorticoides (cortisol em humanos
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e corticosterona em roedores) a partir do cortex adrenal, bem como a liberacéo de catecolaminas
e citocinas (PARIANTE, 2003).

Mecanismos de retroalimentacdo dentro do eixo HHA normalmente permitem que
o cortisol ou glicocorticoides administrados exogenamente inibam a secrecdo hormonal
excessiva. Em cerca de 50% das pessoas com depressdo maior, esse sistema de retroalimentagéo
estd comprometido, e 0 eixo HHA torna-se resistente a supressdao, mesmo por potentes

glicocorticoides sintéticos, como a dexametasona (KANDEL et al., 2014)

Figura 3 — Eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
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Fonte: Zuardi (2013).

Além dos mecanismos de retroalimentacdo negativa do proprio eixo HHA, a
secrecdo hipotalamica de CRH é controlada por uma via excitatéria da amigdala e por uma via
inibitoria do hipocampo. Ja estd documentado na literatura que uma hiperexcitabilidade da
amigdala, como ocorre nos casos de ansiedade, pode causar desregulacdo do eixo HHA,
culminando com altos niveis de cortisol (KANDEL et al., 2014). Além disso, danos
hipocampais podem conduzir um circulo vicioso, uma vez que a perda do controle inibitério da

secrecdo do CRH pode resultar em uma maior secregdo de cortisol. Assim, a reducdo
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hipocampal observada em pacientes com depressdo pode explicar, pelo menos em parte, a
resisténcia do eixo HHA a supressao.

E possivel que o aumento persistente dos niveis de glicocorticoides possa causar
danos aos neurdnios, tornando-os mais suscetiveis a excitotoxicidade glutamatérgica. Além
disso, niveis elevados de cortisol, ou outros fatores associados ao estresse crénico, sdo capazes
de suprimir a neurogénese, resultando em uma producdo menor de células e, consequentemente,
uma reducdo do tamanho hipocampal (KANDEL et al, 2014).

De fato, varias evidéncias clinicas confirmam a relacdo da hiperfuncdo do eixo
HHA e a depressdo. Cerca de metade de todos os pacientes com transtorno depressivo exibem
hipercortisolemia e apresentam auséncia da liberacdo pulsatil do cortisol que podem ser
revertidos por tratamento com antidepressivos (STERNER; KALYNCHUK, 2010). Também
foram observados aumento dos niveis de CRH em liquido cefalorraquidiano, aumento do
cortisol livre urinério e diminuicdo da supressdo do cortisol por dexametasona em pacientes
com depressao (NESTLER et al., 2002; SOUTHWICK; VYTHILINGAM; CHARNEY, 2005).

Além disso, em estudos recentes de nosso grupo, a administracdo cronica de
corticosterona em camundongos acarretou um comportamento do tipo depressivo associado ao
aumento do estresse oxidativo em &reas cerebrais, corroborando os achados clinicos e a teoria
da disfungéo do eixo HHA (SILVA et al., 2013; SILVA, 2013)

Todas essas evidéncias indicam um papel fundamental da disfungéo do eixo HHA
e dos niveis elevados de glicocorticoides na patogénese da depressao, sugerindo que estes
podem ser um alvo para as drogas antidepressivas (CHOPRA; KUMAR; KUHAD, 2011).

1.4 Depressdo e Memdria

Além das conhecidas alteracdes afetivas observadas em pacientes com depressao
maior, muitos deles também exibem uma ampla variedade de disfuncBes cognitivas. Déficits
cognitivos relacionados a atencdo, a velocidade de processamento mental, & memoria e a
fungbes executivas sdo frequentemente encontrados em pacientes diagnosticados com
depressdo. Outros estudos recentes sugerem ainda que o transtorno depressivo pode causar
processamento de informacoes distorcidos e alteracdes na tomada de decisdo, ressaltando que
essas mudancas s&o dependentes do humor (HERRERA-GUZMAN et al., 2009; SIERKSMA
etal., 2010). Além disso, os déficits de memdria sdo comuns entre esses pacientes, destacando-
se 0s danos de tarefas de aprendizado, alteragdes de memoria verbal e visual, assim como
déficits de memoria episddica e memoria operacional (HERRERA-GUZMAN et al., 2009;
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SIERKSMA et al., 2010). Vale ressaltar ainda que os déficits de memoria episddica sdo
apontados por estudos recentes como uma consequéncia direta de mudangas estruturais do
hipocampo, ja que muitas vezes tem se observado uma reducéo do tamanho hipocampal em tais
pacientes (HERRERA-GUZMAN et al., 2009). Confirmando essa teoria, evidéncias cientificas
sugerem que a depressao cursa com danos estruturais e funcionais do sistema limbico que estdo
associados a uma disfuncdo do eixo HHA e da transmissdo monoaminérgica, manifestando-se
através de disturbios cognitivos e afetivos (SIERKSMA et al., 2010).

E importante salientar que a presenca de alteragbes cognitivas prejudica
consideravelmente a recuperagdo funcional de pessoas com depressdo, podendo inclusive
prognosticar uma ma recuperacao no funcionamento da vida destes pacientes (JAEGER et al.,
2006). Sendo assim, a existéncia de comorbidades tem um impacto ndo apenas sobre o aspecto
funcional da vida do paciente, mas também sobre o desenvolvimento e a recuperacdo do
transtorno depressivo.

Evidéncias epidemioldgicas e neurobioldgicas de fato apdiam que o transtorno
depressivo esteja associado a um aumentado risco de desenvolvimento de disfuncéo cognitiva
e eventualmente deméncia, em particular Doenca de Alzheimer (CARACI et al., 2010).

Logo, estudos que relacionem déficits cognitivos e depressdo se mostram de
extrema importancia para a compreensdo dos mecanismos comuns destes disturbios, para trazer
luz a possiveis alternativas terapéuticas e deste modo melhorar a qualidade de vida destes

pacientes.

1.5 Farmacoterapia da depressao

A descoberta de drogas antidepressivas possibilitou um avanco importante no
tratamento da depressdo, destacando-se como 0s agentes terapéuticos mais frequentemente
prescritos para o tratamento deste transtorno (DRAPIER et al., 2007).

Os antidepressivos melhoram o humor por diversos mecanismo como 0 aumento a
das concentragcbes de neurotransmissores na fenda sinaptica através da inibicdo do
metabolismo, bloqueio de recaptura neuronal ou atuagdo em autorreceptores pré-sinapticos
(MORENO; HUPFELD; SOARES, 1999). Alem disso, ha evidéncias de que o tratamento com
antidepressivos é capaz de induzir a neurogénese ao elevar os niveis de BDNF, principalmente
no hipocampo (NINAN et al., 2014; HUANG et al.,2014; FREY et al., 2006; DUMAN et al.,
2000).
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Apesar dos avancos nas pesquisas e do atual conhecimento sobre os mecanismos
de acéo dos agentes antidepressivos, a etiologia da depressao ainda néo foi totalmente elucidada
e seu tratamento ainda apresenta muitas falhas terapéuticas (NESTLER; KRISHNAN, 2008).

Os antidepressivos sao classificados de acordo com sua estrutura quimica ou com
as propriedades farmacoldgicas. As principais classes de antidepressivos sdo descritas

resumidamente a seguir.

1.5.1 Inibidores da monoaminoxidase

Os inibidores da monoaminoxidase (IMAQO) foram a primeira classe de
antidepressivos, descoberta em 1956 (GORENSTEIN; SCAVONE, 1999). Seu mecanismo de
acao constitui-se no bloqueio de duas isoformas da enzima monoaminoxidase (MAO): a MAO-
A, que se caracteriza por ter seletividade para 5-HT e NA e a MAO-B, responsavel pela
degradacdo de DA. A MAO-A esta associada ao efeito antidepressivo e € responsavel pela
hipertensdo indesejada observada nos IMAOs. Por outro lado, MAO-B esta associada a
prevencdo de processos neurodegenerativos e tratamento da Doenca de Parkinson (STAHL,
2014; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Dentre os farmacos representantes dessa classe podemos citar a Iproniazida,
Tranilcipromina e Fenelzina como inibidores irreversiveis e ndo seletivos e, Moclobemida
como inibidor seletivo reversivel da MAO-A (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN,
2012).

1.5.2 Antidepressivos triciclicos

A nomenclatura de antidepressivos triciclicos (ADTs) é decorrente da estrutura
quimica contendo trés anéis benzénicos. Sua sintese inicialmente foi relacionada a acdo
antipsicotica devido a Clorpromazina, primeiro antipsicético descoberto, ter também a estrutura
guimica triciclica. Contudo, a Imipramina, primeira substancia sintetizada desta classe, ndo
demonstrou acao antipsicoética e sim antidepressiva. A partir destes dados novas substancias
foram sendo descobertas: Cloimipramina, Amitriptilina, Nortriptilina, entre outras
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

O mecanismo de acdo dos ADTs em nivel pré-sinptico se da pelo bloqueio de
recaptura de monoaminas, principalmente NA e 5-HT, e, em menor proporcdo, DA. Agem

ainda bloqueando os receptores histaminérgicos, alfa-adrenérgicos e muscarinicos, cujas a¢oes
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estdo correlacionadas com os efeitos colaterais (hipotensdo ortostatica, sedacdo, xerostomia,
constipacgéo etc.) (STAHL, 2014; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

1.5.3 Inibidores da recaptacéo de serotonina

Os Inibidores seletivos de recaptacéo de serotonina (ISRS) estdo entre os agentes
antidepressivos de escolha para o tratamento da depressao. Foram desenvolvidos a partir dos
ADTs e classificados através da sua baixa afinidade por receptores adrenérgicos, colinérgicos
e histaminérgicos e maior afinidade pelo blogueio das proteinas de recaptacdo da serotonina
(ROSS, 2012).

O primeiro ISRS a ser descoberto foi a Fluoxetina, em 1988. Os farmacos dessa
classe sdo geralmente bem tolerados em doses terapéuticas e as superdosagens sdo mais seguras
que aquelas observadas com ADTs. Contudo, mesmo apresentando poucos efeitos colaterais,
deve-se atentar para o risco da sindrome serotoninérgica. (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMANN, 2012).

Algumas drogas representantes desta classe sdo Fluoxetina, Paroxetina,
Citalopram, Fluvoxamina e Sertralina. Embora compartilhem o principal mecanismo de agéo,
0s ISRS séo estruturalmente distintos com diferencas significativas no perfil farmacocinético e
farmacodindmico (MORENO; HUPFELD; SOARES, 1999).

1.5.4 Inibidores duplos da recaptacao de serotonina e noradrenalina

O fundamento tradicional do desenvolvimento desses agentes mais recentes € inibir
tanto o transportador de receptacdo de serotonina (SERT) quando o de noradrenalina (NET),
apresentando fraca atividade como inibidores de recaptacdo de dopamina. A melhora da
resposta ao tratamento é o fator motivador da pesquisa de farmacos pertencentes a essa classe
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Venlafaxina e seu metabdlito ativo, Desvenlafaxina (DVS), sdo algumas das drogas
representantes desta classe de antidepressivos. Esses agentes sdo bem mais tolerados e seguros
que os ADTSs, apresentando perfil de efeitos colaterais semelhante ao dos ISRS, com relatos de
nauseas, constipacdo, insbnia, cefaleia e disfuncdo sexual (STAHL, 2014; BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

A Desvenlafaxina foi o terceiro inibidor seletivo da receptacdo de serotonina e

noradrenalina (ISRSN) a receber a aprovacdo do FDA (Food and drug administration) para uso
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nos Estados Unidos, em 2008, sendo clinicamente indicado para o tratamento de depresséo
maior. Por apresentar uma meia-vida longa, € necessaria apenas uma administracdo diaria para
garantir o efeito desejado (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012; SANSONE;
SANSONE, 2014).

Estruturalmente, a Desvenlafaxina apresenta semelhanga com a Velanfaxina,
provavelmente pelo fato de aquela ser o Unico metabdlito ativo desta. Seu metabolismo se da
parcialmente através do sistema P-450 (CYP3A4) e cerca de 50% da droga € excretada na urina
de forma inalterada. Devido a este perfil farmacocinético de pouca interface com o sistema P-
450, DVS apresenta risco reduzido de potenciais interacbes medicamentosas, em comparagao
com outros ISRSs. Além disso, DVS ndo esta sujeita a influéncias de polimorfismo genético
(SANSONE; SANSONE, 2014).

Vale ressaltar que DVS demonstra 10 vezes mais seletividade para a inibicdo da
recaptacao de 5-HT, principal monoamina implicada na fisiopatologia da depressao, que para a
recaptacdo de NA (SANSONE; SANSONE, 2014). Além disso, h& evidéncias recentes que
mostram que DVS ¢é capaz de elevar os niveis de BDNF principalmente em pacientes com
depressdo grave (NINAN et al., 2014). Isso tem refletido na eficacia terapéutica demonstrada
em pacientes na dose recomendada de 50 mg/dia (FINDLING et al., 2014) e ratifica a

importancia de se estudar este farmaco.

1.5.5 Outros antidepressivos

A busca pela descoberta de novos antidepressivos consiste em aliar o amplo
espectro de acdo dos antidepressivos classicos a tolerabilidade e seguranca dos ISRSs. Assim
surgiram Moclobemida, Trazodona, Nefazodona, Bupropiona, Reboxetina, Mirtazapina entre
outros (MORENO; HUPFELD; SOARES, 1999).

Apesar das extensas pesquisas, ainda ndo dispomos de uma explicagdo completa do
funcionamento dos antidepressivos e nem de um tratamento ideal para a depressdo. Embora
sejam eficazes, os antidepressivos atuais ainda apresentam efeitos colaterais indesejaveis e
muitos pacientes apresentam resisténcia a terapéutica, o que justifica 0 avango nas pesquisas
para a descoberta de novos farmacos, com um inicio de agdo mais rapido e uma reducdo na

incidéncia dos efeitos colaterais.
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1.6 Acido alfa-lipoico

O acido alfa-lipdico (ALA - acido 1,2-ditiolano-3-pentanoico), também conhecido
como &cido tidico, € um antioxidante natural sintetizado no corpo humano. Na sua formula
estrutural existem dois grupos tiol que podem ser oxidados ou reduzidos, portanto, € um par
redox. Além disso, ALA existe na forma de dois enantidbmeros: R-(+)-acido lipoico e S-(-)-
acido lipoico. O enantiomero R-(+)-acido lipdico, é a forma de ALA que ocorre naturalmente
e atua como um cofactor essencial da piruvato desidrogenase mitocondrial sendo, portanto, a
mitocondria seu principal local de agio (FERREIRA; MILITAO; FREITAS, 2009;
HERMANN et al., 2014; SMITH et al., 2004).

Figura 4 — Representacéo tridimensional (A) e plana (B) do Acido Lip6ico

Fonte: RCSB protein data bank (2015).

E importante salientar que o ALA exdgeno é rapidamente absorvido pelas células
e reduzido a acido dihidrolipéico (DHLA) e, tanto na forma oxidada quanto na reduzida,
aproxima-se muito do ideal como antioxidante, apresentando especificidade na eliminacdo de
radicais (PACKER; CADENAS, 2011; FERREIRA; MILITAO; FREITAS, 2009). Sabe-se que
o0 DHLA é capaz de provocar a regeneracdo de outros antioxidantes de baixo peso molecular,
tais como glutationa, coenzima Q10 e vitaminas A e C (BILSKA et al., 2007), e também
diminuir o poder de reducao celular, prevenindo a destruicdo de glutationa reduzida (GSH) no
citoplasma e na mitocondria (SALINTHONE et al., 2008).

O ALA tem sido utilizado no tratamento de varias doencas por ser um antioxidante
muito eficaz. Além de combater os radicais livres, ele promove reducéo da peroxidacéo lipidica,
atua como co-fator de multiplos complexos enzimaticos e regenera os tecidos lesados (CHNG

et al., 2009). Vale ressaltar que ALA ja é um tratamento bem estabelecido para os sintomas
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neuropéticos e déficits em pacientes com diabetes tipo 2 com polineuropatia simétrica distal
(HERMANN et al., 2014; BRASIL, 2012) .

Por exibir a propriedade de reprimir radicais livres tanto em meio lipidico quanto
aquoso, o ALA se apresenta como um antioxidante diferente dos demais (CHNG et al., 2009;
BIST; BHATT, 2009). Estudos sugerem que o ALA produz seus efeitos através da remocéo
de radicais hidroxila e da inibicdo da oxidacdo de lipidios e proteinas (BIST; BHATT, 2009).
Além disso, funciona como um quelante de metais contribuindo para a reducao dos niveis de
estresse oxidativo (FERREIRA; MILITAO; FREITAS, 2009).

E também atribuida a esta substancia uma atividade anti-inflamatoria por ser capaz
de evitar o dano neuronal ocasionado pelas EROs produzidas durante as doencas
neurodegenerativas (MACZUREK et al., 2008; ARAUJO et al., 2010; SILVA, 2013). O ALA
atua contra o processo inflamatorio, inibindo a migracdo de células T. Esse mecanismo de
reduzir a resposta inflamatdria ndo estd totalmente esclarecido, porém, acredita-se que isso
esteja relacionado a molécula de AMPc que age como um potente inibidor da resposta imune.
Através do aumento nas concentracdes de AMPc, o ALA causa uma inibicdo da ativacdo dos
linfécitos T e migracdo celular. Isso acontece pela inibicdo da molécula de adesdo celular
vascular 1 (VCAML1) e adesdo endotelial de monacitos, culminado numa reducéo da resposta
inflamato6ria (SCHILLACE et al., 2007; KUNT et al., 1999).

Vale ressaltar ainda que o ALA é capaz de alterar as concentragdes das monoaminas
em todo o cérebro. Essas alteracBes ndo sdo totalmente elucidadas, mas sabe-se que o ALA
aumenta as concentrac@es de noradrenalina e DA através da estimulacdo da liberacdo e sintese
ou reducdo na taxa de metabolizacdo destas monoaminas. Ocorre ainda alteracdo da
concentracéo de acetilcolina pelo aumento da atividade da acetilcolinesterase (SANTOS et al.,
2010; CHNG et al., 2009).

Mesmo diante de tantos mecanismos terapéuticos e do largo uso e pesquisa na seara
das doengas neurodegenerativas, 0s estudos acerca do uso do ALA no tratamento da depressédo
ainda é incipiente. Dessa forma, objetivamos investigar efeitos do ALA em modelo animal de
depressao, acreditando que esta substancia pode ser uma nova perspectiva de tratamento, uma
vez gque promove um aumento de monoaminas e possui a¢do antioxidante e anti-inflamatdria
(SANTOS et al., 2010).
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1.7 Modelos animais de Depresséo

Véarios modelos animais tém sido desenvolvidos para investigacdo de drogas
antidepressivas e estudo da fisiopatologia da depressdo (DEUSSING, 2006). Dentre eles estao
0s modelos de estresse psicossocial (separacdo materna, desamparo aprendido, estresse cronico
e isolamento social) (BLANCHARD, 2001; HOLMES et al., 2005; WILLNER, 2005), lesao
(bulbectomia olfatoria) (SONG; LEONARD, 2005), genéticos (CRYAN; MOMBEREAU,
2004), farmacoldgicos (reserpina, triptofano, abstinéncia de psicoestimulantes e corticosterona)
(O’NEIL; MOORE, 2003; BARR; MARKOU, 2005; STERNER; KALYNCHUK, 2010) e
inflamatorios (lipopolissacaridio) (KUBERA, 2013).

Tendo em vista os modelos citados, utilizamos 0 modelo de depresséo induzido por
corticosterona, por ser usado para mimetizar a depressdo ocasionada por elevados niveis de

cortisol.

1.7.1 Modelo de depressao induzido por corticosterona

A corticosterona (CORT) é o principal glicocorticéide sintetizado no cortex adrenal
de roedores e secretado em resposta ao estresse (ZHAO et al., 2008). J& estd bem documentado
na literatura que os altos niveis de glicocorticoides desempenham um papel importante no
desenvolvimento da depressdo (GREGUS, 2005). Em humanos, o cortisol elevado induz
alteracdes mentais e de comportamento. Nos modelos animais de roedores a injecdo cronica de
CORT também causa alteracdes no comportamento semelhante aquelas manifestadas em
humanos com depressdo (GREGUS, 2005; SILVA et al., 2013; SILVA, 2013).

Nos Gltimos anos tanto pesquisas clinicas como experimentais tém demonstrado
que a hiperatividade do eixo HHA desempenha um papel importante na patogénese da
depressao.

Vérias evidéncias demonstram que administracdo de CORT produz um
comportamento do tipo-depressivo, como observado pela diminuigdo do consumo de sacarose
e aumento no tempo de imobilidade dos animais nos testes de nado forgado e suspenséo de
cauda, medidas estas que sdo frequentemente utilizadas para inferir um fendtipo do tipo-
depressivo (CRYAN, 2007; JOHNSON; FOURNIER; KALYNCHUK, 2006; SILVA et al.,
2013; SILVA, 2013).

Aliados a este padrdo de resposta comportamental, os animais submetidos ao

modelo de CORT apresentam downregulation nos receptores de glicocorticoide no hipocampo
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(GREGUS et al., 2005) sugerindo que os glicocorticoides podem mimetizar a sintomatologia
da depressdo e alterar o controle de feedback negativo. Vale ressaltar que as alteracGes
neurobioldgicas e comportamentais produzidas pela CORT séo revertidas pelo tratamento com
antidepressivos, ratificando a validade desse modelo (LEE et al., 2009; STERNER;
KALYNCHUK, 2010; CRUPI et al., 2010).

Baseado nesses resultados o modelo de depresséo animal induzido por CORT,
tornou-se uma importante ferramenta para a descoberta de novos agentes antidepressivos e para
0 estudo da etiologia da depressdo (STERNER; KALYNCHUK, 2010; IJIMA, 2010).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A depressdo é um transtorno crénico e recorrente que ameaca a qualidade de vida
do individuo e da familia (DUMAN, 2010). De acordo com os dados da Organiza¢do Mundial
de Saude (OMS) esté entre as formas mais prevalentes dos transtornos mentais, afetando uma
parcela significativa da populacdo mundial (BERTON; NESTLER, 2006). Apesar dos avangos
no conhecimento da neurobiologia da depressdo e mecanismo de agdo dos antidepressivos, a
terapia farmacoldgica atual ainda se baseia na classica hipotese das monoaminas
(SCHILDKRAUT, 1965; RACAGNI; POPOLI, 2010). Embora estas drogas proporcionem
uma melhora nas condi¢des clinicas dos pacientes, o0 seu inicio de acdo € lento e apresentam
muitos efeitos adversos. Além disso, apenas 30% dos pacientes com depressdo respondem a
terapia com antidepressivos (NESTLER et al., 2002; BERLIM, 2007).

A compreenséo da fisiopatologia e do tratamento da depressao constitui um desafio,
ndo somente por ser considerada uma sindrome heterogénea com varias etiologias
(KRISHNAN; NESTLER, 2008), mas também porque é impossivel criar um modelo animal
que represente, exatamente, 0s sintomas da depressdo em humanos, tais como humor
deprimido, baixa autoestima, culpa e suicidio (DEUSSING, 2006).

O modelo farmacologico induzido por corticosterona foi recentemente considerado
um modelo animal de depressao resistente, reproduzindo, ainda que de maneira limitada, a
grande dificuldade encontrada na terapéutica: a resisténcia ao tratamento (AGO et al, 2013).
Assim, tal modelo configura-se como fator preponderante na pesquisa de novos alvos
farmacoldgicos e alternativas terapéuticas.

Apesar das extensas pesquisas, ainda ndo ha um tratamento ideal para a depressao.
Isso vem levando cada vez mais pesquisadores em todo o mundo a buscar novos farmacos com
mecanismos de acdo diferentes. Estes devem ser capazes de reduzir os sintomas ou proteger
contra 0s danos neurais presentes nessa patologia sem promover os potenciais efeitos colaterais
causados pela terapia convencional.

O efeito antidepressivo do Acido alfa-lip6ico ja vem sendo investigado por nosso
grupo com sucesso (SILVA et al., 2013; SILVA, 2013; SILVA et al., 2014). Evidéncias de
melhora do comportamento do tipo depressivo e redugdo dos niveis de estresse oxidativo em
modelo animal de depressdo induzido por CORT (SILVA et al., 2013; SILVA, 2013)
motivaram a investigacdo de novos mecanismos envolvidos, o que justifica a importancia do

presente estudo.
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Alem disso, ALA apresenta um potente efeito antioxidante e anti-inflamatério e
baixos indices de efeitos colaterais, propondo uma excelente alternativa terapéutica para o
tratamento de doencas neurodegenerativas como a depressdo (BIST; BHATT, 2009;
BIEWENGA; HAENEN; BAST, 2000; ARAUJO et al., 2010).

Diante do rico potencial terapéutico demonstrado pelo ALA e da incipiéncia de
estudos que investiguem o seu efeito antidepressivo, faz-se necessario e importante o presente
estudo na tentativa de elucidar os possiveis mecanismos neuroprotetores do ALA. Além disso,
as falhas terapéuticas observadas na clinica exigem um tratamento que seja eficaz e com o
minimo de efeitos adversos possivel, proporcionando uma melhora da qualidade de vida dos
pacientes.

Nessa perspectiva, pretendemos realizar um estudo acerca dos efeitos
comportamentais e neuroquimicos de Acido alfa-lipoico e Desvenlafaxina em modelo animal

de depressao induzido por corticosterona.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

> Estudar os efeitos comportamentais e neuroquimicos do Acido alfa-lipoico,
sozinho ou em associacdo com Desvenlafaxina, em modelo animal de depressdo induzido por

corticosterona.

3.2 Objetivos Especificos

» Investigar o efeito do tratamento com &cido alfa-lipdico, sozinho ou associado
com desvenlafaxina, sobre as alteragdes de memoria induzidas por corticosterona em
camundongos.

» Investigar o efeito do tratamento com acido alfa-lipdico, sozinho ou associado
com desvenlafaxina, sobre o comportamento social em modelo animal de depressao induzido
por corticosterona.

» Investigar o efeito do tratamento com acido alfa-lipdico, sozinho ou associado
com desvenlafaxina, sobre o comportamento do tipo anedonia induzido por corticosterona em
camundongos.

» Auvaliar o efeito do tratamento com acido alfa-lip6ico, sozinho ou associado com
desvenlafaxina, sobre as concentracfes de Fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) em
areas cerebrais (cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado) de modelo animal de depressédo

induzido por corticosterona.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelo de depressdo induzido por corticosterona

Os animais receberam CORT (Corticosterona, 21 acetato, Sigma-Aldrich, U.S.A)
suspensa em solucdo salina, contendo 0,1% de dimetil sulfoxido (DMSO) e 0,3% Tween-80.
A CORT foi administrada diariamente, entre 09 e 11:30 horas, durante 21 dias consecutivos

na dose de 20 mg/kg, por via subcutanea (s.c), em volume de 10ml/kg.

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas, com peso entre 25-30g,
provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade
Federal do Ceara (UFC). Os mesmos foram mantidos em ambiente com temperatura
controlada (22+1°C), com ciclo claro/escuro de doze horas e recebendo 4gua e comida a
vontade. Os experimentos foram conduzidos conforme National Institutes of Health Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH, 1996).

4.3 Drogas

4.3.1 Desvenlafaxina

Succinato de desvenlafaxina monoidratada (DVS) (Lab. Wyeth) foi macerada e
dissolvida em &gua destilada e administrada por via oral (v.0.), durante 7 dias consecutivos, nas
doses de 10 ou 20 mg/kg, em volume de 10ml/kg. Foi administrada sozinha ou 1 hora antes da
administracdo do Acido alfa-lipdico. As dosagens para DVS foram calculadas a partir de doses
humanas em uma base de mg/m? (REAGAN-SHAW et al., 2008).

4.3.2. Acido alfa-lipdico
Acido alfa-lipdico (Sigma-Aldrich) foi dissolvido em &gua destilada e celulose a

5% e administrado por via oral (v.0.) durante 7 dias consecutivos, nas doses de 100 ou 200

mg/kg. Foi administrado sozinho ou 1 hora ap6s a administracdo da Desvenlafaxina. As doses
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utilizadas de ALA foram escolhidas com base em estudos prévios (SILVA et al., 2013; SILVA,
2013).

4.4 Desenho experimental

O protocolo (figura 5) foi proposto para avaliar os efeitos comportamentais e
neuroguimicos da administracdo repetida do ALA, sozinho ou associado a DVS, no modelo
animal de depressdo induzido por CORT (ZHAO et al., 2008; SILVA, 2013). Para estes
experimentos foram utilizados camundongos fémeas (25-30g) divididos aleatoriamente, sendo
excluidos os animais que apresentavam movimento estereotipado ou algum sinal indicativo de
maé saude como alteracdo de pelagem, auséncia de vibrissas etc. Os animais foram organizados

em 14 grupos conforme apresentados a seguir.

Grupo controle: os animais receberam uma injecédo diaria de tween 0,3% (s.c.) durante 21 dias

consecutivos.

Grupos tratados com CORT: os animais receberam uma injecédo diaria de CORT (20mg/kg,

s.c.) durante 21 dias.

Grupos tratados com veiculo e drogas sozinhas: 0s animais receberam uma injecdo diaria de
tween 0,3% (s.c.) durante 14 dias consecutivos. Entre 0 15° e 0 21° dia de tratamento foram

administrados tween + DVS (10 ou 20mg/kg, v.0.) ou tween + ALA (100 ou 200mg/kg, v.0.).

Grupos tratados com CORT e drogas em monoterapia: nestes grupos os animais receberam uma
injecdo repetida de CORT (20mg/kg, s.c) durante 14 dias. Entre o 15° e o 21° dia, 0s
camundongos receberam CORT + DVS (10 ou 20mg/kg, v.0.) ou CORT + ALA (100 ou
200mg/kg, v.0.).

Grupos tratados com CORT e drogas em associacdo: apos 14 dias de tratamento com CORT
(20mg/kg, s.c.), os animais receberam CORT + DVS (10 ou 20mg/kg, v.0.) e apos o intervalo
de 1 hora receberam ALA (100 ou 200mg/kg, v.0.).

No vigésimo primeiro dia de tratamento, ap6s uma hora da ultima administrag&o,

os animais foram submetidos aos seguintes testes comportamentais: reconhecimento de objetos,
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labirinto em Y (Y-maze), interagdo social e preferéncia por sacarose. Vinte e quatro horas apds
a realizacdo destes testes os animais foram sacrificados por decapitacdo e, logo em seguida,
foram dissecados o cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC) e corpo estriado (CE) para

mensuracdo das concentracdes de BDNF (figura 5).

Figura 5 — Fluxograma do desenho experimental

Inicio do Inicio do tratamento com Fim do tratamento ~ Dissecagio e Testes
tratamento drogas associadas Testes comportamentais Neuroquimicos
| : -
0 14 21 22dias
Veiculo
CORT
Veiculo DVS 10 ou 20
Veiculo ALA100 ou 200
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Fonte: adaptado Silva, 2013.

4.5 Testes comportamentais

4.5.1 Teste de reconhecimento de objetos

Esse teste € muito usado para avaliar a capacidade de memorizar e reconhecer
objetos novos e ja conhecidos. No primeiro dia, antes de qualquer procedimento, considerado
0 dia da habituacdo, o animal foi colocado no canto superior esquerdo na caixa, e deixado por
5 minutos, sem nenhum objeto, para que se habitue ao ambiente. Apos 24 horas, na sesséo
treino, o animal foi recolocado na caixa com dois objetos exatamente iguais (Al e A2) de
brinquedo de lego duplo, exatamente no meio da caixa, paralelos e a 10 cm das paredes laterais,

sendo deixado por 5 minutos para a exploracdo do ambiente. O tempo de exploracdo de cada
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objeto foi cronometrado para posterior analise através do indice de reconhecimento. No mesmo
dia, 1,5 horas apds a sessao treino, foi testada a memoria de curta duracdo, onde o animal foi
recolocado na caixa, com dois objetos semelhantes (Al e B1) em cor e tamanho, porém de
formas diferentes. Novamente, os animais exploraram os objetos durante 5 minutos e o tempo
de exploracdo foi cronometrado. Para testar a memoria de longa duragdo o animal foi
recolocado na caixa, 24 horas apds a sessdo treino, com dois objetos: um que ele ja esta
familiarizado (A1) e outro totalmente distinto (C1) em cor, forma e tamanho. O animal teve 5
minutos para explorar o novo objeto (Figura 6) (IZQUIERDO, 2006).

Figura 6 — Teste de reconhecimento de objetos
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Para a andlise dos resultados foi utilizado o indice de reconhecimento que é
calculado pela férmula TB1 — TA1/ TE, onde TB1 é o tempo gasto pelo animal para explorar
0 objeto novo, TAl € o tempo gasto para explorar o objeto familiar, e TE € 0 tempo de

exploracdo total, somatdria do tempo de exploracéo do animal no objeto novo e antigo.

4.5.2 Teste de labirinto em Y (Y-maze)

A memoria operacional e o aprendizado foram avaliados pela taxa de alternacfes
espontaneas em um labirinto em Y (Figura 7) com os trés bracos (40 x 5 x 16 cm) posicionados
em angulos iguais como descrito anteriormente por Sarter et al. (1988). Antes do teste, os bracos
foram numerados, o animal foi entdo, colocado em um braco e alternou espontaneamente as
entradas nos outros durante 8 minutos. A sequéncia dos bragos os quais 0s animais entraram foi
entdo anotada e as informacGes analisadas de forma a determinar o nimero de entradas no braco

sem repeticéo.

Figura 7 — Teste de labirinto em Y
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Uma alternacéo foi considerada correta quando o animal visitou um novo braco e
ndo retornou ao brago anteriormente visitado. Assim, a percentagem das alternacGes foi

calculada como a razéo entre as alternagdes corretas (n) e o nimero de visitas realizadas durante
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0 periodo de observagdo (n-2), multiplicado por 100, conforme a férmula a seguir:
% AlternacOes espontaneas = n / n-2 x 100.

4.5.3 Teste de Interacdo social

Para a avaliag&o da interag&o social (Figura 8), os animais foram colocados em uma
caixa com 3 compartimentos. Em um dos compartimentos laterais havia um animal do mesmo
sexo e idade dentro de uma gaiola, na outra lateral havia uma gaiola semelhante sem animal no
seu interior e 0 meio da caixa permaneceu livre. Foi avaliado neste teste o tempo que o animal
permanece explorando o compartimento com animal e sem animal durante 5 minutos (Figura
8) (KOSHIMIZU; LEITER; MIYAKAWA, 2012).

Foi medido o tempo gasto em cada uma das trés camaras e a preferéncia social foi

definida como: (% do tempo gasto na camara social) — (% o tempo gasto na camara oposta).

Figura 8 — Teste de Interagéo social
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4.5.4 Teste de preferéncia a sacarose

O teste de preferéncia a sacarose (Figura 9) foi realizado conforme descrito por

Mao et al., (2014). Setenta e duas horas antes do teste, 0s animais foram treinados para se
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adaptar a solucdo de sacarose 1%: duas garrafas de solucéo de sacarose 1% foram colocadas
em cada gaiola. Vinte e quatro horas mais tarde, uma das garrafas de sacarose foi substituida
por 4gua durante 24h. Apos a adaptacédo, os animais foram privados de comida e agua por 24
h. O teste foi realizado as 10:00 da manha e durante a realizacdo do mesmo 0s animais foram
alojados em gaiolas individuais e tinham livre acesso a duas garrafas: uma contendo 100 ml
de solugdo de sacarose 1% e outra contendo 100 ml de 4gua. Apos 1 h, os volumes de solugédo
de sacarose e 4gua consumidos foram registrados e a preferéncia por sacarose foi calculada

pela seguinte formula:

. Consumo de sacarose
Preferéncia por sacarose = - x 100
Consumo de agua + consumo de sacarose

Figura 9 — Teste de preferéncia por sacarose
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4.6 Teste neuroquimico

4.6.1 Dissecacdo das areas cerebrais

Os animais foram sacrificados por rapida decapitacdo e os cerebros retirados e
rapidamente colocados sobre o papel aluminio em uma placa de Petri com gelo.

Para a retirada do cortex pré-frontal (CPF), a porcdo anterior dos lobos frontais
(emtorno de 1,5 mm a partir do bulbo olfatério) foi removida e feita uma seccao bilateral com
0 auxilio de uma tesoura de microdisseca¢do (MACHADO, 2000).

Apos a retirada do CPF, acompanhando a fissura sagital mediana, a camada
cortical cerebral foi retirada das leptomeninges com o auxilio de uma pinca reta de
microdissecacdo, a qual, progredindo delicada e tangencialmente aos ventriculos laterais,
divulsionou o cortex em toda a sua extensdo fronto-occiptal. O cortex ja divulsionado foi
rebatido para os lados, expondo a regido hipocampal (HC) e parte do corpo estriado (CE). O
HC e o CE foram isolados das estruturas circunjacentes por divulsionamento com uma tesoura
de microdissecacdo, sendo a sua retirada orientada pelo diametro da porcéo tuberosa visivel
desses nucleos, apos o rebatimento lateral do cortex.

Apos o término da disseca¢do, CPF, HC e CE foram colocados em microtubos
tipo eppendorfs devidamente identificados, pesados e conservados a -70°C até serem

utilizadas para mensuracao das concentracdes de BDNF.

4.6.2 Determinacédo dos niveis de Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF)

Para homogeneizacao das areas cerebrais a 20 volumes de tampéao PBS (pH 7,4),
foi adicionado inibidor de protease (Sigma-Aldrich). O nivel de BDNF de cada amostra foi
quantificado por ensaio imunoenzimatico (ELISA; R&D Systems, USA) de acordo com as

instrugdes do fabricante. Os resultados foram expressos em picograma de BDNF/g de tecido.

4.7. Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism
6, San Diego Califérnia, EUA. Os resultados foram comparados por analise de variancia (one-
way ANOVA) seguido pelo teste de Turkey (post hoc test) para compara¢Ges multiplas. As

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas em p<0,05. Antes da avaliacao
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por ANOVA, o teste de omnibus D'Agostino-Pearson foi realizado para verificar a
distribuicdo normal dos dados. Para todas as analises, o nivel de significancia foi estabelecido
em o = 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo comportamental

5.1.1 Efeitos da administracdo de CORT, ALA e DVS sobre a memdria de camundongos

submetidos ao teste de reconhecimento de objetos

No teste de reconhecimento de objetos, os animais tratados com CORT
apresentaram um deficit na memdria de curta duragdo com indice de reconhecimento
significativamente menor quando comparado com o grupo controle [F (9, 60) = 14,93,
p<0,0001] (Figura 10A). A administracdo de DVS10 a animais tratados com CORT nédo
reverteu os déficits cognitivos. Por outro lado, animais tratados com ALA na maior dose
apresentaram reversao dos efeitos de CORT (p<0,0001) e indice de reconhecimento
significativamente maior quando comparado ao grupo controle (p<0,01). Além disso, o
tratamento com DVS10 associado a ambas as doses de ALA foi capaz de reverter os déficits
na memdria de curta duracdo quando comparados com CORT (p<0,001), CORT + DVS10
(p<0,0001) e CORT + ALA100 (p<0,01), evidenciando que o tratamento com drogas
associadas nessas doses exibe uma melhor resposta quando comparado com o tratamento com
drogas em monoterapia. No entanto, a administracdo de DVS20 associada a ALA200 nao
reverteu os efeitos de CORT e mostrou reducdo significativa do indice de reconhecimento
quando comparada ao grupo CORT + ALA200 (p<0,0001). A administracdo de DVS20,
ALA100 ou a associacdo de DVS20 com ALA100 ndo causou nenhuma alteracao
estatisticamente significante.

De maneira semelhante aquela observada na memdria de curta duracdo, a
administracdo de CORT também causou um déficit na memoria de longa duracdo (Figura
10B) quando comparado ao grupo controle [F (9, 59) = 9,970; p<0,0001]. A administracdo de
DVS20 aos animais tratados com CORT foi capaz de reverter o déficit de memoria
(p<0,0001), apresentando, inclusive, indice de reconhecimento significativamente maior
quando comparado ao grupo controle (p<0,01). Além disso, o tratamento com ALA200
associado a ambas as doses de DVS foi capaz de reverter os déficits de reconhecimento
causados por CORT (p<0,0001). Por outro lado, a associagdo com DVS20 e ALA100, causou
uma reducéo do indice de reconhecimento quando comparado com CORT + DVS20 (p<0,01).
A administracdo de DVS10, ALA100, ALA200 e a associagdo de DVS10 + ALA100 em

animais tratados com CORT né&o produziu nenhum efeito significativo.
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Figura 10 — Alteragdes de memoria de reconhecimento induzidas pela administragdo de ALA e
DVS em animais cronicamente tratados com CORT
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Os animais receberam CORT (20mg/kg, s.c.) durante 14 dias. Entre 0 15° e 21° dias de tratamento, os camundongos receberam em adicéo a
CORT, DVS (10 ou 20mg/kg, v.0.) ou ALA (100 ou 200mg/kg, v.0.) ou DVS (10 ou 20mg/kg, v.0.), apds o intervalo de 1 hora. Os testes
comportamentais foram realizados 1 h ap6s a Gltima administracédo. Cada coluna representa a significancia + SEM (n=5-8 animais/grupo). Na
figura A as letras a,b,c,d,e representam p<0.05 vs controle, CORT, CORT + DVS10, CORT + ALA100, CORT + ALA200, respectivamente
e na figura B as letras a,b,c representam p<0.05 vs controle, CORT, CORT + DVS20, respectivamente, de acordo com one-way ANOVA
seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes. Abreviacdes: CORT - corticosterona; DVS - desvenlafaxina; ALA - acido alfa-lipdico.



51

5.1.2 Efeitos da administracdo de CORT, ALA e DVS sobre a memoria de camundongos
submetidos ao teste do labirinto em Y (Y-maze)

No teste de labirinto em Y (Figura 11), o tratamento com CORT reduziu
significativamente o numero de alternacbes esponténeas quando comparado com 0 grupo
controle [F (9, 78) = 4,274; p<0,0002]. Os animais tratados com DVS10 ndo apresentaram
reversdo do deficit de memoria (p<0,05), apresentando uma percentagem de alternacdes
semelhante a do grupo CORT. Por outro lado, os grupos CORT + ALA200 (p<0,05), CORT
+ DVS20 + ALA100 (p<0,05) e CORT + DVS20 + ALA200 (p<0,01) apresentaram reversao
do prejuizo da memoria quando comparado ao grupo CORT. Os tratamentos com DVS20,
ALA100 ou associacdes de DVS10 com ambas as doses de ALA ndo apresentaram nenhuma

alteracdo significante.

Figura 11 — Alterac6es de memdria de operacional induzidas pela administracdo de ALA e DVS

a animais cronicamente tratados com CORT
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Os animais receberam CORT (20mg/kg, s.c.) durante 14 dias. Entre 0 15° e 21° dias de tratamento, os camundongos receberam em adicéo a
CORT, DVS (10 ou 20mg/kg, v.0.) ou ALA (100 ou 200mg/kg, v.0.) ou DVS (10 ou 20mg/kg, v.0.), apds o intervalo de 1 hora. Os testes
comportamentais foram realizados 1 h apés a Ultima administragdo. Cada coluna representa a significancia + SEM (n=6-10 animais/grupo).
Na figura as letras a e b representam p<0.05 vs controle e CORT, respectivamente, de acordo com one-way ANOVA seguido do teste de
Turkey para multiplas comparagdes. Abreviagdes: CORT - corticosterona; DVS - desvenlafaxina; ALA - acido alfa-lipéico.
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5.1.3 Efeitos da administracdo de CORT, ALA e DVS sobre o comportamento social de

camundongos submetidos ao teste de interacéo social

No teste de interacdo social (Figura 12), os animais tratados com CORT
apresentaram uma reducéo significativa da interagdo social quando comparado com 0 grupo
controle [F (9, 52) = 9,723; p<0,0001]. A administracdo de DVS, em ambas as doses, ndo
reverteu os efeitos de CORT sobre a interacdo social apresentando niveis significantemente
reduzidos quando comparada ao grupo controle (p<0,0001). Por outro lado, o tratamento com
ALA100 (p<0,05) e ALA200 (p<0,01) foi capaz reverter o déficit de interacdo social quando
comparado ao grupo CORT. J& no tratamento com as associa¢cfes CORT + DVS10 + ALA100
(p<0,05) ou CORT + DVS10 + ALA200 (p<0,01) observou-se uma tendéncia a reversdo dos
efeitos de CORT, apresentando percentagens de interacdo social mais elevadas quando
comparadas ao grupo CORT + DVS10. O mesmo pareceu ocorrer com as associacdes CORT
+ DVS20 + ALA100 ou CORT + DVS20 + ALA200 quando foram comparadas ao grupo
CORT + DVS20 (p<0,01).

Figura 12 — AlteracGes no comportamento social induzidas pela administracdo de ALA e DVS

a animais cronicamente tratados com CORT
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Os animais receberam CORT (20mg/kg, s.c.) durante 14 dias. Entre 0 15° e 21° dias de tratamento, os camundongos receberam em adicéo a
CORT, DVS (10 ou 20mg/kg, v.0.) ou ALA (100 ou 200mg/kg, v.0.) ou DVS (10 ou 20mg/kg, v.0.), apds o intervalo de 1 hora. Os testes
comportamentais foram realizados 1 h ap6s a Gltima administracédo. Cada coluna representa a significancia + SEM (n=6-7 animais/grupo). Na
figura as letras a,b,c,d representam p<0.05 vs controle, CORT, CORT + DVS10 e CORT + DVS20, respectivamente, de acordo com one-way
ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes. Abreviagdes: CORT - corticosterona; DVS - desvenlafaxina; ALA - 4cido
alfa-lipéico.
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5.1.4 Efeitos da administracdo de CORT, ALA e DVS sobre o comportamento do tipo
anedonia de camundongos submetidos ao teste de preferéncia por sacarose

Apbs injecbes subcutaneas didrias de CORT durante 21 dias consecutivos,
também foi realizado o teste de preferéncia sacarose (TPS). Os resultados desse teste, que
estdo graficamente apresentados na figura 13, apresentam uma diferenca estatisticamente
significante entre o grupo controle e grupo tratado com CORT, mostrando que CORT induziu
um comportamento do tipo anedonia demonstrado por uma redugdo no consumo de sacarose
[F (13, 112) = 12,45; p <0,0001].

O consumo de sacarose dos animais tratados apenas com DVS (10 ou 20) ou ALA
(100 ou 200) ndo apresentaram nenhuma diferenca significante quando comparado com o
grupo de controle.

Por outro lado, os grupos que receberam CORT e DVS (10 ou 20) ou CORT e
ALA (100 ou 200) apresentaram aumento no consumo de sacarose quando comparado com o
grupo tratado com CORT (p<0,0001), demonstrando uma reversdo do comportamento
semelhante a anedonia (Figura 13). Da mesma forma, todos os tratamentos combinados, ou
seja, CORT + DVS + ALA, foram capazes de aumentar o consumo de sacarose quando
comparado com animais tratados com CORT (DVS10 + ALA100: p<0,001; DVS20 +
ALA100: p <0,0001; DVS10 + ALA200: p<0,01; DVS20 + ALA200: p<0,001).

Curiosamente, as associacbes de ALA200 e ambas as doses de DVS
aparentemente mostraram um efeito antianedonia reduzido quando comparado com as drogas
administradas separadamente em animais tratados com CORT (CORT + DVS10: p<0,001,;
CORT + DVS20: p<0,05; CORT + ALA200: p< 0001).
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Figura 13 — AlteracGes no comportamento do tipo anedonia induzidas pela administracdo de
ALA e DVS a animais cronicamente tratados com CORT
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Os animais receberam CORT (20mg/kg, s.c.) durante 14 dias. Entre o0 15° e 21° dias de tratamento, os camundongos receberam
em adicdo a CORT, DVS (10 ou 20mg/kg, v.0.) ou ALA (100 ou 200mg/kg, v.0.) ou DVS (10 ou 20mg/kg, v.0.), apés o
intervalo de 1 hora. Os testes comportamentais foram realizados 1 h ap6s a Ultima adminstragdo. Cada coluna representa a
significancia £ SEM (n=6-7 animais/grupo). Na figura as letras a,b,c,d,e representam p<0.05 vs controle, CORT, CORT +
DVS10, CORT + DVS20, CORT + ALA200, respectivamente, de acordo com one-way ANOVA seguido do teste de Turkey
para multiplas comparagdes. Abreviagdes: CORT - corticosterona; DVS - desvenlafaxina; ALA - acido alfa-lipdico.



55

5.2. Avaliagdo neuroquimica

5.2.1 Efeitos de CORT, ALA e DVS sobre as concentracbes de BDNF em areas cerebrais

de camundongos

Apos injecdes subcutaneas didrias de CORT durante 21 dias consecutivos, foram
mensuradas as concentracdes de Fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) no cortex pré-
frontal (CPF), hipocampo (HC) e corpo estriado (CE) de camundongos.

No cortex pre-frontal (Figura 14A), uma diminuigdo significativa nos niveis de
BDNF foi observada no grupo tratado com CORT quando comparado com o grupo controle [F
(13, 128) = 8,767, p<0,001].

A administracdo de DVS10 (p<0,001), DVS10 + ALA200 (p<0,001) ou DVS20 +
ALA200 (p<0,001) reverteu significativamente as baixas concentragfes de BDNF quando
comparados com animais tratados com CORT. Alem disso, a associagdo de ALA200 e DVS20
apresenta um efeito benéfico mais robusto, quando comparado com os grupos tratados com as
drogas separadas [CORT + DVS20: (p<0,0001) ou CORT + ALA200: (p <0,05)].

Por outro lado, a administragédo de DVVS20, ALA100 ou as combinagdes DVS10 +
ALA100 e DVS20 + ALA100 a animais tratados com CORT ndo reverteu o déficit nas
concentracdes de BDNF.

A administracdo de ALA ou DVS na auséncia de CORT, ndo provocou alterac6es
significativas nas concentracfes de BDNF guando comparado com o grupo controle.

Semelhante aos dados observados no CPF, no hipocampo (Figura 14B) a
administracdo de CORT durante 21 dias também reduziu significativamente as concentraces
de BDNF quando comparado com o grupo controle [F (13, 132) = 9,236, p<0,01].

A administracdo de DVS10 (p<0,001) ou ALA200 (p<0,001), assim como as
combinagfes de DVS10 + ALA100 (p<0,05), DVS10 + ALA200 (p<0,001) ou DVS20 +
ALA200 (p<0,001), reverteram significativamente as concentracdes reduzidas de BDNF
observadas no grupo tratado com CORT. As concentracGes mais elevadas de BDNF no HC
foram observadas nos animais tratados com DVS20 + ALA200, uma vez que os resultados
obtidos neste grupo foram significativamente maiores quando comparados com 0 grupo
controle (p<0,01), CORT (p<0,001), CORT + DVS20 (p<0,001) ou CORT + ALA200
(p<0,001).

Os tratamentos com ALA ou DVS na auséncia de CORT, ndo provocaram

alteracdes significativas nas concentracées de BDNF quando comparado com o grupo controle.
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Conforme os dados obtidos nas demais &reas cerebrais estudadas, concentragdes
reduzidas de BDNF foram observadas no corpo estriado (Figura 14C) apds a administracao de
CORT durante 21 dias quando comparadas com o grupo controle [F (13, 126) = 23,48,
p<0,001].

A administragdo de DVS10 (p<0,001), ALA200 (p<0,001), assim como a
combinagdo de DVS10 + ALA200 (p<0,001) ou DVS20 + ALA200, reverteu as baixas
concentragdes de BDNF quando comparado com animais tratados com CORT. As
concentracdes mais elevadas de BDNF foram observadas nos grupos tratados com ALA200,
DVS10 + ALA200 ou DVS20 + ALA200, mostrando que ALA200 apresenta um potente efeito
no aumento dos niveis de BDNF.

Por outro lado, a administracdo de DVS20, ALA100 ou a combinacdo DVS20 +
ALA100 ndo foram capazes de reverter a diminuicao das concentracdes BDNF, evidenciando
niveis dessa neurotrofina semelhantes ao grupo tratado com CORT.

Os tratamentos com ALA ou DVS na auséncia de CORT néo provocaram alteragdes

significativas nas concentracfes de BDNF no CE quando comparado com o grupo controle.

Figura 14 — Alteracdes nas concentracGes de BDNF induzidas pela administracdo de ALA e
DVS no cértex pré-frontal (A), hipocampo (B) e corpo estriado (C) de animais cronicamente
tratados com CORT
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Os animais receberam CORT (20mg/kg, s.c.) durante 14 dias. Entre o 15° e 21° dias de tratamento, os camundongos receberam em adicéo a
CORT, DVS (10 ou 20mg/kg, v.0.) ou ALA (100 ou 200mg/kg, v.0.) ou DVS (10 ou 20mg/kg, v.0.), apds o intervalo de 1 hora. Os testes
comportamentais foram realizados 1 h ap6s a ultima administragdo. Cada coluna representa a significancia + SEM (n=6-18 animais/grupo).
Na figura as letras a,b,c,d representam p<0.05 vs controle, CORT, CORT + DVS20 e CORT + ALA200, respectivamente, de acordo com one-
way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparacdes. Abreviagdes: CORT - corticosterona; DVS - desvenlafaxina; ALA -

acido alfa-lipdico.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo € o primeiro a apresentar os efeitos da associacdo de ALA e DVS
sobre a memoria, comportamento social, anedonia e alteracdes neurotroficas em modelo de
depressdo induzido por corticosterona. Vale ressaltar, que os aspectos comportamentais e
neuroquimicos aqui investigados buscam evidéncias relacionadas a sintomas e achados
clinicos, proporcionando assim suporte cientifico para perspectivas no tratamento da depresséo.

Ja estd bem documentado na literatura que o transtorno depressivo maior (TDM) é
uma condicdo crénica a qual muitas vezes cursa com episodios depressivos recorrentes. De fato,
em um numero significativo de pacientes nos quais o transtorno é persistente, os sintomas
apresentam flutuacGes na duracgéo e na gravidade (KESSLER, 2003).

Além dos sintomas apresentados na classificacdo utilizada pelo DSM-V
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014), outros sintomas podem surgir
decorrentes da evolucdo fisiopatoldgica da doenga. O comprometimento cognitivo tem sido
amplamente relatado entre os pacientes com depressdo maior (FAVA et al., 2006; LEE et al.,
2012; MURROUGH et al., 2011; MILLAN et al., 2012). Além disso, estudos sugerem que as
disfuncBes cognitivas podem persistir mesmo apds os episédios depressivos ou durante a
remisséo dos mesmos (HASSELBALCH; KNORR; KESSING, 2011; HERRERA-GUZMAN
et al., 2010). Comprometimentos associados a depressao, tais como déficit de memoria,
dificuldade em tomar decisGes e perda de flexibilidade cognitiva estdo associados a
dependéncia e limitada recuperacéo funcional (JAEGER; UZELAC; DAVIS-CONWAY, 2006;
MCCALL; DUNN, 2003; NAISMITH et al., 2007), destacando a importancia de se investigar
novas abordagens terapéuticas direcionadas a esse aspecto.

Com o intuito de estabelecer um paradigma no estudo de memdria em roedores, foi
proposto o teste de Reconhecimento de Objetos (RO), um teste de memoria embasado na
observacdo de um comportamento exploratério inato destes animais. O RO configura-se como
uma ferramenta Util para o estudo dos processos neurais e comportamentais envolvidos na
aquisicdo, consolidacéo e evocacdo da memoria sem interferir no comportamento natural do
animal (ENNACEUR; DELACOUR, 1988).

Neste teste algumas areas cerebrais como hipocampo, cortex temporal e cortex pre-
frontal estdo envolvidas no processamento de memarias de curta e longa duragédo. Acredita-se
que a formagdo de memorias e o aprendizado envolvam alteracBes na atividade neural, através
de eventos plasticos que modificam a comunicagdo entre os neur6nios. Tais eventos podem

incluir alteragcbes na estrutura, na distribuicdo e no numero de sinapses, resultando em
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alteracbes morfoldgicas (RUSAKOV et al., 1997; GEINISMAN, 2000). Corroborando com
essa ideia, estudos apontam que baixas concentracbes de BDNF, estresse oxidativo, déficits de
memoria episodica e disfuncdo nas atividades de vida diaria estdo associadas a alteragdes
morfoldgicas no hipocampo (CZEH; LUCASSEN, 2007; FRODL et al., 2007; BREMNER et
al., 2002; FRODL et al., 2002).

Corroborando os dados documentados na literatura, os achados do presente estudo
mostram que os animais submetidos ao teste de reconhecimento de objetos apresentaram deficit
no indice de reconhecimento, nas memdrias de curta e longa duracdo, quando tratados com
corticosterona durante 21 dias. Esses dados apontam para o fato de que o hipocampo, area
cerebral intimamente envolvida no processamento de memorias, estd estritamente ligado a
regulacao do eixo HHA (STERNER; KALYNCHUK, 2010). Ratificando esse dado, episodios
depressivos estdo associados a altas concentracBes de cortisol em 40-50% dos pacientes,
estando essa hipercortisolemia associada ao estresse, danos neuronais, reducdo do volume
hipocampal e déficits de memoria declarativa (BREMNER et al., 1995; BREMNER, 1999).

Em oposicdo aos déficits observados no tratamento com CORT, observou-se
também uma melhora dos indices de reconhecimento na memaria de curta dura¢do nos animais
tratados com ALA200 ou na associacdo de DVS10 com ambas as doses de ALA. J& na avaliacdo
da memoria de longa duracdo, o tratamento com DVS20 e a associagdo de ALA200 a ambas as
doses de DVS foram capazes de reverter os danos cognitivos causados pela corticosterona.
Esses dados sugerem um efeito benéfico do ALA e DVS sobre a memdria, corroborando com
estudos que apontam efeitos semelhantes com outros antioxidantes e antidepressivos
(FREITAS, 2012; ZANARDO; SPEXOTO; COUTINHO, 2014; BONDAREFF et al., 2000;
GREER et al, 2014). Além disso, o tratamento com ALA mostra resultados animadores em
outros transtornos que cursam com alteragdes cognitivas como a Doenca de Alzheimer (OOl
PATEL; MUNCH, 2014; GALASKO et al., 2012; MECOCCIA; POLIDORIB, 2012). Vale
ressaltar que os processos de aprendizagem e memaria sao tempo-dependentes e estdo sujeitos
a quaisquer eventos que ocorram no momento em que a memoéria é formada (BRANDAO,
2000), justificando assim as diferencas observadas entre os resultados obtidos da avaliacdo da
memoria de curta e de longa duragao.

Apesar das inimeras evidéncias que apontam para a correlacdo entre depresséo e
déficits de memdria, varios estudos sugerem uma inconsisténcia sobre a associacao entre esses
eventos e que isso se deve a diferencas entre as caracteristicas dos pacientes, subtipo de
depressédo, gravidade do quadro clinico, definicdo de tratamento e idade (NIEDEREHE, 1995).

Inlmeras investigagbes cognitivas na depressdo examinaram fungGes de memodria,
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identificando altera¢cdes na memoria de trabalho, memaria de curta duracao e na aprendizagem
(BERMAN et al., 2011; LANDRO; STILES; SLETVOLD, 2001; BRAND; JOLLES, 1987;
CUTTING, 1979; RICHARDS; RUFF, 1989). Alguns estudos, no entanto, ndo evidenciaram
nenhuma diferenca significante, mostrando a necessidade de mais estudos que investiguem 0s
mecanismos envolvidos no déficit cognitivo visto em pacientes depressivos (COLE;
ZARIT,1984; GASS; RUSSELL, 1986; NIEDEREHE, 1995).

Para a avaliacdo da cognicdo foi realizado, alem do teste de reconhecimento de
objetos, o teste de labirinto em Y. A alternacdo espontanea no labirinto em Y é um
comportamento utilizado para avaliar a memoria operacional (working memory) de animais
colocados em um novo ambiente (OADES et al., 1985). Pesquisas sobre a memaria operacional
indicam o envolvimento de muitas partes diferentes do cortex cerebral, principalmente cortex
occipital, parietal e frontal direitos (SQUIRE; ZOLA, 1996).

As alternagdes espontaneas no Labirinto em Y s&o consideradas ainda a reflex&o de
uma forma primitiva de memadria de trabalho espacial (MALM et al., 2006), visto que o animal
tenta utilizar locais especificos do aparato para se localizar. Este tipo de memoria € dependente
do hipocampo, uma area que, além de ser especialmente vulneravel na depressdo, (CZEH;
LUCASSEN, 2007; FRODL et al., 2002) é um sitio de acdo de influéncias modulatérias de
muitos tipos de memdria ou componentes de memoria: espacial, verbal e contextual, entre
outros (BECHARA et al., 1995; IZQUIERDO; MEDINA, 1991).

Neste teste, a administracdo de corticosterona durante 21 dias causou uma reducao
do numero de alternacGes espontaneas. Esse dado, assim como observado no reconhecimento
de objetos, evidencia um déficit cognitivo provavelmente decorrente das elevadas
concentragcdes de corticosterona, corroborando com dados que apontam que concentragdes
suprafisiologicas deste hormonio sdo capazes de causar dano neuronal e reduzir o tamanho de
areas cerebrais como hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal, ocasionando uma série de
comprometimentos como o déficit cognitivo (DREVETS, 2000, 2001; JARACZ, 2008). Além
disso, varios estudos sugerem que a exposi¢ao ao estresse ou a corticosterona compromete 0
aprendizado e memorias dependentes de hipocampo (COBURN-LITVAK et al., 2003;
CERQUEIRA et al., 2005; CONRAD et al., 2003; LUPIEN; MCEWEN, 1997).

No entanto, alguns achados presentes na literatura concluem que o tratamento com
corticosterona durante apenas 21 dias ndo causa nenhum déficit em animais submetidos ao teste
de labirinto em Y, sendo um comportamento exibido apenas com um tratamento mais
prolongado (COBURN-LITVAK et al., 2003). Tal fato pode ser decorrente da diferente

resposta ao estresse entre sexos, ja que os dados aqui apresentados foram obtidos de animais do
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sexo feminino e os dados publicados em estudos anteriores sdo de animais do sexo masculino
(COBURN-LITVAK et al., 2003). Corroborando com essa ideia, estudos apontam que animais
fémeas ndo se habituam ao estresse crénico por contencdo como 0s machos, apresentando niveis
mais elevados de corticosterona e, portanto, uma maior resposta ao estresse (GALEA et al.,
1997).

Dados obtidos ainda nesse teste mostram que os animais tratados com ALAZ200 ou
DVS20 associada a ambas as doses de ALA apresentaram um aumento do numero de
alternac6es espontaneas quando comparado com os animais tratados com CORT, evidenciando,
ainda, que o tratamento com DVS apresenta melhor resposta quando associado ao ALA.

De fato, a terapia antioxidante com ALA j& tem se mostrado promissora diante de
largas investigacdes no ambito dos déficits cognitivos associados a diversos disturbios
neuropsiquiatricos (CUI et al, 2012; VASCONCELOS et al., 2015a; FARR et al., 2003). No
que diz respeito a depressao, essa avaliacdo ainda é insipiente e exige que investigacdes sejam
conduzidas no intuito de elucidar os mecanismos envolvidos nesse efeito.

Uma das possiveis justificativas para o efeito de melhora da cognicéo é o potente
efeito antioxidante e anti-inflamatério do ALA, provavelmente, um dos principais mecanismos
responsaveis pela sua acdo benéfica no tratamento de sintomas como aqueles observados na
depressdo, incluindo os sintomas cognitivos (SCHILLACE et al., 2007; BIST; BHATT, 2009;
SILVA et al., 2013).

Além do déficit cognitivo, e muitas vezes associado a eles, 0 comprometimento
social destaca-se como um importante prejuizo na qualidade de vida de pacientes com
depressdo. Baseado neste fato, foi conduzido o teste de interacdo social, que avalia a tendéncia
de permanecer com um animal novo ou ndo. Este teste € um dos mais relevantes para déficits
sociais em modelos animais e, por isso, foi utilizado como ferramenta de estudo para elucidagédo
do efeito de ALA e DVS sobre o comportamento social de animais submetidos ao modelo de
depressdo induzido por CORT.

Neste teste, a administracdo de CORT durante 21 dias causou uma reducdo na
porcentagem de preferéncia social, corroborando com dados ja existentes na literatura
(VASCONCELOS et al., 2015b). De fato, roedores submetidos a estresse ou trauma crénico
desenvolvem comportamento semelhante a ansiedade e averséo social (BARIK et al., 2013;
MINEUR et al., 2013). Essas experiéncias estdo relacionadas a uma superativacéo do eixo HHA
e elevados niveis de corticosterona, sendo possivelmente um dos mecanismos envolvidos no

aparecimento das mudancas comportamentais relatadas (BARIK et al., 2013). Além disso, 0
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receptor de glicocorticoide tem sido implicado na resiliéncia ao estresse e na modulagio do
comportamento emocional e social (BARIK et al., 2013).

Além dos resultados obtidos a partir do tratamento com CORT, observou-se
também que ALA em ambas as doses reverteu o comprometimento social causado pela
administracdo de CORT. Esse achado corrobora o efeito antidepressivo apresentado pelo ALA
em trabalhos anteriores do nosso grupo (SILVA et al., 2013; SILVA et al., 2014).

Reforcando esse dado, estudos apontam que o comprometimento social esta
relacionado aos sintomas depressivos e ao seu tempo de duracdo (FLECK et al., 2003) e que a
recuperacdo funcional se correlaciona com a remisséo sintomatica (BIO; SOUZA; MORENO,
2011). Desta forma, sintomas depressivos influenciam negativamente a qualidade de vida e, a
remissdo sintomatica, além de propiciar melhora funcional, correlaciona-se com a melhora dos
relacionamentos social e familiar, aumento nos niveis de prazer com atividades diarias e
aumento da capacidade para o trabalho (B1O; SOUZA; MORENO, 2011). Diante disso, 0 ALA
configura-se como perspectiva terapéutica ao apresentar um possivel efeito antidepressivo
(SILVA et al., 2013; SILVA et al., 2014) e melhorar o comportamento social de animais
submetidos ao tratamento com CORT.

Além dos sintomas ja abordados, a anedonia ou perda de interesse/prazer,
caracteriza-se como um importante marcador comportamental de depressdo (FRAGUAS
JUNIOR; ALVES, 2002), tendo em vista que este sintoma é um dos mais frequentes,
juntamente com sentimento de culpa e ideacdo suicida (KANDRATAVICIUS et al., 2012).
Para investigar esse comportamento foi realizado o teste de preferéncia por sacarose (TPS),
considerado um teste para investigacdo do comportamento do tipo anedonia em modelos
animais de depressédo (MAO et al.,2014).

De acordo com este teste, a administracdo crénica de CORT causou uma
diminuicdo no consumo de sacarose. De fato, 0 modelo de depressédo induzido por CORT induz
alteracdes comportamentais que se assemelham a depressdo (ZHAO et al., 2008). Estudos
mostram que animais submetidos a esse modelo apresentam um fenotipo do tipo-depressivo
observado pelo aumento no tempo de imobilidade nos testes de nado forgado e suspenséo da
cauda, um fendtipo do tipo-ansiedade refletido na diminuicdo de entradas nos bragos abertos
no teste de labirinto em cruz elevada e fenotipo do tipo-anedonia representado pela reducéo no
consumo de sacarose no TPS (ZHAO et al., 2008; SILVA et al., 2013; HUANG et al., 2011).

Além disso, os dados aqui apresentados mostram que DVS exibiu atividade

antidepressiva em modelo de depressdo induzido por CORT demonstrado pelo TPS. Esse
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achado sugere que DVS pode ser um farmaco importante no tratamento de pacientes com
depressdo maior que apresentem comprometimento do comportamento hedonico.

Corroborando esta ideia, um estudo recente mostrou que DVS € capaz de prevenir
0 aparecimento de fendtipos semelhantes a depressdo e a ansiedade em animais expostos ao
estresse cronico leve imprevisivel, um modelo animal de depressdo (WANG et al., 2014). Além
disso, em estudos prévios do nosso laboratério, DVS foi capaz de diminuir o tempo de
imobilidade nos testes de nado forcado e suspencdo da cauda em animais submetidos ao modelo
de depressdo induzido por CORT, ratificando os resultados aqui apresentados (SILVA et al.,
2013).

Vaérios estudos mostram que, além dos fatores ja abordados anteriormente, a
apoptose pode desempenhar um papel importante na etiopatogenia da depressdo e no
comportamento depressivo (LEE et al., 2001; LUCASSEN et al., 2004; SUNG et al., 2010;
YANG et al., 2011). Nesse sentido, uma investigacao sobre depressao pds-infarto do miocardio
também mostrou que DVS é capaz de reduzir a apoptose em estruturas limbicas que estdo
intimamente relacionadas com sintomas como anedonia e desespero comportamental
observados na depressdo (MALICK et al., 2014). Esses dados corroboram com os achados do
presente estudo que mostram uma melhora significativa no comportamento semelhante a
anedonia.

Além dos resultados demonstrados por DVS, ALA também apresentou efeito do
tipo antidepressivo, observado no TPS. De fato, estudos recentes sugeriram um possivel efeito
antidepressivo da administracdo aguda e repetida de ALA (SILVA et al, 2013; SILVA et al,
2014). Além disso, outro estudo demonstrou que este antioxidante é capaz de restaurar 0s niveis
de glutationa reduzida (GSH), o principal antioxidante do cérebro, diminuir a peroxidagdo
lipidica e restaurar os niveis de BDNF diminuidos em modelos animais de esquizofrenia e
mania (MACEDO et al, 2012; VASCONCELOS et al., 2015). Todos esses parametros foram
também encontrados alterados em pacientes deprimidos (CHUNG et al, 2012; CARBALLEDO
et al., 2013; DALBY et al., 2013) e animais submetidos ao modelo de depressao induzido por
CORT (HUANG et al., 2011), justificando o efeito antidepressivo apresentado por ALA no
TPS.

Diferentemente do esperado, o efeito do tipo antidepressivo foi reduzido ao associar
DVS e ALA em comparacdo com as drogas separadas. Esses dados sdo contrarios aos dados
obtidos nos testes de nado forcado e suspenséo de causa realizados em estudos anteriores de
nosso laboratorio, nos quais a associacdo das drogas potencializou o efeito antidepressivo

(SILVA et al, 2013). Esta descoberta pode ser relacionada com uma possivel interacdo



64

farmacocinética ou farmacodindmica, causando uma reducdo da concentracdo de droga
requerida para um efeito antianedonia, sendo, portanto, necessarios mais estudos que se
comprometam com essa investigacéao.

Em adicdo as alteracbes comportamentais, 0 modelo animal de depresséo induzido
por corticosterona também foi capaz de causar reducdo dos niveis de BDNF no cortex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos, mimetizando o déficit de BDNF
caracteristico da fisiopatologia da depresséo e corroborando os dados ja presente na literatura
(YULUG et al., 2009; BUMB et al., 2014; O'DONOVAN et al., 2014; GUO et al., 2014).
Vaérios estudos tém mostrado que os modelos animais de depressdo tém causado, além do
comportamento depressivo-simile, um déficit de BDNF em areas do cérebro (GUO et al., 2014;
Yletal., 2014; YE et al., 2011; GIBNEY et al., 2013).

O modelo proposto produz alteracBes no comportamento emocional que podem
corresponder aos sintomas clinicos da depressdo em seres humanos (SILVA et al., 2013; ZHAO
etal., 2008; O'DONOVAN et al., 2014), como foi observado nos resultados do presente estudo.
Este modelo baseia-se na teoria de que a depressdo esta relacionada com uma desregulacao do
eixo HHA e niveis elevados de corticosterona resultantes de estresse cronico (OGLODEK et
al., 2014; ZHU et al., 2014; JACOBSON, 2014).

De acordo com a hipétese das neurotrofinas da depressdo, o estresse reduz a
atividade de BDNF, resultando na diminuicdo da funcdo das regides limbicas do cérebro
envolvida na cognicdo e processamento emocional (GROVES, 2007; DUMAN;
MONTEGGIA, 2006). Existem varias evidéncias pré-clinicas e clinicas de que o estresse e 0
trauma causam reducdo das concentracdes de BDNF e que o tratamento antidepressivo € capaz
de reverter esta situacdo (NIBUYA et al., 1999; ROCERI et al., 2002; KAUER-SANT'ANNA
et al., 2007; GRASSI-OLIVEIRA et al., 2008; MOLENDIJK et al., 2014; SEN et al., 2008;
MUNNO et al., 2013; MARTOCCHIA et al., 2014; MIKOTEIT et al., 2014). No entanto, a
farmacoterapia antidepressiva esta associada com altas taxas de resisténcia ao tratamento e este
fato é um grande desafio no tratamento dos transtornos depressivos. Estudos sugerem que essa
resisténcia a terapia esta associada com um polimorfismo genético no gene do BDNF (EL-
HAGE et al., 2015; EGAN et al., 2014; CATTANEO et al., 2014) e o stress é um dos fatores
causadores desse polimorfismo (HOSANG et al., 2014).

Assim, estudos tém implicado o BDNF como um marcador preditivo relacionado a
ineficacia ou ao sucesso do tratamento antidepressivo (HU et al., 2010; TADIC et al., 2011,
WOLKOWITZ et al., 2011).
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Os dados aqui apresentados mostram que nos grupos tratados com CORT e ALA
(100 ou 200) ou DVS (10 ou 20), apenas DVS na menor dose foi capaz de reverter aacdo CORT
sobre as concentracdes de BDNF no cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado, parecendo
ser um efeito dose-dependente. Na verdade, 50 mg/dia foi estabelecida como a dose
clinicamente eficaz desta droga para o tratamento da depressdao (LIEBOWITZ; TOURIAN,
2010). Ao calcular a dose translacional de seres humanos para camundongos, (REAGAN-
SHAW et al., 2008), a dose de 10mg/kg seria a mais proxima da dose de 50 mg/dia utilizada
no tratamento dos transtornos depressivos em seres humanos, 0 que poderia explicar por que
observamos os melhores resultados sobre as concentracdes de BDNF com DVS 10mg/kg.
Corroborando esse achado, efeito semelhante foi observado no teste de suspenséo da cauda em
estudo recente utilizando o mesmo protocolo experimental (SILVA et al., 2013).

Além disso, ALA100 ndo foi capaz de reverter os efeitos de CORT sobre as
concentracfes de BDNF no cortex pre-frontal e corpo estriado. De fato, a agdo de antioxidantes
€ muitas vezes variavel, dependendo do estado redox do meio celular (FLORA, 2009), o que
justifica ainda o fato de DVS10 sozinha ser eficaz, embora seja ineficaz em combinacdo com
ALA100 no cortex pré-frontal. Consoante a esse efeito, em ensaios comportamentais do
presente estudo, o tratamento com ALAL100 exibiu um efeito antianedonia inferior em
comparacao com DVS ou ALA200, além de ndo ter sido capaz de reverter os danos cognitivos
causados por CORT conforme apresentado nos testes de reconhecimento de objetos e labirinto
emY.

Por outro lado, a combinacdo de ALA200 a ambas as doses de DVS foi capaz de
reverter o efeito de CORT sobre as concentragdes de BDNF. Estes dados sugerem que a
combinagdo de ALA200 com DVS, principalmente DVS20, é mais eficaz na reversdo das
baixas concentracdes de BDNF nas trés areas cerebrais investigadas. Esses achados corroboram
os resultados comportamentais apresentados aqui e estudos anteriores do nosso grupo que
mostraram o efeito de reversédo do ALA associado a DVS sobre o comportamento depressivo
de animais tratados com corticosterona (SILVA et al., 2013; SILVA et al, 2014).

O cortex pré-frontal, uma das areas do cérebro mais estudadas na biologia da
depressdo, estd associado a func¢bes importantes, como a resolucdo de problemas, anlise,
controle de impulsos, motivacédo, atencdo seletiva, controle de emocdo e memoria de trabalho
(GARCIA et al., 2009; LI et al., 2010; CAl et al., 2013; STAHL, 2014). Estudos mostram que
a depresséo evolui clinicamente com uma reducdo no tamanho do cortex pré-frontal e do fluxo
sanguineo para esta area (SINGH; GOTLIB, 2014; PORTO et al., 2002). Possivelmente, estas

alteracdes estdo associadas com a reducdo do BDNF, uma vez que este fator é responsavel pela
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neurogénese e neuroplasticidade do sistema nervoso central (KIMPTON, 2012). Além disso,
desempenhando um papel importante na progressao da depressdo, a deficiéncia de BDNF esté
implicada como causa da disfuncdo observada em desordens depressivas que estdo associadas
com o cortex pré-frontal como, por exemplo, perda de concentracdo e atencdo, compulséo,
déficits cognitivos e ideacdo suicida (DOMBROVSKI et al., 2013; YUEN et al., 2012;
MILLER; COHEN, 2001). Assim, como a combinacdo de ALA e DVS demonstrou ser
potentemente eficaz em reverter as baixas concentracfes de BDNF no cértex pré-frontal, o
tratamento com ambos os farmacos se mostra promissor na reducao dos sintomas associados a
essa area cerebral.

Semelhante aos resultados obtidos no cértex pré-frontal, o presente estudo mostrou
também que ALA200, assim como a combinacdo de ALA200 com DVS em ambas as doses,
foi capaz de reverter as baixas concentracdes de BDNF no hipocampo de camundongos tratados
com CORT. De fato, evidéncias sugerem que, além dos efeitos antidepressivo e antioxidante
(SILVA etal., 2013; SILVA et al., 2014), ALA também é capaz de elevar as concentracfes de
BDNF no hipocampo de animais (MACEDO et al., 2012; MIAO et al., 2013), confirmando os
resultados aqui apresentados.

O hipocampo é uma éarea do cérebro que esta intimamente associada com sintomas
como apatia, perda de interesse, alteracdes do sono, alteragdes no peso/apetite e déficit de
memoria, vistos em muitos pacientes deprimidos (JAYAWEERA et al., 2015; BAl et al., 2014;
JIANG et al., 2013). A expressdo de BDNF nesta area cerebral esta particularmente relacionada
com o quadro clinico de certas doencas psiquiatricas e cognitivas, tais como a depressao (Y1 et
al., 2014; MITCHELMORE et al., 2014). Estudos mostram que reducdes nas concentragdes de
BDNF estdo associadas com menor volume hipocampal, déficits de memdria episddica e
disfuncdo nas atividades da vida diaria (CZEH et al., 2007; FRODL et al., 2007), corroborando
o0 déficit cognitivo e anedonia aqui demonstrados pelos testes de reconhecimento de objetos,
labirintoem Y e TPS.

Além disso, evidéncias mostram que o hipocampo € estritamente ligado a regulacao
do eixo HHA por apresentar expressao densa de receptores de glicocorticéides responsaveis
pelo controle de feedback negativo (STERNER; KALYNCHUK, 2010). A importancia deste
eixo para a fisiopatologia da depressdo é baseada em evidéncias clinicas de pacientes com
sindrome de Cushing que apresentam alta incidéncia de depressdo e de pacientes deprimidos
que apresentam hipercortisolemia e perda da liberacdo pulsétil de cortisol (SONINO; FAVA,
2002; STARKMAN et al., 2001).
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Dada a importancia da integridade do hipocampo para regulacédo do eixo HHA e
funcdo hipocampal, o tratamento associado com ALA e DVS, principalmente ALA200 e
DVS20, configura-se como uma perspectiva inovadora na reducdo dos sintomas depressivos e
evolucdo da terapia deste transtorno.

Finalmente, o presente estudo mostra que ALA200 sozinho também foi capaz de
reverter o efeito de CORT sobre as concentra¢Ges de BDNF no corpo estriado de camundongos.
Além disso, a combinacdo de ALA200 com DVS, em ambas as doses, reverteu as baixas
concentracdes de BDNF observadas no grupo tratado CORT, nesta area cerebral. Esses dados
corroboram estudos que mostram o efeito antidepressivo e antioxidante da combinacdo de ALA
e DVS (SILVA et al., 2013; SILVA, 2013).

Embora existam poucos estudos sobre o envolvimento do corpo estriado na
neurobiologia da depressdo, esta area é de fundamental importancia para a compreensao dos
mecanismos envolvidos na fisiopatologia desta doenca, pois esta relacionada a recompensa,
cognicdo e movimento, sendo responsavel pelos sintomas de falta de motivacdo, fadiga e
alteracbes psicomotoras observadas em pacientes deprimidos (HARRINGTON, 2012;
WALTHER et al., 2012). E entdo uma regido de interface entre emocéo, cognicdo e controle
motor.

Disfuncdo e morte de neur6nios estriatais sdo as principais causas de disturbios
motores e 0 BDNF esté entre os fatores que promovem a sobrevivéncia e funcao adequada desta
populacdo neuronal (BAYDYUK; XU, 2014). Estudos clinicos e pré-clinicos mostram que a
doenca de Parkinson, uma doenca neurodegenerativa caracterizada pela morte de neurénios
dopaminérgicos no corpo estriado, estd associada com o desenvolvimento de depressdo,
indicando o envolvimento de neurdnios dessa area na fisiopatologia deste transtorno (LEMKE,
2008; VRIEND et al., 2014). Além disso, ha evidéncias que mostram que o0 aumento do BDNF
no corpo estriado esta associado com a reducdo do comportamento do tipo depressivo
(MARAIS; STEIN; DANIELS, 2009).

Portanto, o efeito da combinacéo de ALA e DVS sobre as concentra¢des de BDNF
em modelo animal de depresséo induzido por CORT, sugere uma terapia promissora para o
tratamento da depressdo e reversdo do comprometimento motivacional e desordens motoras
resultantes deste distarbio.

Vale ressaltar que 0 aumento nas concentracdes de BDNF néo é importante apenas
para o tratamento da depressdo. Varias doengas estdo relacionadas com alteragdes nos niveis
desta neurotrofina. A este respeito, 0s pacientes com doencas neurodegenerativas e

neuropsiquiatricas possivelmente beneficiar-se-d0 de estratégias que aumentem as
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concentracdes cerebrais de BDNF (ZUCCATO; CATTANEO, 2009; FERNANDES et al.,
2014; MOLENDUK et al., 2013).

Além disso, os dados obtidos nesta investigacao cientifica fornecem subsidios aos
antioxidantes para serem utilizados no tratamento de transtornos depressivos e suportam 0s
estudos que sugerem o efeito antidepressivo de ALA. Atrelado a isso, nossos resultados séo
aparentemente promissores ja que a terapia associada ao antioxidante natural ALA pode
possivelmente reduzir a dose de DVS e, consequentemente, os efeitos colaterais da terapia.

De acordo com os dados obtidos nesta investigacdo (Quadro 1) DVS10 parece ser
a melhor dose para reversdo de sintomas do tipo depressivos e déficit trofico. Além disso, ALA
demonstrou potente efeito antidepressivo associado a melhoria do comportamento social e
suporte trofico. Vale ressaltar que, de maneira geral, os melhores efeitos foram observados com
o tratamento associado de ALA e DVS, apresentando melhoria da cognicdo, anedonia e suporte
de neurotrofinas. Em compilacdo, esses dados evidenciam que a associagdo de DVS e ALA

mostra-se mais eficaz que a terapia com farmacos isolados.
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Quadro 1 — Representagdo esquematica dos efeitos de CORT, DVS e ALA sobre a memoria, interacdo social, preferéncia por sacarose e suporte

tréfico
Mem(')r.i ade Mem(')r.ia de Memoria de Interacio Preferéncia a BDNF
reconhecimento  reconhecimento .
x N trabalho social sacarose
(curta duracio) (longa duracio) CPF HC CE
#

cort 1 ! ! ! ! 111
CORT + DVS10* [ ] - [ | [ ] 1 1 1 1
CORT + DVS20* - I -—) l I 1 -) =
CORT + ALA200* I - I I I - I I
CORT + DVS10 + ALA100* 1 - - - 1 ] T =
CORT + DVS20 + ALA100* - - 1 - 1 i1 1 1
CORT + DVS10 + ALA200* I I - - t ' I t
CORT + DVS20 + ALA200* l ] I - I I I I

Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos comparados com o grupo controle (#) ou CORT (*). Déficit ou diminuicéo (J); melhora ou aumento (T1);

auséncia de efeitos estatisticamente significantes («=).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo € o primeiro a demonstrar que a administracdo de ALA sozinho
ou combinado com DVS possui efeitos benéficos sobre a memoria, anedonia e interagdo social
em modelo animal de depresséo induzido por corticosterna. Tais efeitos sobre o comportamento
provavelmente envolvem vias neurotréficas, ja que o tratamento também foi eficaz em elevar
as concentracdes de BDNF no cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado desses animais.

Os achados do presente estudos mostram-se promissores ja que o redirecionamento
farmacoldgico do uso do acido alfa-lipdico e a terapia associada com antidepressivos pode
possivelmente contribuir para a reducdo das doses desses farmacos e, consequentemente, 0S
efeitos colaterais do tratamento convencional, melhorando a ades&o do paciente ao tratamento.

Apesar de nossos achados sugerirem uma possivel alternativa terapéutica, muito
ainda ha para se entender sobre 0s reais efeitos do acido alfa-lipdico no tratamento da depresséo.
Investigacdes acerca dos efeitos deste antioxidante no modelo animal de depressdo aqui
investigado abordando diferengas entre sexo, por exemplo, ainda sdo escassos. Além disso,
pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares adjacentes aos efeitos do ALA sobre a
depressao.

Nessa perspectiva, estudos pré-clinicos e clinicos usando ALA como alternativa nas

associac0es terapéuticas para o tratamento da depressdo maior precisam ser encorajados.
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