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RESUMO

A depressdo € uma doenca cronica, grave que afeta cerca de 350 milhbes de
pessoas no mundo. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos antidepressivos
do é&cido lipdico (ALA) associado a mirtazapina (MIRT) via mecanismos
antioxidativos em modelo animal de depressdo induzido por -corticosterona.
Camundongos machos adultos receberam 0,3% Tween 80, Corticosterona (CORT
20 mg/kg), MIRT (3 mg/kg), ALA (100 ou 200 mg/kg), sozinhos ou associados por 21
dias. No ultimo dia de tratamento os animais foram submetidos aos seguintes testes:
campo aberto, labirinto em cruz elevado, suspensdo de cauda, preferéncia por
sacarose, rota rod e tempo de sono. Altera¢gdes oxidativas (glutationa reduzida-GSH
e peroxidacao lipidica- MDA) e nitrito no cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC) e
corpo estriado (CE); e fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) no CPF e HC
também foram abordadas. A administragdo crénica de CORT desenvolveu alguns
comportamentos tipo-depressivos que foram revertidos com MIRT e/ou ALA. A
associacdo de ALA e MIRT reverteu o efeito sedativo provocado pela administracéo
de MIRT sozinha, assim como a hipersonia causada pela administracédo crénica de
CORT. A administracdo de CORT, ALA 200 e MIRT associados mostrou um
aumento significativos nos niveis de GSH no cértex pré-frontal (113%), hipocampo
(90,27%) e corpo estriado (127%) quando comparado com 0O grupo tratado com
CORT sozinha; efeitos semelhantes foram observados na peroxidacgéao lipidica e nos
niveis de nitrito, com reducdo dos niveis de MDA e nitrito no hipocampo e corpo
estriado dos grupos tratados com a associacdo de CORT, ALA 200 e MIRT quando
comparados com o grupo tratado com CORT sozinha, respectivamente. No geral,
ALA parece ser uma alternativa para o tratamento da depressdo quando associado

com MIRT, pois aumenta a neuroprotecao e reduz o efeito colateral de sedacao.

Palavras-chave: Depressdo. Acido Tioctico. Antidepressivos. Estresse Oxidativo.

Sedacao Consciente.



ABSTRACT

EFFECT OF ANTIDEPRESSANT MIRTAZAPINE ASSOCIATION AND
MECHANISMS VIA LIPOIC ACID ANTIOXIDATIVE

Depression is a chronic, serious illness that affects about 350 million people
worldwide. The objective of this work was to study the antidepressant effects of lipoic
acid (ALA) associated with mirtazapine (MIRT) via antioxidative mechanisms in
animal models of depression induced by corticosterone. Adult male mice received
0.3% Tween 80, corticosterone (Cort 20 mg / kg) MIRT (3 mg / kg), ALA (100 or 200
mg / kg), alone or associated for 21 days. On the last day of treatment the animals
were subjected to the following tests: open field, elevated plus maze, tail suspension,
preference for sucrose, route rod and sleep time. Oxidative changes (reduced
glutathione and GSH-peroxidation lipidica- MDA) and nitrite in the prefrontal cortex
(PFC), hippocampus (HC) and striatum (CE); and brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) in the CPF and HC were also addressed. Chronic administration of CORT
developed some kind-depressive behaviors were reversed with MIRT and / or ALA.
The association of ALA and MIRT reversed the sedative effect caused by the
administration alone MIRT, as hypersomnia caused by the chronic administration of
CORT. The administration CORT ALA 200 and associated MIRT showed significant
increase in GSH levels in the prefrontal cortex (113%), hippocampus (90.27%) and
striatum (127%) compared to the group treated with CORT alone; Similar effects
were observed on lipid peroxidation and nitrite levels with reduction of MDA and
nitrite levels in the hippocampus and striatum in the groups treated with the
combination CORT ALA MIRT 200 and compared with the group treated with CORT
alone respectively. Overall, ALA seems to be an alternative for treatment of
depression associated with MIRT when, for neuroprotection increases and reduces

the side effect of sedation.

Keywords: Depression. Thioctic Acid. Antidepressive Agents. Oxidative Stress.

Conscious Sedation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Depresséo

A depressdo € um transtorno mental incapacitante, relativamente comum
e de curso cronico, caracterizada por humor deprimido (APA, 2014; KESSLER et al.,
2003). Os pacientes deprimidos apresentam limitacdo da atividade e
comprometimento da qualidade de vida, com uma maior utilizacdo de servicos de
saude (FLECK; BERLIM; LAFER, 2009). Projeta-se que, em 2020, a depressao sera
a segunda condicao clinica mais incapacitante (VAN WEEL-BAUMGARTEN et al.,
2000).

A depressao é decorrente de fatores genéticos, bioquimicos, psicolégicos
e sociofamiliares, sendo estudada sob diferentes abordagens. E classificada como
um conjunto de transtornos que se manifestam numa certa duracéo, frequéncia e
intensidade, minuciosamente descritos por manuais psiquiatricos mundialmente
reconhecidos e atualmente em vigor. E sistematizada pelo Manual Diagnostico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-IV) como "Transtornos do Humor", e como
"Transtorno Afetivo", pela Classificacdo internacional de doencas e problemas
relacionados a saude (CID-10) (APA, 2014; WHO, 2001).

A depressdo € uma doenca conhecida desde os tempos mais remotos.
Hipocrates, no século V a.C., ja conhecia e definia a depressédo sob a denominacgéo
de melancolia, “uma afecgdo sem febre, na qual o espirito triste permanece sem
raz&o fixado em uma mesma ideia, constantemente abatido [...]” (RAMADAM, 2005).

Segundo a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios divulgada pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a depressao, identificada por
profissional de salde, atinge 7,8 milhdes de brasileiros, o que corresponde a 4,1%
da populacdo (IBGE, 2010). A prevaléncia na populacdo geral para transtornos
depressivos tem alcangado numeros entre 4% e 10%, sendo observada uma maior
incidéncia em mulheres, variando de 10% a 25%, enquanto nos homens a
porcentagem é de 5% a 12 %. Além disso, uma a cada 20 pessoas € atingida por

um episodio depressivo durante o curso da vida, de cada 50 casos diagnosticados
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com a patologia, um necessita de internacdo, e 15% dos deprimidos graves
cometem suicidio (ZAVASCHI et al., 2002).

Tendo em vista o grande impacto socioecondmico gerado pela
depresséo, a compreensdo de sua fisiopatologia e o desenvolvimento de farmacos
eficazes ainda se constitui num desafio a ser superado. Diante disto, € essencial 0

desenvolvimento de novos estudos a fim de elucidar estas questoes.

1.2 Fisiopatologia da depresséao

A fisiopatologia da depressdo €é multifatorial (MENKEN; MUNSAT,;
TOOLE, 2000). A figura 1 apresenta de forma resumida as principais hipéteses da

fisiopatologia da depressao.

Fig. 1. Fisiopatologia da depressao

Estresse oxidativo Reducéo da funcio dos

(ex: produgdo neurotransmissores/
EROs, LPO) receptores (ex: via AC-
AMPc)
Aumento de citocinas
pro-inflamatorias (ex:
IL-1, IL-6, TNFe, NF-
kB)

Desregulacdo do eixo
HHA (cortisol)

Fonte: (Adaptado de CHOPRA; KUMAR; KUHAD, 2011).

Diversas teorias séo utilizadas para explicar a fisiopatologia da
depressao, como a hipotese das monoaminas, hipétese receptor/neurotransmissor,
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hipotese do fator neurotréfico derivado do cérebro, desregulacdo do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HHA), o estresse oxidativo, a hipotese de citocinas e via do 6xido
nitrico (NO) (CHOPRA; KUMAR; KUHAD, 2011).

No presente estudo, abordaremos as hipoteses do fator neurotrofico

derivado do cérebro (BDNF), da desregulacéo do eixo HHA e do estresse oxidativo.

1.2.1 Estruturas cerebrais envolvidas na depresséo

No modelo neuroanatdmico da depressdo, o cortex pré-frontal possuiria
conexdes abrangentes com estruturas envolvidas no comportamento emocional e
nas respostas autonémicas e neuroenddcrinas a estressores, incluindo amigdala,
hipotalamo lateral, nicleo accumbens, e nudcleos serotoninérgicos, noradrenérgicos
e dopaminérgicos do tronco cerebral (DREVETS et al., 1997). Estudos mostram que
o hipocampo € alterado pela exposi¢do a estressores significativos e parece ter um
papel importante na mediacdo dos efeitos terapéuticos dos tratamentos
antidepressivos (JOCA; PADOVAN; GUIMARAES, 2003). Alteracbes no corpo
estriado e no nucleo accumbens sdo responsaveis por reducdo na motivacdo e
anedonia (MALETIC, 2007).

1.2.2 Hipotese do Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro

O Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) é uma neurotrofina
amplamente distribuida no encéfalo (CHAO, 2003) que tem se mostrado importante
na neurogénese e plasticidade sinaptica (ARANCIO; CHAO, 2007; WATERHOUSE;
XU, 2009).

A teoria da diminuicdo das neurotrofinas, principalmente do BDNF, tem
sido associada a depressdo (PERITO; FORTUNATO, 2012). A hipotese da
neurotrofina postula que had uma reducdo dos niveis de BDNF na depresséo,
enquanto que o seu aumento produz efeitos antidepressivos. A exposicdo ao
estresse cronico promove uma diminuicdo dos niveis de BDNF e de outras
neurotrofinas. Consequentemente, ha uma reducao da neurogénese, diminuicdo da
formacdo dendritica e aumento da vulnerabilidade celular (DUMAN; MONTEGGIA,
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2006). Ha uma relacao entre BDNF e serotonina (5-HT) (LU; MARTINOWICH, 2008).
A ativacdo de receptores de serotonina induz a expressdo de BDNF em células
hipocampais e o tratamento com o BDNF aumenta o fenétipo serotoninérgico dos
neurénios do nucleo da rafe, principal fonte de inervacdo serotoninérgica para o
hipocampo (SAKATA et al., 2013).

1.2.3 Eixo Hipotalamo-Hipo6fise-Adrenal

O eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA) é um sistema-chave de
sinalizacdo neuroendocrina envolvido na homeostase fisiolégica em resposta ao
estresse. Distlrbios desse sistema levam a desequilibrios hormonais graves (DU;
PANG, 2015).

Estudos clinicos identificam pequenos aumentos nas concentracfes
séricas de glicocorticoides na depressdo, despertando interesse significativo no
papel de um eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (HHA) disfuncional na fisiopatologia da
depressao (GOURLEY et al., 2008; PARKER; SCHATZBERG; LYONS, 2003). O
estresse fisico ou psicolégico aumenta as concentracdes séricas de glicocorticoides,
e alguns sintomas de depressdo podem ser produzidos em roedores através da
administracdo cronica de glicocorticoides (RAISON; MILLER, 2003). A ativacdo de
receptores de glicocorticoides (RG), pelo excesso de glicocorticoides, pode reduzir
as taxas de proliferacdo da zona sub-granular do hipocampo e ainda produzir
alteracdes atréficas em sub-regides do mesmo. Isso poderia contribuir para as

reducdes de volume do hipocampo visto na depressdao (MCEWEN, 2000).

1.2.4 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo esta associado ao estresse, ao envelhecimento e a
varias doencas (KONISHI, 2009). E causado por um desequilibrio entre as
atividades de oxido nitrico (NO), espécies reativas de oxigénio (EROs) e enzimas
antioxidantes, sendo um fator critico implicado na patogénese da depressdo
(FORSTERMANN, 2010; MAES et al., 2011).



14

Estudos relataram varios disturbios oxidativos em pacientes deprimidos,
incluindo dano oxidativo e diminuigdo dos niveis de enzimas antioxidantes (NG et al.,
2008; O'DONNELL; DO; ARANGO, 2014). O estresse oxidativo causa danos as
proteinas e ao DNA no cérebro, causando lesdo e apoptose de neurdnios
(NIEBROJ-DOBOSZ; DZIEWULSKA; KWIECINSKI, 2004). Além disso, a ativacio do
processo de estresse oxidativo por estresse cronico provoca peroxidagdo lipidica,
reducdo da atividade da enzima antioxidante, e aumento do catabolismo da
monoamina, que estao todos relacionados com a fisiopatologia da depressao (BILICI
et al., 2001).

Estudos tém demonstrado a deplecéo de glutationa, reducéo de glutationa
peroxidase (GSH-Px) e vitamina C e aumento da peroxidacéo lipidica e 6xido nitrico
em associacdo com depresséo induzida por estresse (EREN et al., 2007).

Outros estudos tém mostrado que a inibicdo NNOS (éxido nitrico sintase
neuronal) previne o aparecimento de sintomas comportamentais da depressao em
roedores (DHIR; KULKARNI, 2007; ERGUN et al., 2006; FUJISAKI et al., 2003).
Wang; An; Zhang (2008) mostraram que a inibicdo de INOS (6xido nitrico sintase
induzivel) hipocampal pode prevenir o desenvolvimento de modelo de depresséo
induzida por estresse.

Existem varios mecanismos antioxidantes no cérebro que neutralizam os
efeitos nocivos das EROs. No entanto, com a depresséo, ocorre uma perda da
eficacia dos mecanismos antioxidantes e ativacdo das células fagociticas,
promovendo um aumento na formacgdo de radicais livres (CHOPRA; KUMAR,;
KUHAD, 2011).

1.3 Modelo de depresséao induzido por corticosterona

A atividade do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) é regulada pela
secrecdo do horménio liberador de corticotrofina (HLC) produzido pelo hipotalamo,
que por sua vez ativa a secrecdo do hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH) pela
hipdfise estimulando a secrecdo de glicocorticoide (GC) (cortisol em humanos e
corticosterona em roedores) pelo cortex adrenal (NEMEROFF, 1996). Dessa forma,

os GC interagem com seus receptores em varios tecidos, incluindo o eixo HHA, onde
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sdo responsaveis pelo feedback negativo da secrecdo desses hormoénios
(STERNER; KALYNCHUK, 2010).

Nos ultimos anos, tanto pesquisas clinicas como experimentais tém
demonstrado que a hiperatividade do eixo HHA desempenha um papel importante
na patogénese da depressao. Essa hiperatividade ocorre devido a uma deficiéncia
na inibicdo do feedback negativo no eixo HHA pelos horménios glicocorticéides
circulantes. Assim sendo, observou-se que muitos pacientes depressivos
apresentavam niveis de cortisol elevados no sangue, saliva e urina, como também
um aumento no tamanho da glandula adrenal (NEMEROFF; VALE, 2005).

Outros estudos com roedores mostraram que o tratamento crdénico com
corticosterona aumenta o tempo de imobilidade no teste de nado forcado, sugerindo
gue os glicocorticéides podem mimetizar a sintomatologia da depressdo (JOHNSON;
FOURNIER; KALYNCHUK, 2006), causa uma downregulation nos receptores de
glicocorticéide no hipocampo e consequentemente, alteram o controle do feedback
negativo, como também induzem uma disfuncdo no comportamento sexual e perda
de peso (GREGUS et al.,, 2005). Baseados nesses resultados, o modelo de
depressao induzido por corticosterona em animais tornou-se uma importante
ferramenta para a descoberta de novos agentes antidepressivos (IIJIMA et al.,
2010).

1.4 Tratamento farmacoldgico da depresséao

O advento dos farmacos antidepressivos possibilitaram um importante
avanco no tratamento da depressdo; no entanto, apresentam uma laténcia
farmacoldgica e muitos efeitos colaterais (DRAPIER et al., 2007). Esses farmacos
agem aumentando a concentracdo dos neurotransmissores na fenda sinéptica pela
inibicio do metabolismo, bloqueio da recaptura neuronal ou acdo nos
autorreceptores pré-sinapticos (MORENO; MORENO; SOARES, 1999). A despeito
da evolucdo das pesquisas, os mecanismos de acdo dos farmacos antidepressivos
ainda nao foram totalmente elucidados (BERTON; NESTLER, 2006).

As modalidades de tratamento mais antigas da depressédo concentram-se

em trés sistemas de neurotransmissores monoaminérgicos: serotonina, dopamina e
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norepinefrina. Os antidepressivos triciclicos (ADTs), inibidores seletivos da
recaptacao da serotonina (ISRSs), inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina-
norepinefrina (ISRSNs), e inibidores da monoamina oxidase (IMAO) sdo todos
antidepressivos eficazes que aumentam a disponibilidade de uma ou mais destas
monoaminas (BLOCK; NEMEROFF, 2014).

Os antidepressivos triciclicos (ADTs) foram a primeira classe de
medicamento usado para tratar a depressao. O seu principal mecanismo de acéo é
a inibicdo da recaptacdo da norepinefrina e/ou serotonina. Os ADTs também
antagonizam os receptores histaminérgicos H1, alfa-adrenérgicos e muscarinicos,
cujas acles sdo relacionadas com os efeitos colaterais (PEROVIC et al., 2010;
STAHL, 2014).

Os inibidores da monoamina oxidase (IMAO) bloqueiam a degradacao
enzimatica de serotonina, norepinefrina e dopamina, resultando num aumento dos
niveis destes neurotransmissores no interior da fenda sinaptica (HOLTZHEIMER;
NEMEROFF, 2006). A utilizacao de inibidores da monoamina oxidase (IMAQO) para o
tratamento da depresséo na pratica clinica de hoje é baixo devido aos seus efeitos
adversos bem conhecidos, alguns dos quais podem ser fatais, e o risco de
interacdes dietéticas e medicamentosas (THOMAS et al., 2015).

Atualmente os tratamentos de primeira linha de depressédo incluem os
ISRS e ISRSN. Como 0s nomes sugerem, seus mecanismos de acdo envolvem a
inibicio da recaptacdo de serotonina ou serotonina e norepinefrina,
respectivamente, aumentando a concentracdo de neurotransmissores na fenda
sinaptica (BLOCK; NEMEROFF, 2014).

A mirtazapina, um antidepressivo noradrenérgico e serotoninérgico
especifico (ANES), é um dos poucos antidepressivos que ndo possui efeitos diretos
sobre o transporte/captacdo de monoaminas (THASE et al., 2010). Os efeitos
antidepressivos da mirtazapina resultam do bloqueio dos receptores serotonérgicos
5-HT2 e 5-HT3 e ativag¢édo dos receptores 5-HT1A pds-sinaptico e por antagonizar 0s
a2-heteroreceptores e a2-autoreceptores noradrenérgicos. Possui atividade
antagonista sobre os receptores histaminérgicos H1 (CROOM; PERRY; PLOSKER,
2009; PENA et al., 2005). Foi desenvolvida mais recentemente e vem sendo

utilizada por induzir efeitos adversos menores, como a disfuncéo sexual (PENA et
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al., 2005). Além disso, 0 seu uso também pode evitar a “sindrome serotoninérgica”,
provocada pelos inibidores da recaptagdo de serotonina. Esta sindrome é
caracterizada por estado mental alterado (confuséo, agitacdo, convulsdes), diarreia,
hipertensdo, febre, midriase, taquicardia e modificacbes neuromusculares
(mioclonia, tremor, ataxia, rigidez) (TEPPER, 2012). A mirtazapina aumenta a
neurotransmisséo de serotonina e noradrenalina, mas nédo atua sobre a recaptagao
desses neurotransmissores (CROOM; PERRY; PLOSKER, 2009; PENA et al.,
2005).

Quando comparado com os ISRS, a mirtazapina mostrou ser eficaz e com
um inicio um pouco mais rapido da acdo. A mirtazapina também teve um efeito mais
favoravel sobre distlrbios do sono do que o ISRS, embora tenha sido mais propensa
a causar sedacao e ganho de peso (THASE et al., 2010).

A mirtazapina é extensivamente metabolizada no figado pelas isoenzimas
CYP1A2, CYP2D6 e CYP3A4 do citocromo (CYP) P450. Estudos in vitro sugerem
qgue é improvavel ocorrer interacdes clinicamente significativas da mirtazapina com
outros farmacos. Seus efeitos adversos sado boca seca, sedacdo, e aumentos do
apetite e do peso corporal. Em contraste com os inibidores da recaptacdo da
serotonina (ISRSs), a mirtazapina nao tem efeitos sexuais secundarios. A eficacia
antidepressiva da mirtazapina foi observada em varios ensaios controlados com
placebo. Na depressdo maior, sua eficacia €é comparavel a amitriptilina,
clomipramina, doxepina, fluoxetina, paroxetina, citalopram, venlafaxina. Parece ser

segura e eficaz durante a utilizagéo a longo prazo (ANTTILA; LEINONEN, 2001).

1.5 Acido lipéico

O &cido lipdico (ALA) é um composto de ocorréncia natural, sintetizado
em pequenas quantidades em plantas e animais, incluindo seres humanos (SIK et
al., 1995). E um co-fator de enzimas mitocondriais do metabolismo oxidativo, como
piruvato desidrogenase, que ligam a glicélise ao ciclo do acido citrico, e alfa-ceto-
glutarato desidrogenase (GOMES; NEGRATO, 2014).

O ALA e sua forma reduzida, o acido dihidrolipéico (DHLA) (Figura 2),
compdem as membranas bioldgicas (BRENNAN et al., 2013; SAUER; TABET,;
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HOWARD, 2004) e possuem diversas fungbes bioldégicas em diferentes sistemas
intracelulares que podem ser visualizadas dentro do dominio da atividade
antioxidante, de quelante de metal, respostas de transcricdo relacionados com a
inflamacéo e inducdo de enzimas de fase Il, e sinalizacdo de respostas celulares,
especialmente em termos de funcao cardiovascular e metabolismo da glicose (SHAY
et al., 2009).

Além disso, o ALA e o DHLA também podem agir em varias vias de
transducédo de sinalizacédo, como insulina, fator nuclear kappa B (NFkB), sintese de
oxido nitrico e apoptose celular (GOMES; NEGRATO, 2014). O ALA e o DHLA séo
potentes antioxidantes mitocondriais, promovendo a remocédo de radicais livres,
aumentando a acdo de outros antioxidantes enddégenos como a GSH, vitamina C e E
(PAGANO et al., 2014; SALINTHONE et al., 2008).

Fig.2. Estrutura quimica do acido lipdico e acido dihidrolipéico

O O
W)LUH (\/\/\/U\OH
sS—S§ SH SH

a-lipoic acid (LA) Dihydrolipoic acid (DHLA)

Fonte: (KOUFAKI, 2014).

ALA é uma substancia anfipatica solavel em agua e gordura e, portanto,
pode neutralizar os radicais livres tanto em locais gordurosos como em meio aquoso
(BIST; BHATT, 2009).

Além dos efeitos antioxidantes, o ALA é uma coenzima contendo enxofre
envolvido nas reacdes que conduzem a formacao de trifosfato de adenosina (ATP)
pela desidrogenase mitocondrial (CARREAU, 1979; PACKER; WITT; TRITSCHLER,
1995).

Segundo Bilska; Wlodek (2005), o ALA é um antioxidante eficiente, pois

tem alta reatividade contra os radicais livres, € capaz de regenerar vitamina C e
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elevar os niveis de GSH. Além disso, € facilmente absorvido quando administrado

via oral, atravessa a barreira hematoencefalica e ndo mostra efeitos toxicos.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A depressdo é uma doenca crbnica, grave e esta entre os transtornos
psiquiatricos mais frequentes no mundo ocidental (NESTLER et al., 2002). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que hoje, no mundo, 350 milhdes de
pessoas vivam com depressdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

As causas da depressdo ainda ndo estdo bem definidas. Dentre as
teorias, os disturbios na funcdo neurotransmissora fundamentam o uso dos
antidepressivos. Os mecanismos de a¢do dos medicamentos disponiveis alterariam
a concentracdo das principais substancias envolvidas na neurotransmissao:
serotonina, noradrenalina e dopamina (DRZYZGA; MARCINOWSKA;
OBUCHOWICZ, 2009).

Apesar das extensas pesquisas, ainda ndo ha nenhum tratamento
definitivo para a depressdo. Dentre as opcdes terapéuticas para a depresséo, a
mirtazapina foi desenvolvida mais recentemente e vem sendo utilizada por ter um
inicio de acdo rapido e apresentar menores feitos colaterais que outros
antidepressivos. No entanto, pode causar sedacédo (THASE et al., 2010).

Estudos dos efeitos do ALA ja vém sendo investigados por nosSso grupo
com sucesso (SILVA, 2013a; SILVA, 2013b; SILVA et al.,, 2014). Evidéncias de
melhora do comportamento do tipo depressivo e reducdo dos niveis de estresse
oxidativo em modelos animais de depressdo motivaram a investigacdo de novos
mecanismos envolvidos na depressao (SILVA, 2013a; SILVA, 2013b), o que justifica
a importancia do presente estudo.

Além disso, por possuir potente efeito antioxidante, participar do
metabolismo oxidativo e ter baixos indices de efeitos colaterais, o ALA pode ser uma
excelente alternativa terapéutica para o tratamento de doencas neurodegenerativas
como a depressao.

Na busca de se compreender melhor a fisiopatologia da depresséo e de
novas opcoes terapéuticas com menores efeitos colaterais, decidimos realizar um
estudo comportamental e neuroquimico da associacédo de ALA com mirtazapina em

modelo animal de depresséao resistente induzido por corticosterona.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Estudar os efeitos do &cido lipoico associado a mirtazapina em modelo animal de

depresséao induzido por corticosterona.

3.2 Objetivos especificos

o Observar os parametros comportamentais de camundongos submetidos ao
modelo de depressdo induzida pela administracdo crénica de corticosterona e
tratados com &cido lipdico sozinho ou em associacdo com a mirtazapina;

o Avaliar os parametros de estresse oxidativo e nitrérgicos em camundongos
submetidos ao modelo de depressdo induzida pela administracdo crénica de
corticosterona e tratados com &cido lipdico sozinho ou em associacdo com a
mirtazapina no cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC) e corpo estriado (CE) dos
animais;

o Verificar as concentragfes do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)
no cortex pré-frontal de camundongos submetidos ao modelo de depresséao induzida
pela administracdo crénica de corticosterona e tratados com &cido lipoico sozinho ou

em associag¢ao com a mirtazapina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Camundongos Swiss adultos (25 - 30g) machos, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC), foram alojados em
gaiolas de polipropileno com 414 x 344 x 168 mm de dimensdo, com alimentos
(racdo) e agua (oriunda da torneira) ad libitum. Os animais foram mantidos a um
ciclo claro/escuro de 12 h e ambientados em grupos de 10 por gaiola. O peso dos
animais foi verificado a cada sete dias para a verificacdo da variacdo do peso. A
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal (CEPA) da UFC
através do protocolo 02/2014 e os experimentos foram conduzidos de acordo com
0 Guia de Cuidados e Usos de Animais de Laboratério do Departamento de Saude
e Servigcos Humanos dos Estados Unidos da América.

4.2 Farmacos

Os animais receberam a administracdo oral de &cido lipdico (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA - ALA 100 mg / kg) dissolvido em 5% de carboximetil celulose
(CMC). Corticosterona (CORT, 21 acetato, Sigma- Aldrich, U.S.A) suspensa em
solucédo salina, contendo 0,1% de dimetil sulfoxido (DMSO) e 0.1% Tween-80.
Mirtazapina (Sandoz® 3 mg / kg) foi dissolvida em agua destilada. Os controles
foram administrados 0,3% de tween 80 (veiculo). Todas as solu¢cBes foram
administradas em um volume de 0,1ml a cada 10g de peso corporal. As doses de
ALA (SILVA et al., 2013a) e MIRT (ENGEL et al., 2013) foram baseadas em estudos
anteriores. Foi administrado uma dose sub-hiponética de tiopental sédico (35 mg/kg)

para o teste de tempo de sono.

4.3 Modelo de depresséao induzido por corticosterona

Os animais receberam CORT (corticosterona, 21 acetato, Sigma- Aldrich,

U.S.A) suspensa em solucado salina, contendo 0,1% de dimetil sulfoxido (DMSO) e
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0.1% Tween-80. A CORT foi administrada, uma vez ao dia, na dose de 20 mg/kg,
por via subcutanea (s.c) durante 14 dias.

4.4 Procedimento Experimental

A Figura 3 representa o desenho experimental. No presente estudo
avalia-se os efeitos comportamentais da administracéo repetida do ALA sozinho ou
associado a MIRT no modelo de depressao induzido por CORT em camundongos
conforme ja descrito (ZHAO et al., 2008a).

Para estes experimentos foram utilizados camundongos machos (25-309)

divididos conforme os grupos experimentais abaixo:

i) Grupo controle: os animais receberam uma injecéo diaria de 0,3% de
tween 80, por via subcutanea (s.c) por 21 dias consecutivos;

i) Grupos tratados com CORT por 21 dias: os animais receberam uma
injecdo diaria de CORT (20 mg/kg, s.c) (CORT 20) por 21 dias
consecutivos para induzir um comportamento tipo-depressivo;

iy Grupos tratados com drogas sozinhas: os animais receberam uma
injecdo diaria de 0,3% de tween 80, por via subcutanea (s.c) por 14
dias consecutivos. Entre o 15° e 21° dia, receberam MIRT (3 mg/kg)
(MIRT 3) ou ALA (100 ou 200 mg/kg) (ALA 100 ou ALA 200),
sozinhas associadas, via oral (v.0) por 7 dias consecutivos;

iv) Grupos tratados com duas drogas associadas: nestes grupos 0s
animais receberam uma injecédo repetida de CORT (20 mg/kg, s.c.)
durante 14 dias. Entre o 15° e 21° dia, os animais receberam CORT
(20 mg/kg, s.c) + MIRT (3mg/kg) ou CORT (20 mg/kg, s.c) + ALA
(100 ou 200 mg/kg). MIRT e ALA foram administrados por v.o.
durante 7 dias;

v) Grupos tratados com trés drogas associadas: apos 14 dias de
tratamento com CORT (20 mg/kg, s.c.), 0s animais receberam
CORT (20 mg/kg, s.c) + MIRT (3 mg/kg) e apés intervalo de 1 hora
receberam ALA (100 ou 200 mg/kg). MIRT e ALA foram
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administrados por v.o. durante 7 dias, totalizando 21 dias de

tratamento.

Fig. 3 Representacdo esquemaética do protocolo experimental.

0 7 14 21 dias

| Veiculo |

| CORT 20malkq |

MIRT 3 m

TGN wiRT +ALA100mglkg ]
e [ MRT-AlA200mokg |

| Veiculo [ ALA 100maka ou 200matka ]
| CORT 20ma/kg | CORT + MIRT + ALA 100ma/ka |

CORT: Corticosterona, Mirt: Mirtazapina, ALA: Acido lipéico.

No vigésimo primeiro dia de tratamento, ap0s uma hora apos a
administracdo, os animais foram submetidos aos testes comportamentais: campo
aberto, labirinto em cruz elevado, suspensdo de cauda, preferéncia por sacarose,
rota rod e tempo de sono. Vinte e quatro horas apds a realizacdo destes testes 0s
animais foram sacrificados por decapitacdo e foram retirados o cértex pré-frontal
(CPF), hipocampo (HC) e corpo estriado (CE). As estruturas cerebrais foram
homogeneizadas a 10% com tampao fosfato de potassio (pH 7,4) e centrifugadas
por 10 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi separado e imediatamente
utilizado para quantificar os niveis de GSH, nitrito e BDNF e a formacgédo de
peroxidos lipidicos pela mensuracdo das substadncias que reagem ao Aacido
tiobarbittrico (TBARS).

4.5 Testes Comportamentais

Teste de campo aberto (CA)
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A atividade locomotora foi avaliada através do teste de campo aberto
(ARCHER, 1973). Este teste foi realizado em um campo (30 cm x 30 cm x 15 cm),
dividido em nove partes iguais. O aparelho foi colocado em uma sala com luz
vermelha. Os animais foram cuidadosamente colocados no centro do campo e foi
permitido que eles explorassem liviemente o cenario por 1 minuto (periodo de
habituacdo). O parametro observado foi 0 numero de quadrados cruzados (com as

quatro patas) por um periodo de 5 minutos.

Teste do Labirinto em cruz elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado (LCE) (LISTER, 1987) consiste de dois bracos
abertos opostos (30 x 5 x 25 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm), também opostos,
em forma de cruz. Os bragos abertos e fechados estdo conectados por uma
plataforma central (5 x 5 cm). A plataforma, as paredes laterais dos bragos fechados
sdo confeccionadas em acrilico transparente e o chdo em acrilico preto. O aparelho
esta elevado a uma altura de 45 cm do nivel do chdo. Uma hora apds o tratamento
com as substancias que foram estudadas ou o veiculo, os camundongos foram
colocados no centro do aparelno com a cabeca voltada para um dos bragos
fechados e o0 seu comportamento observado por 5 min. As medidas
comportamentais registradas no LCE foram: nimero de entradas nos bracos abertos
(NEBA), nimero de entradas nos bracos fechados (NEBF), tempo de permanéncia
nos bracos abertos (TPBA) e tempo de permanéncia nos bracos fechados (TPBF).
Compostos ansioliticos reduzem a aversdo do animal para os bracos abertos e

promovem sua exploracéo.

Teste de suspensao de cauda (TSC)

No teste da suspensao pela cauda, camundongos ficaram suspensos a
50 cm do chéo por uma fita fixada a 1 cm a partir da ponta da cauda e o tempo de
imobilidade durante uma sesséao de 5 min foi registrado (STERU et al., 1985). Os

animais foram testados individualmente apds a administracdo de tratamento ou
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veiculo, sendo considerado imével apenas quando permaneceram passivamente

suspenso.

Teste de Preferéncia por Sacarose

Para avaliar o comportamento de anedonia foi utilizado o teste de
preferéncia por sacarose conforme descrito por (MAO et al., 2009). Resumidamente,
72 h antes do teste, os camundongos foram treinados para se adaptar 1% de
solugdo de sacarose (w / v): duas garrafas de solucdo de sacarose a 1% foram
colocadas em cada caixa e 24 h depois a garrafa com sacarose a 1% foi substituida
por agua da torneira, durante 24 h. Apds a adaptacdo, os camundongos foram
privados de comida e agua durante 24 h. O teste de preferéncia por sacarose foi
realizado as 9:00 horas. Os camundongos foram alojados em caixas individuais e
estavam livres para acesso aos dois frascos contendo 100 ml de solugdo de
sacarose (1% w / v) e 100 ml de agua, respectivamente. Apds 1 h, os volumes
consumidos de solucdo de sacarose e agua foram registados e a preferéncia de
sacarose foi calculada pela seguinte férmula:

Preferéncia pela sacarose = consumo de sacarose x 100%.
consumo de agua + consumo de sacarose

Teste da barra giratéria - Rota Rod

Este método permite avaliar a especificidade da acdo nociceptiva de
farmacos, verificando se estas promovem incoordenacdo motora dos animais, seja
por sedacao e/ou por relaxamento muscular. Para este teste os camundongos foram
colocados com as quatro patas sobre uma barra de 2,5 cm de diametro, elevada a
25 cm do piso, em rotacdo de 12 rpm por 1 minuto. Foi registrado o tempo de
permanéncia na barra giratoria em segundos (s) (ROSLAND; HUNSKAAR; HOLE,
1990).

Teste do tempo de sono (TS)
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Uma dose sub-hipnética de tiopental sodico (35 mg/kg) foi injetada via
intraperitoneal (i.p.) vinte minutos apds a aplicacdo do veiculo ou dos farmacos. O
tempo de sono foi determinado como o intervalo entre a perda e a recuperacao do
reflexo de endireitamento (FERRINI; MIRAGOLI; TACCARDI, 1974). A perda do
reflexo de endireitamento é a incapacidade que o animal apresenta de voltar a
posi¢cdo normal quando colocado em decubito dorsal. O critério para a recuperagao
do reflexo em questéo foi fixado quando o animal sair da posicao por trés vezes
consecutivas (MATTEI et al., 1998).

4.6 Determinagé&o de parametros de estresse oxidativo

Determinacéo de Glutationa Reduzida (GSH)

Os niveis de GSH foram avaliados para estimar defesas endogenas
contra o estresse oxidativo. O método € baseado na reacao de reagente de Ellman
(DTNB), com grupos tiol livres. As areas do cérebro foram diluidas em tampao de
0,02 M de EDTA (10% w / v) e adicionadas a uma solucéo de acido tricloroacético a
50%. Apos centrifugacdo (3000 rpm/15 min), o sobrenadante do homogeneizado foi
recolhido e os niveis de GSH foram determinados (SEDLAK; LINDSAY, 1968).
Resumidamente, as amostras foram misturadas com 0,4 M de tampao tris-HCI, pH
8,9 e 0,01 M de DTNB. Niveis de GSH foram determinados por espectrofotometria a
412 nm, calculada com base numa curva padrdo de glutationa e expressos como ug
de GSH/g de tecido umido.

Niveis de espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)

A peroxidagéo lipidica foi avaliada pela mensuragéo de malondialdeido
(MDA), substancia reativa ao acido tiobarbitirico (TBARS) nos homogenatos. As
amostras foram homogenizadas com tampao fosfato de potassio monobasico 50 mM
pH 7,4, 63uL do homogenato foi misturado a 100 pL de acido perclérico 35%, sendo
estas centrifugadas (7000 rpm/15 min), no qual 150 pL do sobrenadante foram

recuperados e misturado com 50 pL de acido tiobarbiturico 1,2%, e em seguida,
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estas amostras foram aquecidas em um banho de agua fervente por 30 min. Apos o
resfriamento, a peroxidacao lipidica foi determinada por absorbancia a 535 nm e foi
expressa como ug de MDA / g de tecido umido (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).

Determinacédo dos niveis de Nitrito

Para avaliar os efeitos de tratamentos com as respectivas drogas nha
producdo de NO, foram determinados niveis de nitrito em homogenatos dos
cérebros dos camundongos imediatamente apds a decapitacdo em todos 0s grupos.
ApoOs centrifugacdo (800 x g/10 min), o sobrenadante do homogeneizado foi
coletado e a producédo foi determinada com base na reacdo de Griess (GREEN;
GOLDMAN, 1981; RADENOVIC; SELAKOVIC, 2005). Para esse experimento 100
ML do reativo de Griess (sulfanilamida a 1% / cloridrato de N-(1-naftil)- etilenediamina
0.1% / &cido fosforico a 5% / 4gua destilada, na propor¢éo de 1:1:1:1) foi adicionado
a 100 yL do sobrenadante do homogenato tecidual e incubado a temperatura
ambiente por 10 min. A curva padrao foi elaborada com varias concentracdes de
NaNO2 (variando de 0,75 a 100 mM) sob as mesmas condicdes e os brancos foram
preparados pela adicdo de 100 uL do reativo de Griess a 100 uL do tampao usado
para o homogenato. A absorbancia foi medida em leitor de microplacas em 560 nm e

foi expressa em nM de nitrito / g de tecido imido.
Determinacédo dos niveis de BDNF
Esse ensaio foi realizado de acordo com as instru¢cdes do manual do kit

Quantikine® human BDNF ELISA — R&D Systems. Os resultados foram expressos

como pg/g de tecido umido.
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5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos dados foi realizada atraves do software GraphPad Prism,
versdo 6.0 para Windows. Os resultados foram analisados através de one-way
ANOVA seguida pelo teste de Tukey como teste post hoc para comparacdes
multiplas. O teste t foi utilizado no Labirinto em Cruz Elevado e BDNF. Valores

significativos para as andlises foram consideradas quando p< 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Efeitos dos tratamentos com ALA ou mirtazapina, sozinhos ou associados,
sobre as alteragcfes comportamentais em modelo de depresséao induzido pela

administragcao cronica de CORT nos testes de CA e LCE. Separar os testes

N&do houve alteracdo estatisticamente significativa no numero de
cruzamentos dos grupos tratados com CORT 20 ou MIRT 3 ou ALA (100 ou 200) ou
MIRT 3 + ALA (100 ou 200) ou CORT 20 + MIRT 3 ou CORT 20 + MIRT 3 + ALA
(100 ou 200) quando comparados com o grupo controle [F(9,160) = 2.597; P=
0.0008] (Fig. 4).

No mesmo teste, o estudo de rearing (Fig. 5) também ndo apresentou
nenhuma alteracdo neste parametro quando comparado ao grupo controle, CORT
20, ALA (100 ou 200) ou MIRT 3, administrados sozinhos ou associados [F(9,116) =
1.899; P=0.0587].

As administracfes de CORT 20, MIRT 3, ALA (100 ou 200), MIRT 3 + AL
(100 ou 200) nao apresentaram alteracbes no numero de grooming quando
comparado ao grupo controle. Por outro lado, os grupos associados CORT 20 + ALA
(100 ou 200) + MIRT 3 apresentaram uma reducdo do numero de grooming quando
comparados aos grupos controle, CORT 20 ou MIRT 3 + ALA 100 [F(9,154) = 4.064;
P=0.0001] (Fig.6).

Em relacdo ao teste de LCE (Fig 7) a administracédo cronica de CORT 20
sozinha ndo mostrou alteracdo estatisticamente significativa no nimero de NEBA
gquando comparado ao grupo controle [P= 0.1228]. Contudo, uma tendéncia a
reducao foi observada e comprovada pelo teste t [P= 0.0003]. Os grupos MIRT 3 ou
ALA (100 ou 200), sozinhos ou associados, ndo apresentaram alteragoes
estatisticamente significativas quando comparados com 0 grupo controle ou entre si.
O grupo CORT 20 + MIRT 3 apresentou um aumento no NEBA quando comparado
com o grupo CORT 20 [F(9,155) = 4.349; P<0.0001]. Outro parametro observado no
teste de LCE foi o TPBA (Fig 8). A administracdo crénica de CORT 20, MIRT 3, ALA
(100 ou 200) e MIRT 3 + ALA 100 nao alteraram o TPBA quando comparado com o

grupo controle. Contudo, o grupo MIRT 3 + ALA 200 apresentou um aumento no
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TPBA quando comparado com os grupos controle [P<0.0001], MIRT 3 [P = 0.0035]
ou ALA 200 [P = 0.0008]. Efeitos semelhantes foram observados com 0s grupos
CORT 20 + MIRT 3 ou CORT 20 + MIRT 3 + ALA 100 quando comparado com 0s
grupos controle [P<0.0001], CORT20 [P<0.0001] ou MIRT 3 [P<0.0001]. Ja
associacdo CORT 20 + MIRT 3 + ALA 200 aumentou o TPBA quando comparado
aos grupos controle [P<0.0001], CORT 20 [P<0.0001], ALA 200 [P= 0.0371] e
reduziu quando comparado a CORT 20 + MIRT 3 [P= 0.0084].

Fig.4. Nomero de Cruzamentos dos animais submetidos ao modelo de depresséao induzida pela
administracdo crénica de CORT e submetidos posteriormente ao tratamento com MIRT, ALA

ou sua combinagéo.

Fig. 4
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Cada barra representa a média + erro padrdo da média (SEM) (n = 14-21 animais por grupo) do
namero de cruzamentos. As letras representam o nivel de significAncia quando comparado ao
controle (a), CORT (b), MIRT (c), ALA 100 (d), ALA 200 (e), MIRT+ALA 100 (f), MIRT+ALA 200 (g),
CORT+MIRT (h), CORT+MIRT+ALA 100 (i) de acordo one-way ANOVA seguido pelo teste de post
hoc Tukey. CORT = Corticosterona; MIRT = Mirtazapina; ALA 100 ou 200 = Acido Lipéico 100 ou 200
mg/kg.
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Fig.5. Niamero de rearing dos animais submetidos ao modelo de depressdo induzida pela

administracdo crénica de CORT e submetidos posteriormente ao tratamento com MIRT, ALA

ou sua combinagéo.
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a média + erro padrdo da média (SEM) (n = 16-21 animais por grupo) do

namero de rearing. As letras representam o nivel de significAncia quando comparado ao controle (a),
CORT (b), MIRT (c), ALA 100 (d), ALA 200 (e), MIRT+ALA 100 (f), MIRT+ALA 200 (g), CORT+MIRT

(h), CORT+MIRT+ALA

100 (i) de acordo one-way ANOVA seguido pelo teste de post hoc Tukey.

CORT = Corticosterona; MIRT = Mirtazapina; ALA 100 ou 200 = Acido Lipdico 100 ou 200 mg/kg.
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Fig.6. Niamero de grooming dos animais submetidos ao modelo de depressao induzida pela
administracdo crénica de CORT e submetidos posteriormente ao tratamento com MIRT, ALA

ou sua combinagéo.
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Cada barra representa a média = erro padrdo da média (SEM) (n = 10-21 animais por grupo) do
namero de grooming. As letras representam o nivel de significAncia quando comparado ao controle
(@), CORT (b), MIRT (c), ALA 100 (d), ALA 200 (e), MIRT+ALA 100 (f), MIRT+ALA 200 (g),
CORT+MIRT (h), CORT+MIRT+ALA 100 (i) de acordo one-way ANOVA seguido pelo teste de post
hoc Tukey. CORT = Corticosterona; MIRT = Mirtazapina; ALA 100 ou 200 = Acido Lipéico 100 ou 200
mg/kg.
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Fig.7. Numero de entrada nos bracos abertos (NEBA) no LCE dos animais submetidos ao
modelo de depressdo induzida pela administracdo crénica de CORT e submetidos
posteriormente ao tratamento com MIRT, ALA ou sua combinagéo.
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Cada barra representa a média + erro padrdo da média (SEM) (n = 18-21 animais por grupo) do
NEBA. As letras representam o nivel de significaAncia quando comparado ao controle (a), CORT (b),
MIRT (c), ALA 100 (d), ALA 200 (e), MIRT+ALA 100 (f), MIRT+ALA 200 (g), CORT+MIRT (h),
CORT+MIRT+ALA 100 (i) de acordo one-way ANOVA seguido pelo teste de post hoc Tukey. CORT =
Corticosterona; MIRT = Mirtazapina; ALA 100 ou 200 = Acido Lipéico 100 ou 200 mg/kg.
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Fig.8. Tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) no LCE dos animais submetidos ao
modelo de depressdo induzida pela administracdo crénica de CORT e submetidos

posteriormente ao tratamento com MIRT, ALA ou sua combinacgéo.
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Cada barra representa a média = erro padrdo da média (SEM) (n = 10-21 animais por grupo) do
TPBA. As letras representam o nivel de significAncia quando comparado ao controle (a), CORT (b),
MIRT (c), ALA 100 (d), ALA 200 (e), MIRT+ALA 100 (f), MIRT+ALA 200 (g), CORT+MIRT (h),
CORT+MIRT+ALA 100 (i) de acordo one-way ANOVA seguido pelo teste de post hoc Tukey. CORT =
Corticosterona; MIRT = Mirtazapina; ALA 100 ou 200 = Acido Lip6ico 100 ou 200 mg/Kkg.

6.2 Efeitos dos tratamentos com ALA ou mirtazapina, sozinhos ou associados,
sobre as alteragcbes comportamentais em modelo de depressao induzido pela
administragcdo cronica de CORT no teste de TSC

Como mostra a figura 9, no TSC a administracdo cronica de CORT 20
sozinha aumentou significativamente o tempo de imobilidade dos animais quando
comparado com o grupo veiculo [F(9,76) = 12.33; P = 0.0018]. Os grupos MIRT 3,
ALA (100 ou 200) e MIRT 3 + ALA 100 nao apresentaram alteragdes
estatisticamente significantes no tempo de imobilidade dos animais quando
comparados com 0 grupo controle ou entre si. No entanto, os animais tratados com
MIRT 3 + ALA 200 apresentaram uma reducdo no tempo de imobilidade quando
comparados com o0s grupos controle [P = 0.0008] ou MIRT 3 [P< 0.0001]. Efeitos
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semelhantes foram observados nos grupos associados a CORT (CORT 20 + MIRT
3; CORT 20 + MIRT 3 + ALA 100 ou 200] quando comparado ao CORT 20 sozinho.
No entanto o grupo CORT 20 + MIRT 3 + ALA 200 apresentou um aumento no
tempo de imobilidade quando comparado ao grupo MIRT 3 + ALA 200 [P= 0.0001].

Fig.9. Tempo de imobilidade no TSC dos animais submetidos ao modelo de depresséo
induzida pela administracao crénica de CORT e submetidos posteriormente ao tratamento com

MIRT, ALA ou sua combinacéao.

Fig.9
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Cada barra representa a média + erro padrdo da média (SEM) (n = 10-11 animais por grupo) do
tempo de imobilidade. As letras representam o nivel de significancia quando comparado ao controle
(8), CORT (b), MIRT (c), ALA 100 (d), ALA 200 (e), MIRT+ALA 100 (f), MIRT+ALA 200 (9g),
CORT+MIRT (h), CORT+MIRT+ALA 100 (i) de acordo one-way ANOVA seguido pelo teste de post
hoc Tukey. CORT = Corticosterona; MIRT = Mirtazapina; ALA 100 ou 200 = Acido Lipdico 100 ou 200
mg/kg.

6.3 Efeitos dos tratamentos com ALA ou mirtazapina, sozinhos ou associados,
sobre as alteragbes comportamentais em modelo de depressao induzido pela

administragcdo cronica de CORT no teste de Preferéncia por sacarose

Como mostra a figura 10, somente a administracdo crénica de CORT 20

sozinha reduziu significativamente a preferéncia por sacarose dos animais quando
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comparado com controle [F(9,51) = 4.570; P = 0.0017]. Contudo, embora os grupos
associados (CORT 20 + MIRT 3; CORT 20 + MIRT + ALA 100) tenham apresentado
uma tendéncia para retornar os valores do controle, somente o grupo CORT 20 +
MIRT 3 + ALA 200 apresentou um aumento significativo em relacdo ao grupo CORT
20 [P = 0.0486].

Fig.10. Preferéncia por sacarose dos animais submetidos ao modelo de depressdo induzida
pela administracdo cronica de CORT e submetidos posteriormente ao tratamento com MIRT,

ALA ou sua combinacéao.
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Cada barra representa a média + erro padrdo da média (SEM) (n = 8-10 animais por grupo) da
preferéncia por sacarose. As letras representam o nivel de significancia quando comparado ao
controle (a), CORT (b), MIRT (c), ALA 100 (d), ALA 200 (e), MIRT+ALA 100 (f), MIRT+ALA 200 (g),
CORT+MIRT (h), CORT+MIRT+ALA 100 (i) de acordo one-way ANOVA seguido pelo teste de post
hoc Tukey. CORT = Corticosterona; MIRT = Mirtazapina; ALA 100 ou 200 = Acido Lipdico 100 ou 200
ma/kg.

6.4 Efeitos dos tratamentos com ALA ou mirtazapina, sozinhos ou associados,
sobre as alteragcfes comportamentais em modelo de depresséao induzido pela

administragcdo crénica de CORT no teste de Rota rod
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A figura 11 mostra que no teste Rota rod ndo houve alteracdo
estatisticamente significativa em nenhum dos grupos em relacdo aos grupos
controle, CORT 20, ALA (100 ou 200) ou MIRT 3, administrados sozinhos ou
associados [F(9,90)= 1.273; P =0.2624].

Fig.11. Tempo de permanéncia no Rota Rod dos animais submetidos ao modelo de depresséao
induzida pela administracao crénica de CORT e submetidos posteriormente ao tratamento com
MIRT, ALA ou sua combinacéao.
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Cada barra representa a média + erro padrdo da média (SEM) (n = 09-11 animais por grupo) do
tempo de permanéncia. As letras representam o nivel de significAncia quando comparado ao controle
(@), CORT (b), MIRT (c), ALA 100 (d), ALA 200 (e), MIRT+ALA 100 (f), MIRT+ALA 200 (g),
CORT+MIRT (h), CORT+MIRT+ALA 100 (i) de acordo one-way ANOVA seguido pelo teste de post
hoc Tukey. CORT = Corticosterona; MIRT = Mirtazapina; ALA 100 ou 200 = Acido Lipdico 100 ou 200
mg/kg.

6.5 Efeitos dos tratamentos com ALA ou mirtazapina, sozinhos ou associados,
sobre as alteragcfes comportamentais em modelo de depressao induzido pela
administragcdo crénica de CORT no teste de Tempo de sono (TS)

Como mostra a figura 12, o tratamento cronico dos animais com CORT
20, MIRT 3, sozinhos ou associados, resultou em um aumento significativo do tempo
de sono dos animais quando comparado com ao grupo controle [F(9,71)= 7.736; P=
0.008]. Nao foram observadas alteracdes significativas no tempo de sono dos

animais tratados com ALA (100 ou 200) sozinhos ou associados com MIRT 3 (MIRT



39

3 + ALA 100 ou 200) quando comparados ao controle. Contudo, foram observados
um aumento no tempo de sono dos animais tratados com CORT 20 + MIRT 3
quando comprados com o grupo controle [P = 0.0090]. Por outro lado, as
associacdes com presenca de CORT 20 + MIRT 3 + ALA 100 ou 200 apresentaram
uma reducado do TS quando comparado aos grupos de CORT 20 [P = 0.0090] ou [P
= 0.0284], ou MIRT 3 sozinhos [P = 0.0034] ou [P = 0.0099] ou associados (CORT
20 + MIRT 3) [P = 0.0026] ou [P = 0.0102].

Fig.12. Tempo de sono dos animais submetidos ao modelo de depressao induzida pela
administracdo crénica de CORT e submetidos posteriormente ao tratamento com MIRT, ALA

ou sua combinagéo.
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Cada barra representa a média + erro padrdo da média (SEM) (n = 08-13 animais por grupo) do
tempo de sono. As letras representam o nivel de significancia quando comparado ao controle (a),
CORT (b), MIRT (c), ALA 100 (d), ALA 200 (e), MIRT+ALA 100 (f), MIRT+ALA 200 (g), CORT+MIRT
(h), CORT+MIRT+ALA 100 (i) de acordo one-way ANOVA seguido pelo teste de post hoc Tukey.
CORT = Corticosterona; MIRT = Mirtazapina; ALA 100 ou 200 = Acido Lipéico 100 ou 200 mg/kg.

6.6 Determinacao dos parametros de estresse oxidativo

6.6.1 Determinacgéo dos niveis de GSH
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As figuras 13A, 13B e 13C mostram os niveis de GSH no CPF, HC e CE
de camundongos, respectivamente. A figura 13A mostrou que a administracdo
crébnica de CORT 20, MIRT 3, ALA 100, MIRT 3 + ALA 100 ou 200, CORT 20 +
MIRT 3 ou CORT 20 + MIRT 3 + ALA 100 n&o apresentaram alterac6es nos niveis
de GSH no CPF dos animais quando comparados com o grupo controle. Contudo,
ALA 200 reduziu as concentracdes de GSH quando comparado ao controle [F(9,41)
= 12.32; P = 0.00194]. Esse efeito do ALA 200 foi revertido pela associagcdo com
MIRT 3 (MIRT 3 + ALA 200) [P = 0.0219]. Efeito semelhante foi observado com o
grupo CORT 20 + MIRT 3 + ALA 200 quando comparado com controle, CORT 20,
MIRT 3 ou ALA 200 [P<0.0001] e também com as associa¢cbes MIRT 3 + ALA 200 [P
= 0.0003] ou CORT 20 + MIRT 3 [P = 0.0001].

Como mostra a Fig. 13B, a administracdo de CORT 20, MIRT 3, ALA 100
ou 200, MIRT 3 + ALA 100 ou 200, CORT 20 + MIRT 3 ou CORT 20 + MIRT 3 + ALA
100 nédo apresentaram alteracdes nos niveis de GSH no HC dos animais quando
comparados com o grupo controle, exceto o grupo tratado com a associacdo de
MIRT 3 + ALA 200 que apresentou uma reducdao quando comparado com 0 grupo
tratado com ALA 200 [F(9,58) = 11,46; P = 0.0077]. J& o grupo tratado com CORT
20 + MIRT 3 + ALA 200 apresentou elevacdo quando comparado com 0S grupos
tratado com controle [P < 0.0001], CORT 20 [P < 0.0001], MIRT 3 [P < 0.0001], ALA
200 [P = 0.0046], MIRT 3 + ALA 200 [P < 0.0001], CORT 20 + MIRT 3 [P < 0.0001] e
CORT 20 + MIRT 3 +ALA 100 [P < 0.0001].

A Fig. 13C mostra que administragédo de CORT 20, MIRT 3, ALA 100 ou
200, MIRT 3 + ALA 100 ou 200, CORT 20 + MIRT 3 ou CORT 20 + MIRT 3 + ALA
100 ndo apresentaram alteracfes nos niveis de GSH no CE dos animais quando
comparados com o grupo controle ou entre si. No entanto, o grupo tratado com
CORT 20 + MIRT 3 + ALA 200 apresentou um aumento nos niveis de GSH no CE
guando comparado com os grupos controle [F(9,62)= 6.696; P= 0.0144], CORT 20
[P < 0.0001], MIRT 3 [P = 0.0005], ALA 200 [P < 0.0001], MIRT 3 + ALA 200 [P <
0.0001], CORT 20 + MIRT 3 [P < 0.0001] ou CORT 20 + MIRT 3 + ALA 100 [P =
0.0062].
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Fig.13. Niveis de GSH (A) CPF, (B) HC, (C) CE dos animais submetidos ao modelo de

depressdo induzida pela administracdo crénica de CORT e submetidos posteriormente ao

tratamento com MIRT, ALA ou sua combinacéo.
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Fig.13C
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Cada barra representa a média + erro padrao da média (SEM) (n = 08 animais por grupo) dos niveis
de GSH. As letras representam o nivel de significancia quando comparado ao controle (a), CORT (b),
MIRT (c), ALA 100 (d), ALA 200 (e), MIRT+ALA 100 (f), MIRT+ALA 200 (g), CORT+MIRT (h),
CORT+MIRT+ALA 100 (i) de acordo one-way ANOVA seguido pelo teste de post hoc Tukey. CORT =
Corticosterona; MIRT = Mirtazapina; ALA 100 ou 200 = Acido Lip6ico 100 ou 200 mg/Kkg.

6.6.2 Determinacdo dos niveis de TBARS

As Figuras 14A, 14B e 14C mostram os niveis de MDA, um marcador da
peroxidacdo lipidica, no CPF, HC e CE de camundongos, respectivamente. Como
mostra a figura 14A, o tratamento crénico com CORT 20 aumentou
significativamente os niveis de MDA no CPF quando comparado com O grupo
controle [P<0.0001]. Os grupos MIRT 3 ou ALA (100 ou 200) administrados sozinhos
ndo mostraram alteragcdes quando comparados com o grupo controle. Ja 0s grupos
MIRT 3 + ALA (100 ou 200) associados mostraram aumento nos niveis de MDA
guando comparados com o grupo controle [P<0.0001] [P<0.0001], MIRT 3 [P=
0.0002] [P= 0.0019] ou ALA 100 [P= 0.0138] ou ALA 200 [P= 0.0023],
respectivamente. Assim como as associacées com CORT 20 (CORT 20 + MIRT 3,
CORT 20 + MIRT 3 + ALA (100 ou 200) [F(9,60)= 20.50; P< 0.0001]. Exceto o grupo
CORT 20 + MIRT 3 + ALA 200 apresentou uma redu¢ao quando comparado com o
CORT 20 [P=0.0018].
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A figura 14B mostra que administracdo de CORT 20 sozinha resultou em
um aumento significativo dos niveis de MDA no HC quando comparado com o grupo
controle [F(9,64) = 52.23; P<0.0001]. Os grupos tratados com MIRT 3, ALA (100 ou
200) administrados sozinhos ndo apresentaram alteracdes quando comparados com
0 grupo tratado controle. Por outro lado, os grupos MIRT 3 + ALA (100 ou 200)
mostraram um aumento nos niveis de MDA quando comparados com 0S grupos
controle [P<0.0001], MIRT 3 [P<0.0001], ALA 100 [P<0.0001] ou ALA 200
[P<0.0001], respectivamente. Os grupos associados com CORT 20 (CORT 20 +
MIRT 3; CORT 20 + MIRT 3 + ALA 100) mostraram elevacdo nos niveis de MDA
guando comparados com o0s grupos controle [P<0.0001], MIRT 3 [P<0.0001] e ALA
100 [P<0.0001] e uma reduc¢do quando comparados com o grupo CORT 20
[P<0.0001]. O grupo CORT 20 + MIRT 3 + ALA 200 apresentou diminuicdo nos
niveis de MDA quando comparado com os grupos CORT 20 [P<0.0001], MIRT 3 +
ALA 200 [P<0.0001] ou CORT 20 + MIRT 3 [P<0.0001].

A figura 14C mostra que a administracdo de CORT 20 resultou em um
aumento significativo dos niveis de MDA no CE quando comparado com 0 grupo
controle [F(9,68) = 24.07; P<0.0001]. Os grupos MIRT 3, ALA (100 ou 200)
administrados sozinhos nao apresentaram alteracbes quando comparados com o
grupo controle. Por outro lado, os grupos MIRT 3 + ALA 100 ou 200 mostraram uma
elevacdo nos niveis de MDA quando comparados com 0S grupos controle
[P<0.0001], MIRT 3 [P<0.0001], ALA 100 [P<0.0001] ou ALA 200 [P<0.0001],
respectivamente. Nos grupos associados com CORT 20, o grupo CORT 20 + MIRT
3 + ALA 100, mostrou uma elevacao nos niveis de MDA quando comparados com 0s
grupos controle [P= 0.0008], MIRT 3 [P= 0.0008] ou ALA 100[P= 0.0037] e uma
reducdo quando comparado com o grupo MIRT 3 + ALA 100 [P= 0.0192]; o grupo
tratado com CORT 20 + MIRT 3 + ALA 200 apresentou uma reducao quando
comparados com CORT 20 [P<0.0001], MIRT 3 + ALA200 [P<0.0001] ou CORT 3 +
MIRT 3 [P<0.0001].
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Fig.14. Niveis de MDA (A) CPF, (B) HC, (C) CE dos animais submetidos ao modelo de
depressdo induzida pela administracdo crénica de CORT e submetidos posteriormente ao

tratamento com MIRT, ALA ou sua combinagéo.
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Cada barra representa a média + erro padrao da média (SEM) (n = 08 animais por grupo) dos niveis
de MDA. As letras representam o nivel de significAncia quando comparado ao controle (a), CORT (b),
MIRT (c), ALA 100 (d), ALA 200 (e), MIRT+ALA 100 (f), MIRT+ALA 200 (g), CORT+MIRT (h),
CORT+MIRT+ALA 100 (i) de acordo one-way ANOVA seguido pelo teste de post hoc Tukey. CORT =
Corticosterona; MIRT = Mirtazapina; ALA 100 ou 200 = Acido Lip6ico 100 ou 200 mg/Kkg.

6.6.3 Determinacdo dos niveis de nitrito

As Figuras 15A, 15B e 15C mostram os niveis de nitrito no CPF, HC e CE
de camundongos, respectivamente. A figura 15A mostra que o tratamento com
CORT 20, administrada sozinha, resultou em um aumento significativo dos niveis de
nitrito no CPF quando comparado com o grupo controle [F(9,45) = 10.86; P<0.0001].
Os grupos MIRT 3 ou ALA 200 administrados sozinhos ou associados ndo houve
alteracao significativa quando comparados com os grupos tratados com controle. O
grupo ALA 100 apresentou uma reducdo quando comparado com o grupo CORT 20
[P= 0.0003]. O grupo CORT 20 + MIRT 3 apresentou um aumento nos niveis de
nitrito quando comparado com o grupo MIRT 3 [P = 0.0005]. O grupo CORT 20 +
MIRT 3 + ALA 100 apresentou aumento nos niveis de nitrito quando comparado com
o grupo MIRT 3 [P = 0.0019]. O grupo com CORT 20 + MIRT 3 + ALA 200
apresentou uma reducdo quando comparado com o grupo CORT 20 [P = 0.0030].

No HC, como mostra a figura 15B, mostra que o grupo CORT 20

apresentou um aumento significativo dos niveis de nitrito quando comparado com o
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grupo controle [F(9,63) = 14.60; P<0.0001]. Os grupos MIRT 3, ALA (100 ou 200)
sozinhos ndo mostraram alteracdo quando comparados com o grupo controle. O
grupo MIRT 3 + ALA 100 mostrou uma elevacdo quando comparado com 0 grupo
controle [P = 0.0039] ou ALA 100 [P = 0.0020]. Efeito semelhante ao encontrado nos
grupos MIRT 3 + ALA 200 e CORT 20 + MIRT 3, quando comparados ao controle
[P=0.0135] e [P<0.0001], respectivamente. O grupo CORT 20 + MIRT 3 + ALA 100
apresentou uma elevacdo nos niveis de nitrito quando comparado com 0S grupos
controle [P<0.0001] ou ALA 100 [P<0.0001]. Ja o grupo CORT 20 + MIRT 3 + ALA
200 mostrou uma reducéo quando comparado com os grupos CORT 20 [P<0.0001]
ou CORT 20 + MIRT 3 + ALA 100 [P = 0.0412].

No CE, conforme a figura 15C, mostra que os grupos CORT 20 ou MIRT 3
sozinhas resultaram em um aumento significativo dos niveis de nitrito quando
comparado com o grupo controle [F(9,54) = 26.86; P<0.0001]. Os grupos ALA (100
ou 200) administrados sozinhos ou associados com MIRT 3 ndo mostraram
alteracdo nos niveis de nitrito quando comparados com o grupo controle. Os grupos
associados com CORT 20 (CORT 20 + MIRT 3 ou CORT 20 + MIRT 3 + ALA (100
ou 200) apresentaram uma reducdo significativa nos niveis de nitrito quando
comparados com o grupo CORT 20 [P<0.0001].
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Fig.15. Niveis de nitrito (A) CPF, (B) HC, (C) CE dos animais submetidos ao modelo de
depresséo induzida pela administracdo crénica de CORT e submetidos posteriormente ao

tratamento com MIRT, ALA ou sua combinagéo.
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Fig.15C
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Cada barra representa a média + erro padrao da média (SEM) (n = 08 animais por grupo) dos niveis
de nitrito. As letras representam o nivel de significancia quando comparado ao controle (a), CORT (b),
MIRT (c), ALA 100 (d), ALA 200 (e), MIRT+ALA 100 (f), MIRT+ALA 200 (g), CORT+MIRT (h),
CORT+MIRT+ALA 100 (i) de acordo one-way ANOVA seguido pelo teste de post hoc Tukey. CORT =
Corticosterona; MIRT = Mirtazapina; ALA 100 ou 200 = Acido Lip6ico 100 ou 200 mg/kg.

6.7 Determinacao dos niveis de BDNF

A Figura 16 mostra o nivel de BDNF no CPF de camundongos. O grupo
CORT 20 néo apresentou significativa dos niveis de BDNF quando comparado com
0 grupo tratado controle. Comparados com o grupo controle, os grupos MIRT 3 [P=
0.0008] e MIRT 3 + ALA 100 [P= 0.0357] apresentaram uma elevacao nos niveis de
BDNF. Ja os grupos ALA 100 [P= 0.0269] e CORT 20 + MIRT 3 + ALA 100 [P=
0.0100] apresentaram uma redugcdo quando comparado com o controle. O grupo
MIRT 3 + ALA 100 apresentou um aumento nos niveis de BDNF quando comparado
com ALA 100 [P< 0.0001]. Os grupos MIRT 3 + ALA 200 [P= 0.0008], CORT 20 +
MIRT 3 [P< 0.0001], CORT 20 + MIRT 3 + ALA 100 [P< 0.0001] e CORT 20 + MIRT
3 + ALA 200 [P< 0.0001] apresentaram uma reducdo nos niveis de BDNF quando
comparados com o grupo MIRT 3. Os grupos CORT 20 + MIRT 3 + ALA (100 ou
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200) apresentou uma redugdo quando comparado com o grupo MIRT 3 + ALA 100
[F(9,44) = 16.14; P<0.0001].

Fig.16. Nivel de BDNF no CPF dos animais submetidos ao modelo de depressao induzida pela

administracdo crénica de CORT e submetidos posteriormente ao tratamento com MIRT, ALA

ou sua combinacao.
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Cada barra representa a média + erro padrdo da média (SEM) (n = 06 animais por grupo) do nivel de
BDNF. As letras representam o nivel de significancia quando comparado ao controle (a), CORT (b),
MIRT (c), ALA 100 (d), ALA 200 (e), MIRT+ALA 100 (f), MIRT+ALA 200 (g), CORT+MIRT (h),
CORT+MIRT+ALA 100 (i) de acordo one-way ANOVA seguido pelo teste de post hoc Tukey. CORT =
Corticosterona; MIRT = Mirtazapina; ALA 100 ou 200 = Acido Lip6ico 100 ou 200 mg/Kkg.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo investiga o efeito do ALA, um potente antioxidante,
administrado sozinho ou associado com um antidepressivo, MIRT, nos efeitos
comportamentais e neuroquimicos em modelo animal de depressdo induzido por
CORT em camundongos.

Diversos estudos tém mostrado a disfuncéo de eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HHA) em doencas relacionadas ao estresse, incluindo depressao
(JURUENA; CLEARE; PARIANTE, 2004; SWAAB; BAO; LUCASSEN, 2005). O eixo
HHA é ativado em resposta ao estresse, 0 que resulta em aumento da concentracdo
de glicocorticoides no sangue (SWAAB; BAO; LUCASSEN, 2005). Em condicdes
normais, o nivel de glicocorticoides no sangue é regulado por um mecanismo de
feedback negativo. No entanto, em pacientes com depressdao ocorre uma alta
concentracdo de glicocorticoides no sangue em comparagdo com controles
saudaveis devido a uma disfun¢éo do mecanismo de feedback (WATSON; MACKIN,
2006).

A administracdo exdgena de CORT tem sido usada como modelo de
depressdo em roedores devido a alteragcbes tipo-depressdo nos tracos
comportamentais, neuroquimicos e nas estruturas cerebrais (ZHAO et al., 2008b).
Estes resultados sugerem que o modelo de depressédo induzido por CORT é
adequado para avaliar mecanismos de acdo e eficacia de potenciais
antidepressivos, como o ALA, considerando o aumento do tempo de imobilidade no
TSC usado para validar o modelo.

Resultados inconsistentes sdo encontrados em estudos experimentais
realizados com a administracdo crénica de CORT exdégena. Alguns estudos
mostraram que a CORT aumenta a ansiedade, ao passo que outros nhao
encontraram alteracdo nesse comportamento (GREGUS et al., 2005; SILVA et al.,
2013a; SKORZEWSKA et al., 2006).

Nossos resultados mostraram que a CORT apresentou uma tendéncia a
induzir ansiedade quando se leva em conta a diminuicdo do NEBA no LCE. A MIRT
associada a CORT foi capaz de aumentar o NEBA quando comparado ao grupo

CORT sozinha. No entanto, o ALA sozinho ou em associagao nao causou alteragao
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neste parametro. Por outro lado, a administragcdo de CORT associada com ALA (100
ou 200) e MIRT apresentou um efeito ansiolitico quando comparado a CORT
sozinha no TPBA.

Dados na literatura mostram efeitos ansioliticos do ALA em roedores
(SILVA et al., 2014). A MIRT também apresenta efeito ansiolitico. Um estudo feito
com a prazosina, um antagonista a1 seletivo, suprimiu completamente as respostas
do tipo ansioliticas da mirtazapina. Esses achados provavelmente ressaltam a
importancia da ativacdo mediada pelo receptor a1 de neurdnios de 5-HT nas ac¢bes
ansiolitico induzidas pela mirtazapina (KAKUI et al., 2009).

Estudos sugerem fortemente a importancia relativa da neurotransmisséo
serotonérgica e, pelo menos, em parte, da ativacdo pés-sinaptica do receptor de 5-
HT1A no efeito ansiolitico da MIRT (ANTTILA; LEINONEN, 2001; KAKUI et al.,
2009).

Neste estudo, verificou-se que a administragdo de CORT causou um
aumento no tempo de imobilidade dos animais no TSC. Esses achados estdo de
acordo com estudos anteriores (ALl et al., 2015; DWIVEDI; RIZAVI; PANDEY, 2006;
ZHAO et al., 2008b, 2009). Esse efeito da CORT foi revertido pela associacdo MIRT
e ALA 100 ou 200. Contudo, a administracdo de MIRT e ALA associada, na
auséncia de CORT, teve melhor efeito quando comparado com MIRT e ALA 200 na
presenca de CORT.

Essa reversdo no tempo de imobilidade no TSC pode ser explicada pelo
efeito antidepressivo do ALA (SILVA et al., 2013b) que decorre do seu efeito
neuroprotetor (DE ARAUJO et al., 2011; SALAZAR, 2000). Juntamente com o
aumento da neurotransmisséo de serotonina e noradrenalina promovido pela MIRT
(CROOM; PERRY; PLOSKER, 2009).

Outro sintoma bastante caracteristico da depressédo é a anedonia. Que se
caracteriza pela diminuicdo da capacidade de resposta a recompensas, que no teste
de preferéncia por sacarose € mostrado através de uma redugdo do consumo da
solugéo agucarada (WILLNER, 1997, 2005).

No presente estudo, os nossos dados estdo de acordo com outros
achados (GOURLEY; WU; TAYLOR, 2008; MAO et al., 2012, 2014) que mostram

que a administracdo cronica de CORT resulta em significativa diminuicdo no
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percentual de consumo de sacarose pelos animais. A administracdo de ALA ou
MIRT, sozinhos ou associados, mostrou uma tendéncia a reversdo, contudo esse
efeito s6 foi significativo na associacdo com a maior dose de ALA, sugerindo uma
acao antidepressiva do ALA. Um ponto importante desse resultado, foi visto um
melhor efeito antidepressivo quando a MIRT foi associada ao ALA 200, sugerindo
um sinergismo nessa associagao.

A depressdo frequentemente € acompanhada de distirbios do sono,
como insonia ou hipersonia (MURPHY; PETERSON, 2015). E visto na literatura que
um grande problema na utilizacdo da MIRT, é a sua agdo sedativa, que muitas
vezes € vista como efeito colateral, pois € limitante nas atividades diarias. Isto
decorre da sua atividade antagonista sobre o0s receptores histaminérgicos H1
(CROOM; PERRY; PLOSKER, 2009; PENA et al., 2005).

CORT e MIRT apresentaram um efeito sedativo no teste de tempo de
sono. Contudo, a associagcédo da MIRT e ALA (100 ou 200) conseguiu bloquear este
efeito da CORT e MIRT. A vantagem da associacdo foi a perda desse efeito
sedativo, mostrando assim que o paciente pode usar MIRT e nédo ter seu efeito
sedativo. Um fato importante observado foi que o ALA bloqueia o efeito sedativo da
MIRT mesmo na auséncia da CORT, usado como modelo de depresséo.

O estresse oxidativo desempenha papel significativo na fisiopatologia da
depressdo através de acdes de radicais livres e espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio. Os produtos do estresse oxidativo representam parametros importantes
para medir e prever o estado de depressao, bem como para determinar a eficacia
dos antidepressivos administrados (CEKIC et al., 2010).

O GSH possui papel central na biotransformacdo e eliminacdo de
xenobidticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo (HUBER;
ALMEIDA; FATIMA, 2008). Dados na literatura mostram que concentracdes
elevadas de GC estdo associadas ao estresse oxidativo (MCEWEN, 2008; ZAFIR;
BANU, 2009).

Contudo, no presente estudo a CORT nédo apresentou alteracdes
significativas nas concentracdes de GSH no CPF, HC ou CE. Todavia, a associacéo
de CORT, ALA na maior dose e MIRT apresentou um aumento de 113 %, 90,27 % e
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127% no CPF, HC e CE, respectivamente em relagdo aos animais tratados com
CORT.

O ALA e o DHLA séao potentes antioxidantes mitocondriais, promovem o
aumento de GSH (PAGANO et al., 2014; SALINTHONE et al., 2008) e a MIRT tem
efeitos quimioprotetores contra o estresse oxidativo, o que pode ser atribuido a sua
capacidade antioxidante (GULEC et al., 2013).

Nossos resultados mostram que ha um sinergismo entre as acdes
antioxidantes do ALA e da MIRT, porém, esse efeito s6 é observado na presenca de
um estimulo estressor como a CORT.

O malondialdeido (MDA) é um produto da decomposi¢cdo dos acidos
graxos insaturados em suas cadeias essenciais através de oxidacao e é aceito como
um marcador confiavel de estresse oxidativo (NOBRE JUNIOR; DE FRANCA
FONTELES; MENDES DE FREITAS, 2009). Em diversos estudos, foram
encontrados elevados niveis de MDA na depressao (RYBKA et al., 2013;
SARANDOL et al., 2007).

No presente estudo, a administracdo de CORT induziu a peroxidacao
lipidica, evidenciando assim, dano oxidativo. Isto se mostrou através do aumento
dos niveis de MDA no CPF, HC e CE. Houve uma reducao significativa nos niveis de
MDA nas é&reas estudadas quando houve a associacdo de MIRT + ALA 200 em
relacdo ao grupo CORT sozinha. Contudo, no HC essa reversao foi vista em todas
as associacées (CORT + MIRT e CORT + MIRT + ALA 100 ou 200). Um dado
interessante foi um efeito sinérgico promovido pela associacdo da MIRT com ALA
200 (CORT + MIRT + ALA 200) quando comparado com CORT + MIRT no HC e CE,
sugerindo a importancia da associacdo do ALA 200 com MIRT na diminuicdo do
estresse oxidativo. No CPF néo foi encontrada essa alteracao.

O nitrito é frequentemente usado como marcador do NO, pois em solucao
aguosa, o NO reage com o oxigénio molecular e se acumula no plasma/soro como
os ions nitrito (NO-2) e nitrato (NO-3) (FAGO; JENSEN, 2015). Estudos pré-clinicos
e clinicos revelaram que a depressdo estd associada com niveis alterados de
marcadores de estresse oxidativo e concentracdes reduzidas de varios compostos

antioxidantes endégenos (GSH, vitamina E, zinco e coenzima Q10). Estes
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pardmetros de estresse oxidativo pode ser normalizado pela terapia com
antidepressivos (SIWEK et al., 2013).

CORT apresentou um aumento significativo nas concentracdes de nitrito
nas areas cerebrais estudadas (180% CPF, 682% HC, 1.027% CE%). No CPF a
administragao de MIRT e ALA n&o reverteram o efeito, exceto na maior dose de
ALA. Isto também foi observado no HC (maior dose de ALA). Somente no CE, os
grupos associados com CORT (CORT + MIRT, CORT + ALA 100 ou 200 + MIRT)
apresentaram uma reversao nas concentracdes de nitrito semelhantes.

Os resultados mostram que a associacdo de ALA, na maior dose, com
MIRT tem efeito sinérgico e por isso, mostram a reversdo dos parametros oxidativos.

Pesquisas tem mostrado que, juntamente com a atividade do eixo HHA,
varias outras cascatas de sinalizacao intracelular também influenciam o mecanismo
fisiopatolégico da depressdo (MANJI; DUMAN, 2001; PERITO; FORTUNATO, 2012).
O papel do BDNF na depressao e o mecanismo de acao de drogas antidepressivas
€ bem documentado (MIDDELDORP et al., 2010).

Neste estudo, a CORT mostrou uma tendéncia a reduzir os niveis de
BDNF. Estes resultados estdo de acordo com a teoria neurotréfica da depresséo,
que diz que o nivel de BDNF pode ser esperado baixo em modelos de roedores de
depressao (NESTLER et al., 2002).

A administracdo de MIRT promoveu uma elevacao dos niveis de BDNF no
CPF, gque esta de acordo com estudos anteriores (CALABRESE et al., 2007; ENGEL
et al., 2013). A administracdo de MIRT sozinha ou associada com ALA 100 mostrou
niveis elevados de BDNF. Isto pode ser explicado pelo efeito neuroprotetor da MIRT
e do ALA (DE ARAUJO et al., 2011; ENGEL et al., 2013). Entretanto, esse efeito
neuroprotetor da MIRT e do ALA nao foi capaz de reverter o efeito estressor quando

associado com CORT.
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8 CONCLUSAO

Em conclusédo, determinamos que a administracdo de ALA associado a
MIRT é eficaz na reversdo da depressdo induzida por administracdo repetida de
CORT. O ALA sozinho ou associado a MIRT ou CORT nédo causou sedagdo nos
testes de CA e rota rod e, sobretudo, reduziu o efeito sedativo da MIRT no teste do
tempo de sono quando associado a este antidepressivo ou em associacdo com
MIRT e CORT.

Sobre o efeito antioxidante do ALA, viu-se que a maior dose deste
composto aumentou os niveis de GSH em todas as areas estudadas, bem como
reduziu os niveis de nitrito, protegendo do estresse oxidative induzido pela CORT.
Isto fornece evidéncia de que a combinagcdo de ALA + MIRT pode ser uma
perspectiva de tratamento da depresséo, no entanto, mais pesquisas devem ser

conduzidas nesta finalidade.
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