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RESUMO

A depressdo € um transtorno comum e recorrente, e a principal causa de incapacidade no
mundo. Estudos tém sugerido o envolvimento do estresse oxidativo e de fatores neurotroficos
na patogénese da depressao, o que tem direcionado a busca por novos agentes terapéuticos,
que apresentem atividade antioxidante e neuroprotetora. A riparina Il (RIP I1) é uma alcamida
isolada de Aniba riparia que apresentou atividade antidepressiva e ansiolitica em modelos de
estresse agudo. Este estudo teve como objetivo investigar a atividade de RIP I1 em um modelo
animal de depressdo induzida por corticosterona (CORT). Camundongos Swiss fémeas, 22-
269, foram utilizados nos experimentos e receberam CORT (20 mg/kg) ou veiculo por via
subcutanea uma vez ao dia durante 22 dias. A partir do 14° dia, foi administrado, por via oral,
veiculo ou RIP Il (50 mg/kg) ou Fluvoxamina (50 mg/kg, antidepressivo padrdo) apés a
injecdo de CORT, durante os ultimos 8 dias de tratamento com o horménio. Os camundongos
foram expostos aos seguintes testes comportamentais: nado forgado, suspensdo da cauda,
campo aberto, preferéncia por sacarose, labirinto em cruz elevado e labirinto em Y. Apos a
avaliacdo comportamental, as areas cerebrais (cortex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo)
foram dissecadas para a avaliacdo neuroquimica: parametros de estresse oxidativo (MDA,
nitrito e GSH) e dosagem de BDNF. A anélise estatistica dos dados foi realizada por one-way
ANOVA, seguida pelo teste post hoc de Newman-Keuls. O tratamento com CORT
desenvolveu comportamento tipo depressivo, ansioso e déficit cognitivo nos animais. A
administracdo subcronica de RIP Il, de maneira semelhante ao antidepressivo padrédo,
apresentou atividade antidepressiva, diminuindo o tempo de imobilidade nos testes de nado
forcado e suspensdo da cauda, sendo desprovida de efeito sobre a atividade locomotora dos
animais, como demonstrado no campo aberto. Além disso, RIP Il aprensentou atividade
ansiolitica no labirinto em cruz elevado e reverteu o déficit cognitivo causado por CORT no
labirinto em Y. RIP Il também foi capaz de reverter o dano oxidativo causado por CORT,
diminuindo os niveis de nitrito e MDA nas trés areas cerebrais avaliadas, além de reverter a
diminuicdo de GSH no cortex pré-frontal. Os niveis de BDNF, que foram diminuidos com a
administracdo de CORT, foram aumentados com a administracdo de RIP Il. Esses resultados
mostram o efeito antidepressivo e neuroprotetor de RIP Il contra os danos causados pelo
estresse, sugerindo que, posteriormente, esta poderd ser usada como alternativa
farmacoterapéutica no tratamento da depresséo.

Palavras-chave: Riparina Il. Antidepressivo. Corticosterona. Estresse oxidativo. Fator

Neurotroéfico Derivado do Encéfalo.



ABSTRACT

Effect of riparin Il on the reversion of behavioral and neurochemical alterations in mice

submitted to the model of depression induced by corticosterone

Depression is a common and recurrent disorder, and the leading cause of disability in the
world. Studies have suggested the involvement of oxidative stress and neurotrophic factors in
the pathogenesis of depression, which has directed the search for new therapeutic agents that
present antioxidant and neuroprotective activity. Riparin Il (RIP I1) is an isolated alkamide of
Aniba riparia that presented antidepressant and anxiolytic activity in models of acute stress.
This study aimed to investigate the activity of RIP Il in an animal model of depression
induced by corticosterone (CORT). Female Swiss mice, 22-26¢g, were used in the experiments
and received CORT (20 mg/kg) or vehicle subcutaneously once daily for 22 days. From the
14th day onward, RIP 1l (50 mg/kg) or Fluvoxamine (50 mg/kg, standard antidepressant) was
given orally following CORT injection during the last 8 days of treatment with the hormone.
The mice were exposed to the following behavioral tests: forced swimming, tail suspension,
open field, sucrose preference, elevated plus maze and Ymaze. After behavioral evaluation,
brain areas (pre-frontal cortex, striatum and hippocampus) were dissected for neurochemical
evaluation: oxidative stress parameters (MDA, nitrite and GSH) and BDNF dosage. Statistical
analysis of the data was performed by one-way ANOVA, followed by Newman-Keuls post-
hoc test. The treatment with CORT developed depressive and anxiety-like behavior, and
cognitive deficits in the animals. The subchronic administration of RIP I, similarly to the
standard antidepressant, showed antidepressant activity decreasing the immobility time in the
forced swimming and tail suspension tests, being devoid of effect on the locomotor activity of
the animals, as demonstrated in the open field. In addition, RIP Il showed anxiolytic activity
in the elevated plus maze and reversed the cognitive deficit caused by CORT in the Ymaze.
RIP Il was also able to reverse the oxidative damage caused by CORT, decreasing levels of
nitrite and MDA in the three areas evaluated, in addition to reversing the decrease of GSH in
the prefrontal cortex. BDNF levels, which were decreased with CORT administration, were
increased with RIP 1l administration. These results show the antidepressive and
neuroprotective effect of RIP 11 against the stress damages, suggesting that it can later be used
as a pharmacotherapeutic alternative in the treatment of depression.

Keywords: Riparin Il. Antidepressive. Corticosterone. Oxidative stress. Brain-Derived

Neurotrophic Factor.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da depressao

A depressdo € um transtorno comum e recorrente, sendo a principal causa de
incapacidade no mundo (O’LEARY; DINAN; CRYAN, 2015). Estima-se que haja cerca de
350 milhdes de pessoas afetadas no mundo todo. A depressdo deve ser diferenciada de
respostas emocionais normais a desafios da vida diaria, ja que, em casos mais graves, pode
levar a problemas sérios, como o suicidio. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, mais de
800.000 pessoas morrem a cada ano por suicidio, e esta € a segunda causa de morte de
pessoas entre 15 e 29 anos (WHO, 2017).

A depressdo apresenta-se cerca de duas a trés vezes mais frequentemente em
individuos do sexo feminino. Estudos apontam que cerca de um terco das mulheres tera um
episodio de depressdo ao longo da vida. Além disso, esse também é considerado um fator de
risco para depressdo resistente ao tratamento (KORNSTEIN; SCHNEIDER, 2001;
KESSLER, 2003; FERRARI et al., 2013; AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,
2017).

O Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-5) descreve nove
sintomas da depressdo: 1) humor deprimido, 2) prazer ou interesse diminuidos, 3) perda de
apetite e/ou peso, 4) distarbios do sono, 5) agitacdo ou retardo psicomotor, 6) fadiga e perda
de energia, 7) sentimentos de culpa, 8) dificuldade de pensamento e concentracdo, 9)
pensamentos recorrentes de morte e ideacdo suicida. Para que seja estabelecido o diagndstico
de depressdo, o individuo deve apresentar cinco ou mais sintomas, dentre 0s quais devem
estar o primeiro e/ou 0 segundo, e estes devem permanecer por pelo menos duas semanas
(FRIED; NESSE, 2015; AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2017).

A depressdo é uma doenga de alta complexidade principalmente pelo fato de que
ela coexiste com outras condi¢fes psiquiatricas, como a ansiedade, levando o paciente a
apresentar inclusive sintomas autondmicos, como tremor e palpitacdo. Segundo Dalrymple e
Zimmerman (2007), os pacientes que apresentam desordens de ansiedade tém um
desenvolvimento mais precoce da depressdo, episodios depressivos mais longos, maior risco
de suicidio, maior abuso e dependéncia de alcool e um pior desenvolvimento social e
funcional, quando comparados aos individuos que apresentam apenas depressdao (ADAMS et
al., 2016).

Embora ainda néo se saiba com clareza os mecanismos envolvidos, a depressao
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tem sido considerada fator de risco para o desenvolvimento de diversas doencas graves.
Individuos depressivos apresentam risco aumentado de desenvolver cardiopatias — cerca de
1,5 vezes (KOOY et al., 2007), diabetes mellitus - 1,26 a 1,37 vezes (KNOL et al., 2006),
doenca de Alzheimer — 2,03 vezes (OWNBY et al., 2006) e epilepsia — 3 a 7 vezes
(HESDORFFER et al., 2006), quando comparados a individuos ndo depressivos.

Esses dados mostram que a depressdo é uma doenga de alta complexidade e
heterogeneidade, portanto, faz-se necessario investigar suas causas e caracteristicas, para que

sejam estabelecidos tratamentos mais eficazes.

1.2 Fisiopatologia da depressao

A fisiopatologia da depressdo, embora muito estudada, ainda ndo se encontra
totalmente elucidada. Diversas teorias tém sido propostas para explicar os mecanismos
envolvidos na patogénese da depressdo e acredita-se que sua etiologia seja resultado de
anormalidades em fatores genéticos e ambientais (KRISHNAN; NESTLER, 2008), sendo o
estresse o principal fator ambiental descrito na predisposicdo dos individuos a depressao
(KELLER; NEALE; KENDLER, 2007; ANDREWS et al., 2011; WILLNER; SCHEEL-
KRUGER; BELZUNG, 2013). De fato, a maior parte dos episodios diagnosticados como
depressdo sdo precedidos por um evento estressante de natureza diversa. Em um estudo
longitudinal, 88,1% dos casos diagnosticados foram relacionados a um estressor, enquanto
apenas 11,9% tinham origem endogena (KELLER; NEALE; KENDLER, 2007).

Parece ser um consenso o envolvimento dos neurotransmissores monoaminérgicos
na depressdo. Serotonina e noradrenalina e, em menor extensdo, dopamina, estdo, direta ou
indiretamente, relacionadas a depressdo. Todos os antidepressivos descritos até 0 momento
agem sobre as monoaminas por mecanismos diversos (KRISHNAN; NESTLER, 2008,
ANDREWS et al., 2011).

Pesquisas com roedores knock out para receptores monoaminérgicos ou com
disfuncdo na transmissdo monoaminérgica mostraram fortes evidéncias experimentais que as
monoaminas tém papel importante nos sintomas depressivos e na resposta aos antidepressivos
(HEISLER et al., 1998; MAYORGA et al., 2001; CRYAN et al., 2004).

Os niveis de serotonina, noradrenalina e dopamina estdo diminuidos nos cérebros
de pacientes depressivos (SAPOLSKY, 2004), e, considerando que 0s niveis
monoaminérgicos sao regulados de forma homeostatica (BEST; NIJHOUT; REED, 2010), o

estresse altera, de forma ainda ndo totalmente esclarecida, os niveis dessas monoaminas
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(ANDREWS et al., 2011).

A teoria monoaminérgica, no entanto, ndo explica exaustivamente as alteragdes
encontradas na depressdo. Por isso, diversas outras hipoteses tém sido desenvolvidas, que
possam explicar com mais clareza as vias cerebrais envolvidas na fisiopatologia dos
transtornos depressivos, incluindo o envolvimento das neurotrofinas, do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal, do estresse oxidativo e da neuroinflamacdo (KRISHNAN; NESTLER,
2008).

1.2.1 Estresse e depressdo: ativacdo do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA)

Estudos sugerem que a exposicdo ao estresse € um fator relacionado ao
desenvolvimento da depressdao (GOLD; CHROUSQOS, 2002), ja que quase 90% dos pacientes
vivenciam eventos estressantes antes do inicio dos sintomas depressivos (KELLER; NEALE;
KENDLER, 2007).

Fisiologicamente, a exposicdo a um fator estressante agudo ativa 0 eixo
hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA), resultando em uma cascata de eventos endocrinos.
Essa cascata inclui a liberacdo e transporte do hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e
vasopressina (VP) de neurdnios do nudcleo paraventricular do hipotadlamo para a hipofise
anterior, onde estimulam a liberacdo do hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH) para a
circulacdo sisttmica. O ACTH estimula a producdo e liberacdo de glicocorticoides (cortisol
em humanos e corticosterona em roedores) do cértex da adrenal para a circulacdo sistémica
(Figura 1). Uma vez liberados, os glicocorticoides agem nos tecidos periféricos e no cérebro,
iniciando mudangas metabolicas e neuromodulatérias necessérias para lidar com o fator
estressante. Essa cascata € controlada por retroalimentacdo negativa (MCEWEN, 2007;
AGUILERA, 2011; WILLNER; SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 2013).
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Figura 1 — Eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal
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Fonte: Zuardi (2013).

Os receptores de glicocorticoides estdo intimamente envolvidos no processo de
retroalimentacdo negativa do eixo HHA. Quando estes receptores estdo disponiveis em nivel
alto, a inibigdo por retroalimentacdo do nlcleo paraventricular é aumentada e a atividade no
eixo HHA ¢é fortemente controlada. Contudo, quando estes receptores estdo em nivel baixo, a
inibicdo por retroalimentacdo é ineficiente e o estimulo que provoca a resposta no eixo HHA
permite um aumento, maior que o normal, nos niveis de cortisol (ANTONI, 1986; MCEWEN,
2007; AGUILERA, 2011; ZUNSZAIN et al., 2011; VINCENT et al., 2013).

A ativacdo prolongada do eixo HHA, pode apresentar um sério risco a saude,
podendo levar a imunossupressao, inibicdo do crescimento, distdrbios do sono, impedimento
da memoria, diminuicdo do comportamento sexual e disforia crénica (CONRAD et al., 1996;
MCEWEN, 1998; AMATO; RI1ZZI; MOLES, 2001).

O hipocampo é particularmente susceptivel aos efeitos danosos do estresse
prolongado, visto que possui grande densidade de receptores glicocorticoides. Esses efeitos
danosos sdo evidenciados pela diminuicdo da ramificacdo dendritica e diminuicdo da
neurogénese, com possivel reducdo do tamanho hipocampal (FUCHS, 2007; PHAM et al.,
2003; KANDEL et al., 2014).
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Indmeras linhas de pesquisa revelam uma estreita conexdo entre a excessiva
ativacdo do eixo HHA e a depressdo. Em cerca de 50% dos individuos com depressdo, 0o
sistema de retroalimentacdo negativa esta comprometido, e o eixo HHA torna-se resistente a
supressdo, mesmo por potentes glicocorticoides sintéticos, como a dexametasona (KANDEL
et al., 2014). Cerca de metade dos pacientes com depressdo apresentam hipercortisolemia e
auséncia da liberacdo pulsatil do cortisol, que podem ser revertidos pelo tratamento com
antidepressivos (HOLSBOER, 2001; STERNER; KALYNCHUK, 2010). Além disso, também
foram observados aumento dos niveis de CRH no liquido cefalorraquidiano e aumento dos
niveis urinarios de cortisol em pacientes depressivos (NESTLER et al., 2002; SOUTHWICK;
CHARNEY, 2005).

Estudos recentes do grupo de Neurofarmacologia da Universidade Federal do
Cearéa evidenciaram que a administracdo cronica de corticosterona (horménio equivalente ao
cortisol) em camundongos resultou em comportamento do tipo depressivo e aumento do
estresse oxidativo em areas cerebrais, confirmando a teoria da disfuncéo do eixo HHA frente
ao estresse cronico (SILVA et al., 2013; SOUSA et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2015).
Com isso, tém-se demonstrado o papel fundamental da disfuncdo do eixo HHA e dos niveis
elevados de glicocorticoides na patogénese da depressao, sugerindo que este pode ser um alvo
para as drogas antidepressivas (CHOPRA; KUMAR; KUHAD, 2011).

1.2.2 Estresse Oxidativo e Depressao

A oxidacdo é parte fundamental da vida aer6bica e do nosso metabolismo. Nos
processos naturais sdo produzidos radicais livres e outros fatores reativos, que podem interagir
com diversos substratos, desempenhando fungdes como sinalizacdo celular, respostas
imunoldgicas e mitose (NG et al., 2008). O estresse oxidativo é definido como um
desequilibrio entre as defesas antioxidantes e a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERNSs) no organismo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Radicais livres consistem de estruturas quimicas que contém um ou mais elétrons
desemparelhados nos atomos de oxigénio ou nitrogénio, o que confere a molécula um estado
altamente reativo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). No entanto, as EROs e ERNs
abrangem ndo somente radicais de oxigénio e nitrogénio, como superéxido (0%), hidroxila,
oxido nitrico, mas também derivados que ndo sdo radicais, como o perdxido de hidrogénio
(H202) (BERRA; MENCK; DI MASCIO, 2006).

Em condicGes fisiologicas, as vias de defesa compensam a producdo de EROs e
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ERNSs, entretanto, em condic¢des de producgdo excessiva ou comprometimento das defesas do
organismo, as EROs e ERNs poderao reagir com acidos graxos, proteinas e DNA, causando
dano a esses substratos (MAES et al., 2011a).

Este desequilibrio tem sido relacionado com a fisiopatologia de uma série de
doencas neuropsiquiatricas e neurodegenerativas, como depressdo, esquizofrenia, doencga de
Alzheimer e Doenca de Parkinson, visto que o cérebro é particularmente susceptivel aos
danos decorrentes do estresse oxidativo (JUNG et al., 2007; BILICE et al., 2001;
MAGALHAES et al., 2011). A susceptibilidade do cérebro decorre do alto teor de acidos
graxos insaturados, alto consumo de oxigénio e escassez dos sistemas de defesa antioxidantes
(NG et al., 2008).

O oxido nitrico (NO) é uma das principais ERNs e seus niveis podem ser
mensurados indiretamente pela determinacdo de nitrito/nitrato, uma vez que o NO passa por
varias reacdes em fluidos bioldgicos resultando na formacdo de nitritos e nitratos. O NO €
uma molécula sintetizada a partir da L-arginina na presenca do co-fator NADPH pela
ativacdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS) de curta duracdo (BECKMAN;
KOPPENOL, 1996). Evidéncias sugerem que ambas as isoformas da NOS, induzivel e
neuronal, participem de muitos processos neuronais importantes (DAWSON; SNYDER,
1994).

Embora exerca diversas funcgdes fisioldgicas Uteis, quando em excesso, 0 NO
pode exercer efeitos nocivos. Em determinadas condicdes, o NO e o O* podem interagir,
resultando na formacdo de peroxinitrito (ONOO-), um produto altamente tdxico. Este
composto € capaz de reagir com diversas moléculas: proteinas, lipidios, carboidratos e
acidos nucléicos, danificando-os. Além disso, seus provaveis produtos de decomposicéao, o
radical OH- e o didxido de nitrogénio, dentre outros, tém semelhante potencial deletério
(RADENOVIC et al., 2003; UZUM et al., 2005).

Todos os componentes celulares sdo susceptiveis a acdo das EROs, porém a
membrana é um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacdo lipidica. Esse processo
ocorre quando as EROs reagem com &cidos graxos poliinsaturados presentes nas membranas
celulares e lipoproteinas, o que resulta na degradacgéo de suas estruturas lipidicas. Em funcao
disto, h& perda da seletividade na troca ibnica, com falha no potencial de membrana, e
eventual ruptura, com liberacdo do contetido de organelas e formacdo de produtos citotdxicos
(BILICI et al., 2001), como o malonildialdeido (MDA), usado como marcador bioldgico
indicativo de estresse oxidativo e dano celular (ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER,
1990; DEVASAGAYAM et al, 2003), podendo resultar em morte celular (MAES et al.,
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2011a).

Em condigdes fisioldgicas, o organismo dispGe de um sistema antioxidante que
consegue neutralizar as EROs e ERNS, constituido por agentes de acdo ndo enzimaética e
enzimatica (HALLIWELL, 2007; BARREIROS et al, 2006). O sistema de defesa nédo
enzimético é composto por reagentes exdgenos, como vitaminas C e E e sais minerais, que

sdo normalmente obtidos na alimentacdo (MAES et al., 2011a).

O sistema de defesa enzimatico inclui as enzimas Superoxido Dismutase
(SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GSH-Px). Esta reduz o H,0O, a agua, mas
para isso precisa da conversdo da glutationa reduzida (GSH) em oxidada (GSSG). Para
completar o ciclo, a enzima Glutationa Redutase (GR) reduz a molécula de GSSG a sua
forma reduzida em uma reacdo de oxidacdo de NADPH (KULAK et al.,2013).

GSH ¢ a principal defesa antioxidante da célula e estd intimamente relacionada
ao equilibrio do ciclo celular redox, sendo assim, a manutencéo dos seus niveis é primordial
para o0 bom funcionamento da célula e combate ao estresse oxidativo (KULAK et al.,2013).

Diversos estudos relatam distarbios oxidativos em pacientes deprimidos,
incluindo dano oxidativo, com aumento de EROs e ERNs, e funcdo enzimatica dos sistemas
antioxidantes diminuida (OCZAN et al., 2004; NG et al., 2008; MAES et al., 2011b). O
estresse oxidativo causa danos as proteinas e ao DNA no cérebro, levando a lesdo e
apoptose de neurdnios. Além da peroxidacdo lipidica e da reducdo da atividade das enzimas
antioxidantes, o estresse oxidativo também leva ao aumento do catabolismo dos
neurotransmissores monoaminérgicos, mecanismos estes relacionados a fisiopatologia da
depressdo (BILICI et al., 2001).

Além desses achados, outros estudos também demonstraram que a inibicdo das
isoformas neuronal e induzivel da NOS previne o aparecimento de sintomas da depressdo
em roedores e 0 desenvolvimento do modelo de depresséo induzida por estresse (DHIR;
KULKARNI, 2007; WANG; AN; ZHANG, 2008).

1.2.3 Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF) e depresséao

A partir da observacdo da diminuicdo do volume do hipocampo e de outras areas
cerebrais de individuos depressivos, foi postulada uma hipotese para a patogénese da
depressdo envolvendo as neurotrofinas, que sdo fatores de crescimento que também regulam a
plasticidade no cérebro (KRISHNAN; NESTLER, 2008).



24

As neurotrofinas, ou fatores neurotréficos, sdo proteinas homodiméricas
reguladoras da neurogénese, crescimento, diferenciacéo e plasticidade neuronal, morte celular
e migracdo, estando relacionadas ainda a inflamagcdo (DWIVEDI, 2009; PALLAVI et al.,
2013).

O BDNF (fator neurotr6fico derivado do cérebro) é a neurotrofina mais
amplamente investigada e considerada a de maior importancia. E encontrado amplamente no
hipocampo, amigdala, neocdrtex e cerebelo e exerce suas fungdes ligando-se principalmente
ao receptor Trk (receptor cinase relacionado a tropomiosina) do subtipo TrkB, ligando-se
também, em menor proporc¢do, ao receptor p75 (LEVENTHAL et al., 1999; NUMAKAWA et
al., 2010).

As neurotrofinas, em especial o BDNF, estdo relacionadas aos importantes
fendmenos de neurogénese e sinaptogénese, e a alteracdo na sua expressao e atividade (que
pode ser decorrente de estresse, isquemia, convulsdes, etc.) tem sido relacionada a patogénese
de doencas psiquiatricas e neurodegenerativas, como depressdo, doenca de Alzheimer e
doenca de Parkinson (CUNHA; BRAMBILLA; THOMAS, 2010; SHELINE, 2011,
DESHMUKH; KNIERIM, 2012; BAI et al., 2014).

A hipotese neurotréfica da depressdo postula que a exposi¢do cronica ao estresse
resulta em diminuicdo da expresséo e atividade de BDNF, levando ao prejuizo das funces de
regides limbicas, como emocdo e aprendizado (DUMAN; MONTEGGIA, 2006). Estudos
com modelos animais mostram que 0s antidepressivos sao capazes de reverter esse quadro,
aumentando os niveis de BDNF (SIUCIAK et al., 1997; SOUSA et al., 2015;
VASCONCELOS et al., 2015; GAWALI et al., 2016).

A farmacoterapia com antidepressivos nem sempre é eficaz e apresenta altos
indices de resisténcia. Estudos tém demonstrado que a resisténcia ao tratamento com 0s
antidepressivos esta relacionada a um polimorfismo no gene BDNF. Esse polimorfismo, que
pode ser induzido pelo estresse, consiste na substituicdo do aminoacido valina por metionina
no cdédon 66 do BDNF e mostrou alterar a expressdo e o processamento de BDNF, como
representado na Figura 2 (EGAN et al., 2003; IBARGUEN-VARGAS et al.,, 2009;
SANCHEZ et al., 2011; HOSANG et al., 2014; EL-HAGE et al., 2015; JIANG et al., 2017).
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Figura 2 — Alteragéo na expressao de BDNF em decorréncia do polimorfismo Val/Met

Fonte: Krishnan e Nestler (2008).

Portanto, o BDNF configura-se como uma ferramenta importante para a
investigacdo dos mecanismos envolvidos na etiologia da depressdo, bem como no

desenvolvimento de alternativas terapéuticas para o seu tratamento.

1.3 Modelo de depressao induzida por corticosterona

Os modelos animais sdo ferramentas fundamentais para o estudo de doencas
humanas, como a depressdo. No entanto, € um desafio selecionar medidas qualitativas em
animais que sejam correspondentes aos sintomas apresentados em humanos, visto que esses
sintomas sdo, por vezes, subjetivos e variaveis. Além disso, alguns dos sintomas da depressdo
ndo podem ser medidos em animais, como é o caso da ideacdo suicida (WILLNER, 1984;
DEUSSING, 2006).

Em roedores, varios achados indicaram que repetidas injecGes de corticosterona
induziram aspectos comportamentais e neuroquimicos da depressdo, incluindo efeitos sobre a
neurogénese (ZHAO, 2008a; MAO et al., 2012), o metabolismo cerebral de monoaminas
(INOUE; KOYAMA, 1996) e o comportamento tipo depressivo, como demonstrado no teste
de nado forcado e de suspensdo da cauda (IIJIMA et al., 2010; SILVA et al., 2013).

Com base nestes resultados, foi possivel concluir que esse modelo animal é valido
para o estudo da etiologia da depressdo e para avaliar a eficacia de drogas antidepressivas
(STERNER; KALYNCHUK, 2010), tendo sido apontado inclusive como um modelo animal
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de depressdo resistente ao tratamento (CALDARONE; ZACHARIOU; KING, 2015) e de
depressdo psicotica priméria (I1IJIMA et al., 2010).

1.4 Abordagem terapéutica da depressao

O tratamento da depressdo envolve ndo apenas farmacos antidepressivos, mas
também intervencGes comportamentais e medidas psicoterapéuticas. Estudos evidenciaram a
relacdo entre héabitos de vida ndo saudaveis e o aparecimento de sintomas depressivos
(HIDAKA, 2012). Desse mesmo modo, dietas balanceadas, realizacdo de exercicios fisicos,
cuidados com a qualidade do sono e 0 ndo uso de bebidas alcodlicas tém sido descritos como
auxiliares no tratamento da depressdo. Além disso, muitos estudos tém demonstrado a
importancia da terapia com mausica, animais e exercicios de relaxamento como coadjuvantes
no tratamento dos sintomas depressivos (ERKKILA et al., 2011; BENTLEY;,
PAGALILAUAN; SIMPSON, 2014; KAMIOKA et al., 2014).

A psicoterapia no tratamento da depressao ja é bastante estudada. Os métodos, que
incluem terapia cognitivo-comportamental, psicoterapia interpessoal, terapia de resolucdo de
problemas, psicodindmica, tém mostrado eficicia no tratamento da depressdo (CUIJPERS et
al., 2008).

Apesar de todas as opcOes terapéuticas como coadjuvantes no tratamento da
depressdo, a utilizacdo de farmacos é necessaria na maioria dos casos. Os farmacos
antidepressivos utilizados até hoje ainda apresentam falhas, como efeitos adversos e demora
no inicio dos efeitos. Apesar disso, desde as primeiras classes de antidepressivos descritos,
muitos avancos j& ocorreram, garantindo a descoberta de farmacos cada vez mais seguros e
eficazes (MORENO et al.,, 1999; KRISHNAN, NESTLER, 2008; O’LEARY; DINAN;
CRYAN, 2015).

A primeira classe de antidepressivos descoberta foi a dos inibidores da
monoaminoxidase (IMAO), ja na década de 50. Seu mecanismo na depressdo consiste no
blogueio da isoforma A da enzima monoaminoxidase, responsavel pela degradacdo dos
neurotransmissores monoaminérgicos. No entanto, seus efeitos adversos levaram a busca de
novas drogas. Como exemplo de farmacos dessa classe, tem-se a fenelzina e a tranilcipromina
(MORENO et al., 1999; STAHL, 2014).

Outra classe de farmacos largamente utilizada é a dos antidepressivos triciclicos
(ADT), cujo mecanismo consiste em bloguear a recaptacdo de monoaminas, principalmente

noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT), e, em menor propor¢do, dopamina (DA). O
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blogueio de outros receptores, como histaminérgicos, alfa-adrenérgicos e muscarinicos esta
relacionado aos seus efeitos adversos (hipotensdo ortostatica, sedacdo, constipacéo,
xerostomia). Os principais exemplos de farmaco sdo amitriptilina e nortriptilina (MORENO et
al., 1999; STAHL, 2014).

Os inibidores seletivos da receptacdo de serotonina (ISRS) estdo entre o0s
farmacos de escolha para o tratamento da depressdo. Possuem baixa afinidade por receptores
histaminérgicos, adrenérgicos e muscarinicos, diminuindo assim os efeitos adversos
encontrados nos ADT (MORENO et al., 1999; STAHL, 2014). Entre os ISRS, a fluvoxamina
tem-se destacado como critério de escolha no tratamento de alguns subtipos de depresséo,
inclusive em depressdes severas (OTTEVANGER, 1991). Tem-se utilizado a fluvoxamina
também no tratamento dos transtornos de ansiedade, entre eles, o transtorno obsessivo-
compulsivo (MUNDO et al., 2001), a ansiedade generalizada, a fobia social, o transtorno de
estresse pds-traumatico e os estados mistos de ansiedade e depressdo (LAWS et al., 1990),
além da depressdo maior com ansiedade comdrbida (SONAWALLA et al., 1999) e como
monoterapia na depressao psicotica (FURUSE; HASHIMOTO, 2009).

Del Porto et al. (2007) em seu estudo, utilizando fluvoxamina, confirmaram sua
eficdcia e tolerabilidade no tratamento do transtorno depressivo maior, assim como sua
eficacia no tratamento das alteragBes do sono encontradas nos pacientes deprimidos. O perfil
de eventos adversos foi o esperado para os ISRS, ressaltando-se o fato de que poucos
pacientes relataram disfuncéo sexual (2,5% dos pacientes).

Os inibidores duplos da recaptacdo de serotonina e noradrenalina sdo uma classe
mais recente de antidepressivos, capazes de inibir tanto o transportador de serotonina (SERT),
quanto o de noradrenalina (NERT), possuindo baixa afinidade pelo de dopamina. Foram
farmacos descobertos a partir da tentativa de melhorar o tratamento. A venlafaxina e a
desvenlafaxina sdo farmacos pertencentes a essa classe (MORENO et al., 1999; STAHL,
2014).

Buscando aumentar a eficacia e a tolerabilidade dos farmacos antidepressivos,
foram desenvolvidos farmacos com mecanismos de acao distintos, dentre eles moclobemida,
trazodona, bupropiona e mirtazapina (MORENO et al., 1999; STAHL, 2014).

Embora com grandes avangos, a farmacoterapia da depressdo ainda apresenta
falhas, como presenga de resisténcia ao tratamento, demora no inicio dos efeitos, bem como
efeitos adversos (AMSTERDAM; HORNIG-ROHAN, 1996; MCINTYRE et al., 2014). Esses
fatores justificam a pesquisa de novas drogas que apresentem melhores caracteristicas de

seguranca, eficacia e tolerabilidade, aumentando, assim, a adeséo ao tratamento e a qualidade
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de vida dos pacientes. Nesse contexto, os produtos naturais constituem uma grande fonte para
o0 desenvolvimento de novas drogas (CARLSON, 2010).

1.5 Riparina Il

A riparina Il é um produto natural que foi isolado, pela primeira vez, no
Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba, e, desde entdo
tem sido utilizada em diversos estudos para investigacdo de sua atividade bioldgica. E
extraida do fruto ndo maduro da espécie Aniba riparia (Figura 3), uma planta da familia
Lauraceae, conhecida popularmente como louro amarelo e encontrada em diversos paises
como Peru, Equador e Colémbia. No Brasil, ocorre principalmente na regido da Amazonia
(BARBOSA-FILHO et al., 1987; CASTELO-BRANCO, 2000).

Figura 3 — Aniba riparia (Nees) Mez

Fonte:
http://fm2.fieldmuseum.org/vrrc/max/LAUR-anib-ripa-ecu-2188224.jpg (acesso: 05/17)

Os frutos da Aniba riparia contém diversos constituintes, dentre 0s quais
flavonoides, neolignanas, stirilpironas e alcamidas (BARBOSA-FILHO et al., 1987). Esta
ultima classe é de interesse de pesquisadores na busca de substancias farmacologicamente
ativas (CASTELO-BRANCO, 2000). Do fruto ndo maduro de Aniba riparia foram extraidas
trés alcamidas, as quais apresentaram acdes bioldgicas, como descrito na Figura 4.



Figura 4 — AgBes biologicas das riparinas

ALCAMIDA ATIVIDADE BIOLOGICA
Anticonvulsivante (MONTEIRO ef al, 2003), Antimicrobiana
Riparina I (MARQUES. 2001), Miorrelaxante (MARQUES ef al., 2005),
(O-mefil-N-benzoil | Hipotensor (SEDXAS, 1996), Antidepressiva, Ansiolifica
tiramina) (SOUSA et al., 2005), Antinociceptivo (ARAUITO ef al.. 2009)
Anticonvulsivante (LEITE ef al, 2006), Antimicrobiana
Fiparina T (MARQUES, 2001). Relaxante de traqueia de cobaia

(O-metil-N-2 hidroxi

benzoil tiramina)

(CASTELO BRANCO et al.. 2000), Hipotensor (SEIXAS,
1996), Antidepressivo (TEINEIRA of al, 2013), Ansiolitico

(SOUSA ef al.. 2007). Anti-inflamatério (CARVALHO e al.,
2013)

Anticonvulsivante (MONTEIRO e al, 2005), Espasmodico

Riparina [T (THOMAS ef al, 1994); Miorrelaxante (MARQUES ef al |
{(O-metil-N-2.6- 2005), Antimicrobiana (MARQUES, 2001). Hipotensor
dihidroxi benzoil (SEIXAS, 199§), Antinociceptivo e  anfi-inflamatorio

tiramina) (VASCONCELOS, 2015), Antidepressivo (SOUSA ef al., 2004;

MELO ef al., 2013; VASCONCELQOS et al.. 2015). Ansiolitico
(MELO ef al., 2006; SOUSA ef al.. 2004)

Fonte: Carvalho (2016).

A riparina Il (O-metil)-N-2(hidroxibenzoil) tiramina é formada pela unido da tiramina
(uma feniletilamina) e do acido benzoico. Apresenta uma hidroxila no anel do acido benzoico
e um metil ligado ao oxigénio, formando uma funcédo éter, no anel da tiramina (Figura 5). A
tiramina € uma amina simpaticomimética de acdo indireta que causa liberacdo de

catecolaminas armazenadas (STAHL, 2014).
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Figura 5 — Estrutura quimica da riparina Il

b

Fonte: Castelo-Branco (1992).

Em estudos recentes do nosso grupo, riparina I, administrada agudamente,
apresentou efeitos sobre o Sistema Nervoso Central, incluindo atividade ansiolitica,
antidepressiva e antioxidante, além de anti-inflamatdria e antinociceptiva (SOUSA et al.,
2007; TEIXEIRA et al., 2013; CARVALHO et al., 2013; CARVALHO, 2016).

O efeito antidepressivo parece ser mediado por uma interacdo com 0s sistemas
dopaminérgico (receptores D1 e D2), noradrenérgico (receptor al) e serotonérgico (receptor
5-HT1a). O efeito antioxidante € relacionado & melhora dos sistemas antioxidantes
enzimaticos enddgenos e a reducdo da peroxidacao lipidica (TEIXEIRA, 2013).

Em avaliagdo pré-clinica, RIP Il apresentou baixa toxicidade in vitro, quando
avaliada em linhagens de fibroblastos e macrofagos. In vivo, RIP Il mostrou ser segura em
camundongos, pois ndo apresentou efeitos nocivos em testes de toxicidade aguda e cronica,
apresentando DL50 superior a 2000mg/kg (SILVEIRA, 2007; CARVALHO, 2016).

Embora a atividade antidepressiva da RIP Il tenha sido observada em modelo
animal de estresse agudo, seus mecanismos em modelos animais de estresse cronico ainda ndo
foram estudados. Desse modo, nosso objetivo foi investigar os efeitos da riparina Il em
modelo crénico de depressao, bem como o envolvimento do fator neurotréfico, acreditando
que essa substancia de origem natural pode ser uUtil no desenvolvimento de alternativas

terapéuticas para a depressao.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A depressdo € uma doenca grave, cronica e incapacitante, que compromete a
qualidade de vida do individuo e de sua familia. A depressdo esta entre 0s transtornos
psiquiatricos mais comuns do mundo. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, cerca de
350 milhdes de pessoas vivem com depressdo (O’LEARY; DINAN; CRYAN, 2015; OMS,
2017).

A investigacao das vias envolvidas na fisiopatologia da depressao constitui-se um
desafio, visto que ndo existe um modelo animal que represente exatamente e
concomitantemente as caracteristicas da depressdo, pois alguns dos sintomas, como culpa,
baixa autoestima e ideagdo suicida, s@o subjetivos e variaveis, tornando dificil investiga-los
em animais (DEUSSING, 2006). Nesse contexto, 0 modelo animal de depresséo induzida por
corticosterona € considerado uma ferramenta Util para a investigacdo da etiologia da
depressdo e para a avaliagdo da eficacia de farmacos antidepressivos (STERNER;
KALYNCHUK, 2010), reproduzindo, ainda que de maneira limitada, a grande dificuldade da
farmacoterapia da depressdo: a resisténcia ao tratamento (CALDARONE; ZACHARIOU;
KING, 2014)

Apesar dos avangos no conhecimento da neurobiologia da depressdo e no
desenvolvimento de farmacos, os antidepressivos presentes no mercado atualmente ainda tém
seu mecanismo baseado na classica hipGtese monoaminérgica da depressdao. Embora
proporcionem melhora no quadro dos pacientes, sdo drogas com inicio de acdo lento e com
muitos efeitos adversos, além da resisténcia ao tratamento, que ainda alcanca altos indices
(MORENQO et al., 1999; O’LEARY; DINAN; CRYAN, 2015). Nesse contexto, os produtos
naturais constituem uma grande fonte para o desenvolvimento de novas drogas (CARLSON,
2010). Em estudos recentes do nosso grupo, riparina Il, uma alcamida isolada de Aniba
riparia, apresentou, quando administrada agudamente, efeitos sobre o Sistema Nervoso
Central, incluindo atividade ansiolitica, antidepressiva e antioxidante, além de anti-
inflamatoria e antinociceptiva (SOUSA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2013; CARVALHO et
al., 2013; CARVALHO, 2016).

Diante do rico potencial farmacoldgico da riparina Il e de sua atividade
antidepressiva, j& demonstrada em modelos animais de estresse agudo, foi dada continuidade
a investigacdo do efeito antidepressivo da RIP II, utilizando o modelo de depresséo induzida
por corticosterona no presente estudo. Nessa perspectiva, pretendeu-se investigar, mais
detalhadamente, o efeito antidepressivo de RIP Il, com énfase na hipo6tese neurotréfica da

depressao.
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3 OBJETIVO

3.1 Geral

Estudar o efeito da riparina Il na reversdo de alteracdes comportamentais e neuroquimicas em

camundongos submetidos ao modelo de depressdo induzida por corticosterona.

3.2 Especificos

v

v

Avaliar a inducdo do estado depressivo pelo modelo de administragdo cronica de
CORT em camundongos por meio do teste do nado for¢ado

Avaliar a influéncia de RIP Il e CORT na atividade locomotora de camundongos por
meio do teste do campo aberto

Observar o efeito da RIP 1l na reversdo das alteragdes comportamentais de desamparo
aprendido por meio dos testes de nado forcado e suspensdo da cauda em camundongos
submetidos a exposicdo cronica de CORT

Avaliar o efeito da RIP Il na reversdo da anedonia provocada pela administracdo
crénica de CORT em camundongos por meio do teste de preferéncia pela solucéo de
sacarose

Observar o efeito da RIP Il na reversdo do comportamento ansioso provocado por
CORT em camundongos por meio do labirinto em cruz elevado

Investigar o efeito do tratamento com RIP |1 sobre as alteragdes de memoria induzidas
por CORT em camundongos por meio do labirinto em Y

Avaliar parametros de estresse oxidativo (MDA, nitrito e GSH) no cortex pré-frontal,
corpo estriado e hipocampo de camundongos expostos a CORT e tratados com RIP 11
Investigar o efeito da RIP Il sobre os niveis de BDNF no hipocampo de camundongos
submetidos a administracdo crénica de CORT
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material Botanico

Os frutos verdes da Aniba Riparia foram coletados na regido de Humaiatg, estado
do Amazonas, Brasil (BARBOSA-FILHO et al., 1987) e cedidos ao Prof. Dr. José Maria
Barbosa-Filho do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da
Paraiba. A extracdo e o isolamento da RIP Il foram feitos pelo Prof. Dr Stanley Juan Chavez
Gutierrez da Universidade Federal do Piaui. Inicialmente, a riparina Il foi isolada e purificada
por cromatografia em camada delgada e a sua estrutura foi confirmada por Ressonancia
Magnética Nuclear. A pureza foi determinada por cromatografia em camada delgada e
cromatografia liquida de alta eficiéncia, determinando um grau de pureza de 99%
(BARBOSA-FILHO et al., 1987).

4.2 Drogas

Todas as drogas a seguir foram administradas em um volume de 0,1 mL/10 g de
peso do animal.

e Corticosterona [20 mg/kg, por via subcutanea (s.c.), Sigma, St. Louis, EUA]
foi dissolvida em solucdo salina, contendo 0,1% de dimetilsulféxido (DMSO) e 0,1% de
Tween 80.

e Riparina 1l [50 mg/kg, via oral (v.0.)], Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica, Jodo Pessoa-PB, Brasil] foi dissolvida em 2% de Tween 80 e diluida em agua
destilada. A escolha da dose utilizada foi baseada nos resultados prévios de Teixeira (2013).

e Fluvoxamina [Luvox® 50 mg/kg, via oral (v.0.)] foi diluida em agua destilada.

4.3 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, fémeas, pesando entre 22 e 26 g,
provenientes do Biotério Central do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da
Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do Ceard. Os animais foram mantidos em
caixas de propileno a 26 = 2°C, com ciclo claro/escuro alternado de doze horas, recebendo

racdo padrédo e agua ad libitum.
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4.4 Principios Eticos

Os experimentos foram realizados apds aprovacdo do projeto (N° protocolo:
103/2015) (Anexo 1) pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal do Ceard. Os protocolos experimentais seguiram 0s principios éticos aceitos pelo
National Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH, 1996).
Todos os esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento e reduzir o numero de animais

usados nos experimentos.
4.5 Desenho Experimental

Uma visdo geral do desenho experimental esta ilustrada na Figura 6. Os grupos de
animais (cerca de 8 animais por grupo) receberam uma injecdo diaria de corticosterona 20
mg/kg ou de veiculo, s.c., durante 22 dias, sendo administrado adicionalmente a partir do 14°
dia de tratamento, veiculo (agua destilada) ou RIP 11 (50 mg/kg) ou FLU (50 mg/kg) por oito
dias, 1 hora apds a administracdo do horménio de estresse. Os resultados comportamentais
foram registrados no 14° (Nado Forcado), 21° (Preferéncia por sacarose, Nado Forcado,
Campo aberto), e 22° (Labirinto em Cruz Elevado, Labirinto em Y, Suspensédo da Cauda) dias
de tratamento, 1 hora ap6s a ultima administracdo das substancias. No 22° dia, apds 1 hora
dos testes comportamentais, os animais foram sacrificados e as areas cerebrais foram

dissecadas para realizacdo das analises neuroguimicas.

Figura 6 - Representacdo esquematica do desenho experimental

Linha do Tempo
* Fim do tratamento

* Iniciodo tratamento * Preferénciapor ¢ Labirinto em Cruz Elevado
) de reversdo sacarose ¢ LabirintoemY
Inicio do * Nado Forcado * CampoAberto  * Suspensdo da Cauda
tratamento * NadoForcado  * Dissecacdo

I I I I > Tempo (dias)

0 14 21 22
Grupo 1 Salina (s.c.) gk Agua destilada (v.0.)
Grupo 2 Corticosterona (s.c.) + Agua destilada (v.0.)
Grupo 3 Corticosterona(s.c.) L Riparinall (v.0.)
Grupo 4 Corticosterona (s.c.) + Fluvoxamina (v.0.)

Fonte: elaborado pela autora da pesquisa
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4.6 Avaliagdo Comportamental

4.6.1 Campo Aberto

Este teste foi utilizado para avaliar a atividade locomotora do animal e a
influéncia das drogas sobre esta. Foi utilizado um aparato em acrilico (paredes transparentes e
fundo preto, dimensdes 30x30x15), dividido em 9 quadrantes. Como representado na figura 7,
o animal foi colocado no centro do aparato e, durante seis minutos, foram observados 0s
seguintes parametros: nimero de crossings (cruzamento entre os quadrantes), nimero de
rearings (ficar de pé sobre as patas traseiras) e nimero de groomings (movimento de auto-
limpeza). O aparato foi higienizado com éalcool 10% apds avaliacdo de cada animal
(ARCHER, 1973).

Figura 7 — Teste do Campo Aberto

219 dia de tto

B min
Animais tratados Lrossing
conforme protocolo Rearing
experimental Groorming

Fonte: elaborado pela autora da pesquisa.

4.6.2 Nado Forcado

Teste utilizado para avaliar o potencial antidepressivo da RIP Il apds indugéo do

estresse por corticosterona. Foi realizado de acordo com o modelo de Porsolt et al. (1978)
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com poucas modificagdes. Os animais foram colocados no cilindro com &gua, e a duracéo
total da imobilidade (em segundos) foi registrada durante cinco minutos por um observador
cego ao tratamento dado a cada animal. O camundongo foi considerado imovel quando
permaneceu flutuando passivamente, podendo fazer até leves movimentos para manter a

cabeca fora da agua (Figura 8).

Figura 8 — Teste do Nado Forcado

149 g 21 dia de tto

<
3 min
Animais tratados
conforme protocolo Tempo de
Imobilidade

experimental

Fonte: elaborado pela autora da pesquisa.

4.6.3 Suspenséo da Cauda

O teste de suspensdo da cauda (STERU et al., 1985) também foi utilizado para
avaliar o potencial antidepressivo da RIP II. Nesse teste, cada camundongo foi suspenso pela
cauda a uma plataforma, 58 cm acima da bancada. O camundongo foi fixado no seu lugar por
meio de uma fita adesiva, colocada cerca de 1 cm a partir da ponta da cauda (Figura 9). O
tempo durante o qual os animais permaneceram imdveis, ao longo de um periodo de seis

minutos, foi registrado. Cada animal foi submetido a este teste apenas uma vez.



Figura 9 — Teste de Suspensédo da Cauda

27" dia de tto

Animais tratados
conforme protocolo
experimental

Fonte: elaborado pela autora da pesquisa

4.6.4 Preferéncia pela solucéo de sacarose

//‘ \ ‘(\-.-/é)(ﬁj "
] A
B min
Tempo de
Imobilidade
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A anedonia foi avaliada por meio do teste de preferéncia pela solucdo de sacarose.

O teste foi realizado como descrito por Mao et al. (2014) com pequenas modificacdes. Antes

do teste, os camundongos foram treinados para se adaptar a uma solucdo de sacarose (2%,

v/v) colocando-se dois frascos de uma solucdo de sacarose, durante 18 horas; em seguida,

uma das garrafas foi substituida por agua durante 18 horas. Ap6s a adaptacdo, para a

realizacdo do teste, os animais foram colocados em gaiolas individuais e receberam a op¢éo

de uma garrafa contendo 100 mL de &gua e outra contendo 100 mL de sacarose (2%, v/v),

durante 18 horas (Figura 10). O teste foi realizado no periodo da noite sem privacdo de

comida. Ao final do teste, foram determinados o consumo de &gua e a porcentagem de

preferéncia pela solucéo de sacarose a qual foi calculada pela seguinte formula:

Preferéncia de sacarose (%) =

consumo de sacarose

consumo de agua + consumo de sacarose

x 100




Figura 10 — Teste de Preferéncia pela Solugédo de Sacarose
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Fonte: adaptado de Sousa (2015).

4.6.5 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

g ~edaars var g SR ALY

199 dia de tratamento

18h
apos

209 dia de tratamento
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Esse é um teste utilizado para avaliacdo da atividade ansiolitica de uma substancia

(LISTER, 1987). O aparato é composto por dois bracos abertos opostos (50 x 10 cm cada um)

e dois fechados (50 x 10 x 30 cm), também opostos, em forma de cruz. Os bracos abertos e

fechados estdo conectados por uma plataforma central (10 x 10 cm). A plataforma, as paredes

laterais dos bracos fechados sdo confeccionadas em acrilico transparente e o chdo em acrilico

preto. O aparelho esta elevado a uma altura de 50 cm do nivel do chdo. Para o teste, 0s

camundongos foram colocados no centro do aparelho com a cabeca voltada para um dos

bragos fechados e o seu comportamento foi observado por cinco minutos (Figura 11). O

padrédo de medida da ansiedade foi a proporcdo de tempo total gasto nos bragos abertos. O

numero de entradas nos bragos abertos e fechados também foi utilizado como medida de

atividade ou tendéncia exploratéria.



Figura 11 — Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Animais tratados
conforme protocolo
experimental
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Fonte: elaborado pela autora da pesquisa.

4.6.6 Teste do Labirintoem Y

A memoria operacional e o aprendizado foram avaliados por meio do teste de
labirinto em Y (SARTER, 1988). O labirinto consiste em trés bragos idénticos (A,B,C) de 40

cm de comprimento, 25 cm de altura e 6 cm de largura cada um convergindo a um angulo

igual. Cada camundongo foi colocado na extremidade de um braco e deixado para explorar o

ambiente por oito minutos (Figura 12). A sequéncia dos bracos em que 0s animais entraram

foi entdo anotada e as informacdes analisadas de forma a determinar o nimero de entrada nos

bracos sem repeticdo. Uma alternacdo foi considerada correta se 0 animal visitou um novo

bragco e ndo retornou ao brago anteriormente visitado. Por exemplo, se o animal fez o trajeto
ABCACBACCAB, o nimero de entradas serd 11 e as alternag6es corretas ABC, BCA, ACB,
CBA, BAC, CAB. Portanto, a porcentagem de alternagdes corretas, de acordo com a formula
abaixo, serd [6/(11 - 2)] x 100 = 66.7%.

Alternacdes corretas (%) =

alternacdes corretas

ndmero total de entradas - 2

X 100
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Figura 12 — Teste do LabirintoemY

27" ia de tho
8 min
Animais tratados Sequéncia de
conforme protocolo entradas nos
experimental bragos

Fonte: elaborado pela autora da pesquisa.

4.7 Testes Neuroquimicos

4.7.1 Dissecacao das areas cerebrais

Os animais foram sacrificados por decapitacdo e os cérebros foram retirados e
rapidamente colocados sobre papel aluminio em uma placa de Petri com gelo. As éreas
cerebrais foram retiradas para o preparo dos homogenatos utilizados das dosagens
neuroguimicas. Para a dosagem de BDNF, foi utilizado o hipocampo. Para a determinacéo de
parametros de estresse oxidativo, foram utilizados cortex pre-frontal, corpo estriado e
hipocampo. Ao final da dissecacdo, as areas foram armazenadas em eppendorfs devidamente

identificados, pesados e conservados a -70°C para uso posterior.
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4.7.2 Determinacgéo de parametros de estresse oxidativo

4.7.2.1 Determinagéo da concentragao de nitrito

Para avaliar os efeitos do tratamento com as respectivas drogas na producao de
NO, foi determinada a concentracdo de nitrito nos homogenatos, pelo método de Green et al.
(1981). Para esse experimento 100 pL do Reagente de Griess (acido fosférico 5%,
sulfonilamida 1% em acido fosférico 5%, NEED 0,1% e &gua destilada) foram adicionados a
100 pL do sobrenadante do homogenato e incubados a temperatura ambiente por 10 min.
A curva padréao foi elaborada com vérias concentracdes de NaNO, (variando de 0,75 a 100
mM) sob as mesmas condigdes. Os brancos foram preparados pela adi¢cdo de 100 uL do
Reagente de Griess a 100 puL do tampdo usado para o homogenato (fosfato de potassio
monobasico 50 mM, pH 7,4). A absorbancia foi medida em leitor de microplacas em 540 nm,

e o resultado expresso em pumol de nitrito/g de tecido.

4.7.2.2 Avaliacéo da peroxidacao lipidica

O grau de lipoperoxidacdo nas areas cerebrais foi medido através da determinacéo
da concentracdo de malonildialdeido (MDA), conforme o método de Huong et al. (1998),
seguindo o protocolo a seguir.

Foram preparados 0s homogenatos das areas cerebrais a 10% em tampéo fosfato
de potassio monobasico 50 mM, pH 7,4 e 63uL destes foram adicionados a 100 pL de acido
perclorico 35% em tubos eppendorf, que foram centrifugados a 10000 rpm por 10 minutos a
4°C. Em seguida 150 pL do sobrenadante foram adicionados a 50 pL de 4cido tiobarbittrico
1,2%, que ficaram em banho-maria a 95°C por 30 minutos. Por fim, 150 uLL da mistura foram
adicionados aos pocos da placa de ELISA e, posteriormente, foi feita a leitura a 535nm. Os

resultados foram expressos em pg de MDA/g de tecido.

4.7.2.3 Determinagéo da concentracao de glutationa reduzida (GSH)

A concentracdo de GSH foram avaliados para estimar defesas enddgenas contra o
estresse oxidativo. O método é baseado na reacdo de reagente de Ellman (DTNB), com

grupos tiol livres. Foram retirados 400uL. do homogenato ¢ adicionados a 320uL de agua
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destilada e mais 80uL de 4cido tricloroacético a 50%. O material foi centrifugado a 3000 rpm
por 15 minutos. Em seguida, foram recolhidos 400uL do sobrenadante e acrescidos 800uL de
tampé&o Tris-HCI 0,4M, pH 8,9 e mais 20ul de DTNB 0,01M aos pogos da placa de ELISA e
apos 1 minuto da reacdo foi feita a leitura da coloracdo a 412nm (SEDLAK et al., 1968). A
concentracédo de glutationa reduzida foi expressa em pg de GSH/g de tecido, tendo por base

uma curva padrao.

4.7.3 Dosagem de BDNF

A concentragdo de BDNF foi determinada no hipocampo, homogeneizado a 20
volumes de tampdo PBS pH 7,4 com adigdo de inibidor de protease (Sigma-Aldrich). A
dosagem de BDNF em cada amostra foi feita por ensaio imunoenzimatico (ELISA; R&D
Systems, EUA), de acordo com as instruc@es do fabricante.

Resumidamente, as placas para ELISA de 96 pogos foram incubadas com o
anticorpo de captura para BDNF por 18h em temperatura ambiente. Posteriormente, as placas
foram lavadas trés vezes com 200uL de tampdo de lavagem (R&D Systems, EUA) e
bloqueadas com 200uL de BSA 1% (R&D Systems, EUA) por 1 h. Apds o bloqueio, 100uL
das amostras ou da curva padrédo foram adicionadas em cada pogo e incubadas por 2 h em
temperatura ambiente. As placas foram entdo lavadas trés vezes com 200ul de tampéo de
lavagem e depois incubadas com anticorpo de deteccdo em temperatura ambiente por 2 horas.
Na etapa seguinte, as placas foram lavadas novamente por trés vezes com 200uL de tampéo
de lavagem e incubadas com 100 pL de estreptavidina em temperatura ambiente por 20
minutos. Novamente, as placas foram lavadas trés vezes com 200uL de tampé&o de lavagem.
Na etapa seguinte, 100 pL da solucdo substrato para revelacdo (R&D Systems, EUA) foram
adicionadas em cada poco e incubadas por 20 min a temperatura ambiente protegidos da luz.
A reacdo enzimatica foi cessada, adicionando 50 pL solucdo de parada (H,SO,). Enfim, a

absorbancia foi medida a 450nm. O resultado foi expresso em pg de BDNF/g de tecido.

4.8 Andlise Estatistica

A anélise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o software GraphPad
Prism versdo 6.0 (San Diego, EUA). Os dados foram analisados a partir da utilizacdo de
ANOVA (one-way), seguido de Newman Keuls (teste post hoc), para comparagdes maltiplas.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo Comportamental

5.1.1 Efeito da administracdo de CORT, RIP Il e FLU sobre a atividade locomotora de

camundongos submetidos ao teste do Campo Aberto

O teste do Campo Aberto, realizado com o objetivo de avaliar possiveis alteracdes
na atividade locomotora dos animais, mostrou, como pode ser visto na Tabela 1, que nédo
houve diferenca significativa entre os animais tratados com CORT, RIP Il ou FLU quando
comparados ao grupo controle, em nenhum dos trés parametros analisados: n° crossing [F(3,
39) = 2,22; p>0,05]; n° grooming [F(3, 43) = 1,65; p>0,05] e n° rearing [F(3, 38) = 2,26;
p>0,05]. As drogas utilizadas ndo foram capazes de alterar a capacidade locomotora dos

animais.

Tabela 1 — Efeito da administracdo de CORT, RIP 1l e FLU no teste do Campo Aberto

GRUPO N° CROSSING N° REARING N ° GROOMING
CONTROLE 38.00 + 4.692 4273 +1.613 2.583 + 0.4167
CORT 38.42 + 3.283 6.909 + 1.745 1.538 + 0.2683
CORT +RIP I 41.57 + 3.766 3.857 +£1.353 2.000 + 0.4226
CORT + FLU 29.31 + 2.400 2.154 + 0.6489 2.286 + 0.3385

Resultados expressos como média + EPM (n=8-10 animais/grupo). Nao houve diferencas significativas de
acordo com ANOVA (one-way) seguido do teste post hoc de Newman-Keuls para compara¢fes multiplas.

Abreviagdes: RIP Il = riparina Il; FLU = fluvoxamina; CORT = corticosterona.

5.1.2 Efeito da administracdo de CORT, RIP Il e FLU sobre o tempo de imobilidade de

camundongos submetidos ao teste do Nado Forcado

Como representado no Grafico 1A, injecdes repetidas de corticosterona por 14 e
21 dias, produziram um aumento no tempo de imobilidade dependente do tempo no teste do
Nado forcado [F(2, 20) = 27,67]. No Grafico 1B, ANOVA mostrou diferenca significativa
entre os grupos [F(3, 38) = 14,18]. Houve um aumento no tempo imobilidade dos animais
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submetidos a administracdo crénica de CORT quando comparados aos animais controle
(p<0,001). A administracéo subcronica de RIP Il reverteu 0 aumento no tempo de imobilidade

provocado por CORT (p<0,001), assim como o fez o antidepressivo padrdo (p<0,001).

Grafico 1 - Efeito da administracdo de CORT, RIP Il e FLU no teste do Nado Forcado
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Cada coluna representa média £ EPM (n=6-10 animais/grupo). Valores significativos: **p<0,01 vs. CORT 14
dias; ##p<0,01 vs. CONTROLE; ###p<0,001 vs. CONTROLE; ***p<0,001 vs. CORT, de acordo com ANOVA
(one-way) seguido do teste post hoc de Newman—Keuls para comparagdes multiplas. AbreviagGes: RIP Il =
riparina Il; FLU = fluvoxamina; CORT = corticosterona.

5.1.3 Efeito da administracdo de CORT, RIP Il e FLU sobre o tempo de imobilidade dos

camundongos submetidos ao teste da Suspenséo da Cauda

O tempo de imobilidade também foi avaliado no teste da Suspensdo da Cauda.
ANOVA mostrou diferenca significativa entre os grupos [F(3, 34) = 45,58]. Houve um
aumento no tempo imobilidade dos animais submetidos a administracdo cronica de CORT
quando comparados aos animais controle (p<0,001). A administragdo subcrénica de RIP Il
reverteu 0 aumento no tempo de imobilidade provocado por CORT (p<0,001), assim como o

antidepressivo padrdo (p<0,001), como representado no Grafico 2:
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Gréfico 2 - Efeito da administracdo de CORT, RIP Il e FLU no teste da Suspensdo da Cauda
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Cada coluna representa média + EPM (n=6-10 animais/grupo). Valores significativos: ###p<0,001 vs.
CONTROLE; ***p<0,001 vs. CORT, de acordo com ANOVA (one-way) seguido do teste post hoc de Newman-—
Keuls para compara¢cdes mudltiplas. Abreviagbes: RIP Il = riparina IlI; FLU = fluvoxamina; CORT =

corticosterona.

5.1.4 Efeito da administracdo de CORT, RIP Il e FLU sobre o comportamento do tipo

anedonia em camundongos submetidos ao teste de Preferéncia pela Solucdo de Sacarose

No teste de Preferéncia pela Solucdo de Sacarose, houve diferenca significativa
entre os grupos analisados [F(3, 30) = 8,83]. Os animais tratados com CORT apresentaram um
comportamento do tipo anedonia, observado pela diminui¢do da preferéncia pela solucéo de
sacarose gquando comparada a agua (p<0,01). O tratamento com o antidepressivo FLU foi
capaz de reverter esse efeito (p<0,001), como pode ser visto no Grafico 3, no entanto, 0
tratamento com RIP 11 ndo apresentou resultado estatisticamente significativo (p>0,05).
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Gréfico 3 - Efeito da administracdo de CORT, RIP Il e FLU no teste da Preferéncia pela
Solucdo de Sacarose
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Cada coluna representa média + EPM (n=7-9 animais/grupo). Valores significativos: ##p<0,01 vs. CONTROLE;
***p<(0,001 vs. CORT, de acordo com ANOVA (one-way) seguido pelo teste post hoc de Newman—Keuls para

comparag6es multiplas. AbreviacGes: RIP Il = riparina Il; FLU = fluvoxamina; CORT = corticosterona.

5.1.5 Efeito da administragéo de CORT, RIP Il e FLU sobre o comportamento ansioso de

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

Os quatro parametros analisados no LCE foram: nimero de entradas nos bracos
abertos (NEBA) [F(3, 34) = 5,65], porcentagem de entrada nos bracos abertos (PEBA) [F(3,
40) = 12,7], tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) em segundos [F(3, 36) = 9,68]
e porcentagem do tempo de permanéncia nos bragos abertos (PTBA) [F (3, 37) = 5,86]. A
administracdo de CORT diminuiu significativamente todos os parametros analisados. E

possivel observar pela Tabela 2 que esses parametros foram normalizados com a
administracao de RIP Il e FLU.
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Tabela 2 — Efeito da administracdo de CORT, RIP Il e FLU no teste do Labirinto em Cruz

Elevado

GRUPO NEBA (n°) PEBA (%) TPBA (s) PTBA (%)
CONTROLE 5.909 + 0.5470 43.91 + 2.479 95.00 + 10.10 30.12 + 3.938
CORT 3.667 + 0.5270" 29.59 + 2.616™ 52.55 + 6.109% 25.31 + 2.742
CORT+RIPIl  6.143+0.7047" 57.96+4.187 130.0+11.01° 4757 +4.309

CORT + FLU 7.273+0.7273 46.65+3.679  99.73+15.16 4350 +4.329

Resultados expressos como média + EPM (n=8-10 animais/grupo). Valores significativos: #p<0,05 vs.
CONTROLE; ##p<0,01 vs. CONTROLE; *p<0,05 vs. CORT; **p<0,01 vs. CORT; ***p<0,001 vs. CORT, de
acordo com ANOVA (one-way) seguido do teste post hoc de Newman-Keuls para compara¢fes multiplas.
Abreviacoes: RIP Il = riparina Il; FLU = fluvoxamina; CORT = corticosterona; NEBA = nimero de entrada nos
bracos abertos; PEBA = porcentagem de entrada nos bragos abertos; TPBA = tempo de permanéncia nos bracos

abertos; PTBA = porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos.

5.1.6 Efeito da administracdo de CORT, RIP Il e FLU sobre a memodria de camundongos

submetidos ao teste do Labirintoem Y

Na avaliacdo da memoria operacional, os animais que receberam CORT exibiram
uma diminuicdo significativa na porcentagem de alternacGes corretas no labirinto em Y,
qguando comparados aos animais controle (p<0,001). No entanto, a administracdo de RIP Il
(p<0,001) foi capaz de reverter as alteragdes causadas por CORT [F(3, 28) = 14,80], de modo
ainda mais significativo que FLU (p<0,01), como representado no Gréfico 4.
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Gréfico 4 - Efeito da administragdo de CORT, RIP Il e FLU no teste do Labirinto em Y
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Cada coluna representa média + EPM (n=8-10 animais/grupo). Valores significativos: ###p<0,001 vs.
CONTROLE; **p<0,01 vs. CORT; ***p<0,001 vs. CORT, de acordo com ANOVA (one-way) seguido do teste
post hoc de Newman—Keuls para compara¢des multiplas. Abreviag6es: RIP Il = riparina Il; FLU = fluvoxamina;

CORT = corticosterona.

5.2 Avaliacdo Neuroquimica

5.2.1 Determinacao de parametros de estresse oxidativo

5.2.1.1 Efeito da administracdo de CORT, RIP Il e FLU sobre a concentracdo de nitrito no

cortex pre-frontal, corpo estriado e hipocampo de camundongos

A concentracdo de nitrito foi significativamente aumentada no cértex pré-frontal
dos camundongos que receberam apenas CORT, quando comparados ao grupo controle
(p<0,001). O tratamento com RIP Il (p<0,001), bem como com o antidepressivo FLU
(p<0,001), foram capazes de diminuir significativamente essa concentragdo, como pode ser
visto no Grafico 5A [F(3, 26) = 17,41].

No corpo estriado, também houve diferenca significativa entre os grupos [F(3, 22)
= 10,12]. O Gréfico 5B mostra o aumento significativo da concentracdo de nitrito como
consequéncia da administracdo cronica de CORT, quando se compara ao grupo controle

(p<0,001). RIP Il foi capaz de diminuir a concentracao de nitrito nessa area cerebral (p<0,01),
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assim como o fez o antidepressivo padréo (p<0,001).

Por fim, no hipocampo também houve aumento significativo da concentracéo de
nitrito como consequéncia da administracdo de CORT (p<0,01). RIP Il diminuiu
significativamente essa concentracao (p<0,001), de forma semelhante a FLU (p<0,001), como
mostra o Grafico 5C [F(3, 25) = 9,943].

Gréfico 5 - Efeito da administracdo de CORT, RIP Il e FLU sobre a concentracdo de nitrito no

cortex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo de camundongos
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A: Cortex pré-frontal; B: Corpo estriado; C: Hipocampo. Cada coluna representa média + EPM (n=6-8
animais/grupo). Valores significativos: ##p<0,01 vs. CONTROLE; ###p<0,001 vs. CONTROLE; **p<0,01 vs.
CORT; ***p<0,001 vs. CORT, de acordo com ANOVA (one-way) seguido pelo teste post hoc de Newman-Keuls

para comparages multiplas. Abreviagdes: RIP 11 = riparina Il; FLU = fluvoxamina; CORT = corticosterona.
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5.2.1.2 Efeito da administracdo de CORT, RIP Il e FLU sobre a concentragéo de MDA no
cortex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo de camundongos

No cdrtex pré-frontal, observou-se diferenca entre os grupos [F(3, 22) = 13,23]. A
concentracdo de MDA apresentou-se significativamente elevada nos animais tratados com
CORT em relacéo ao controle (p<0,05). No entanto, como mostra o Gréfico 6A, o tratamento
com RIP Il reverteu esse aumento (p<0,01) de maneira semelhante ao antidepressivo padrédo
FLU (p<0,01).

A concentracdo de MDA no corpo estriado dos camundongos tratados apenas com
CORT tambem foi aumentada em comparacdo aos animais controle (p<0,05). Esse aumento
foi revertido pelo tratamento com RIP 1l (p<0,05), de maneira semelhante ao antidepressivo
padrdo FLU (p<0,05), como pode ser visto no Gréafico 6B [F(3, 27) = 5,603].

Por fim, houve diferenca também no hipocampo [F(3, 23) = 4,153]. O tratamento
com CORT aumentou a concentracdo de MDA (p<0,001), porém o tratamento com RIP Il foi
capaz de reduzir essa concentracdo (p<0,001) de forma ainda mais significativa que FLU

(p<0,05), como demonstrado do Gréfico 6C.
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Grafico 6 - Efeito da administracdo de CORT, RIP Il e FLU sobre a concentracdo de MDA no

cortex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo de camundongos
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A: Cortex pré-frontal; B: Corpo estriado; C: Hipocampo. Cada coluna representa média + EPM (n=6-8
animais/grupo). Valores significativos: #p<0,05 vs. CONTROLE; ##p<0,01 vs. CONTROLE; ###p<0,001 vs.
CONTROLE; *p<0,05 vs. CORT; **p<0,01 vs. CORT; ***p<0,001 vs. CORT, de acordo com ANOVA (one-
way) seguido pelo teste post hoc de Newman—Keuls para comparagdes multiplas. Abreviacdes: RIP Il = riparina

II; FLU = fluvoxamina; CORT = corticosterona.

5.2.1.3 Efeito da administracdo de CORT, RIP Il e FLU sobre a concentracdo de GSH no

cortex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo de camundongos

A concentracdo de GSH foi significativamente diminuida no cortex pre-frontal
dos camundongos que receberam apenas CORT, quando comparados ao grupo controle
(p<0,05). O tratamento com RIP Il (p<0,05), bem como com o antidepressivo FLU (p<0,05),
foram capazes de aumentar significativamente essa concentragdo, como pode ser visto no
Grafico TA[F(3, 21) = 3,997].
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No corpo estriado, também houve diferenca significativa entre os grupos [F(3, 29)
= 7,320]. O Grafico 7B mostra a diminuicdo significativa da concentracdo de GSH como
consequéncia da administracdo crénica de CORT, quando se compara ao grupo controle
(p<0,01). FLU aumentou a concentracdo de GSH (p<0,05), no entanto, RIP 11 ndo apresentou

resultado estatisticamente significativo (p>0,05).
Por fim, no hipocampo também houve diminuicdo significativa da concentracdo

de GSH como consequéncia da administracio de CORT (p<0,01). FLU aumentou a
concentracdo de GSH (p<0,01), no entanto, RIP Il ndo apresentou resultado estatisticamente

significativo (p>0,05), como mostra o Grafico 7C [F(3, 28) = 7,049].

Gréafico 7 — Efeito da administracdo de CORT, RIP Il e FLU sobre a concentracdo de GSH no

cortex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo de camundongos
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A: Cortex pré-frontal; B: Corpo estriado; C: Hipocampo. Cada coluna representa média + EPM (n=6-8
animais/grupo). Valores significativos: #p<0,05 vs. CONTROLE; ##p<0,01 vs. CONTROLE; *p<0,05 vs.
CORT; **p<0,01 vs. CORT, de acordo com ANOVA (one-way) seguido pelo teste post hoc de Newman-Keuls
para comparagdes multiplas. Abreviagdes: RIP Il = riparina Il; FLU = fluvoxamina; CORT = corticosterona.
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5.2.2 Efeito da administracdo de CORT, RIP Il e FLU sobre a concentra¢cdo de BDNF no

hipocampo de camundongos

Os resultados mostraram diferenca significativa entre os grupos [F(3, 27) =
22,70]. Os animais submetidos a administracdo cronica de CORT apresentaram concentracao
de BDNF diminuida no hipocampo quando comparados aos animais controle (p<0,001). Essa
concentracdo foi aumentada com a administracdo de RIP Il (p<0,001), assim como do

antidepressivo padrdo (p<0,001) (Grafico 8).

Gréfico 8 - Efeito da administracdo de CORT, RIP Il e FLU no sobre a concentracdo de

BDNF no hipocampo de camundongos
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Cada coluna representa média + EPM (n=8-10 animais/grupo). Valores significativos: ###p<0,001 vs.
CONTROLE; ***p<0,001 vs. CORT, de acordo com ANOVA (one-way) seguido do teste post hoc de Newman—
Keuls para comparagdes mdaltiplas. Abreviagfes: RIP 1l = riparina IlI; FLU = fluvoxamina; CORT =

corticosterona.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo apresenta os efeitos da RIP Il sobre pardmetros
comportamentais e neuroquimicos em animais submetidos ao modelo de depressao induzida
por CORT. Os aspectos aqui investigados visam uma correlagdo com os achados clinicos
caracteristicos da depressdo, a fim de que seja possivel obter dados cientificos que permitam o
desenvolvimento de novos tratamentos.

A depressdo e o estresse sao fendmenos inter-relacionados, de modo que este é
hoje o principal fator ambiental descrito por diversos autores como responsavel por precipitar
transtorno  depressivo (ANDREWS et al., 2011; WILLNER; SCHEEL-KRUGER;
BELZUNG, 2013). A exposicdo cronica a um fator estressor é capaz de desregular o eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) que, em condi¢des normais, na presenca de um estresse
agudo, seria ativado, mas seguidamente regulado por feedback negativo. No estresse cronico,
no entanto, esse mecanismo de regulacdo estd comprometido, causando um aumento dos
niveis de glicocorticoides em regides cerebrais principalmente relacionadas ao humor e ao
aprendizado. Em humanos, o glicocorticoide elevado é o cortisol, enquanto nos camundongos
encontra-se aumentada a corticosterona (ANTONI, 1986; MCEWEN, 2007; AGUILERA,
2011; ZUNSZAIN et al., 2011; VINCENT et al., 2013).

Diante disso, 0 Modelo de Exposi¢do Crénica a Corticosterona tem sido descrito
como eficaz para precipitar caracteristicas semelhantes a depressdo em animais, o que pode
ser observado em testes comportamentais e neuroquimicos. Portanto, € um modelo Gtil como
ferramenta no estudo da depressdo (ZHAO, 2008a; SILVA et al., 2013; VASCONCELOS et
al., 2015).

Vérias linhas de pesquisa indicam que 0s animais 0S quais passam por estresse
crénico exibem, frequentemente, respostas diminuidas ou suprimidas do eixo HHA apds
reexposicdo ao mesmo estressor (ZHAO, 2008b). No presente trabalho, essa habituacao foi
comprovada no Teste do Nado Forcado de 14 dias, quando se observou o aumento no tempo
de imobilidade dos animais que receberam corticosterona. O tempo de imobilidade esteve
ainda mais aumentado quando o teste foi realizado apds 21 dias, demostrando que o Modelo
de Exposicdo Cronica a Corticosterona foi capaz de induzir um estado depressivo nos
animais, dependente do tempo, corroborando com os resultados de diversos autores. (ZHAO,
2008a; MURRAY et al., 2008; IIJIMA et al., 2010; HUANG et al., 2011; MAO et al., 2012;
SILVAet al., 2013; SKORZEWSKA et al., 2014; VASCONCELOS et al., 2015).

Para o rastreio de drogas com potencial antidepressivo, 0s testes comportamentais
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mais utilizados sdo o Nado Forgado e a Suspenséo da Cauda (CRYAN; PAGE; LUCKI, 2002;
CRYAN; VALENTINO; LUCKI, 2005; PETIT-DEMOULIERE; CHENU; BOURIN, 2005),
ja que o aumento do comportamento passivo, como a imobilidade, e a diminuicdo do
comportamento ativo, como 0 nado e a escalada, sdo indicativos de comportamentos
depressivos (LUCKI et al., 1997). Esses testes sdo considerados validos porque as formas de
tratamento que sdo eficazes em humanos, incluindo os antidepressivos tipicos e atipicos, bem
como a terapia por eletrochoque, sdo eficazes em diminuir o tempo de imobilidade
(PORSOLT et al., 1978; STERU et al., 1985; GAWALI et al., 2016).

Em nosso estudo, foi possivel verificar que o tratamento subcrénico com RIP 11
diminuiu significativamente o tempo de imobilidade nos testes de Nado Forcado (TNF) e
Suspensdo da Cauda (TSC), com atividade semelhante ao antidepressivo padrdo FLU. Os
dados obtidos reforcam a atividade antidepressiva da RIP 1l, j& observada anteriormente por
Teixeira et al. (2013), em modelo de estresse agudo. lijima et al. (2010) concluiu em seus
estudos que FLU n&o apresentou atividade antidepressiva no teste do nado forgado, quando
administrada isoladamente de forma aguda, mas apenas quando em associacdo com
risperidona. No entanto, nosso estudo mostrou que FLU, em administracdo subcronica, foi
capaz de reverter o efeito tipo depressivo causado por CORT no TNF.

Por meio do nimero de cruzamentos (crossings) no Teste do Campo Aberto
(TCA), foi demonstrado que RIP Il, FLU e CORT séo drogas que ndo alteram a atividade
locomotora dos animais. A realizacdo do TCA foi de grande importancia, visto que, através
dessa analise, pode-se inferir a respeito da influéncia das drogas sobre o nivel de
excitabilidade do SNC. Segundo a literatura, a diminuicdo da atividade locomotora
espontanea pode estar relacionada a sedacdo resultante da depressdo do SNC, enquanto o
aumento desse parametro pode estar associado a um efeito psicoestimulante (OZTURK et al.,
1996). O resultado obtido exclui a possibilidade de que, nos testes em que se utiliza como
parametro o tempo de imobilidade, como os supracitados, os animais estejam respondendo
devido a uma acgéo sedativa ou estimulante das drogas.

Um dos sintomas bastante frequentes na depressao € a anedonia, que diz respeito a
perda de interesse ou prazer e que, quando associado a outros sintomas, como culpa e ideacéo
suicida, € util para se chegar ao diagndéstico de transtorno depressivo (KANDRATAVICIUS et
al., 2012). A anedonia esta associada a uma disfuncéo do sistema de recompensa cerebral, e
ainda permanece como um dos sintomas dificeis de tratar (WILNER, 2005; DUNLOP;
NEMEROFF, 2007). Um dos testes considerados Uteis para a investigacdo de comportamento

anedbnico em modelos animais € o Teste de Preferéncia pela Solucdo de Sacarose, no qual a
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diminuicdo da capacidade de resposta a recompensas é mostrada pela reducéo do consumo de
uma solucéo agucarada (WILLNER, 2005; MAO et al., 2014).

Como foi observado nesse experimento, a administracdo de CORT diminuiu a
preferéncia dos animais pela solucdo de sacarose, fendmeno que ja foi descrito anteriormente
por diversos autores, mostrando que esse modelo de estresse é capaz de induzir a depresséo,
com caracteristicas muito semelhantes as encontradas em humanos (GOURLEY et al., 2008;
MAO et al., 2014; VASCONCELOS et al., 2015; GONG et al., 2016). No presente estudo, a
administracdo de RIP Il ndo foi capaz de causar reversao estatisticamente significativa.

Nesse teste também foi possivel observar que FLU mostrou efeito anti-anedénico
significativo. Em um trabalho recente, Hasebe et al. (2016) demonstrou que FLU apresentou
efeito anti-anedonia em um modelo animal diferente, que consiste na diminuicdo da funcéo do
receptor GABAa por meio da administracdo de picrotoxina. O efeito anti-anedonia de FLU,
bem como seu efeito antipsicético, que a torna amplamente utilizada como monoterapia no
tratamento Depressdo Psicotica (GATTI et al., 1996; ZANARDI et al., 1996; ZANARDI et
al., 1998; FURUSE, HASHIMOTO, 2009; KISHIMOTO et al., 2010), sdo comumente
associados a sua alta afinidade pelo receptor c1(sigma-1), que tem um papel importante na
fisiopatologia de diversas doencas psiquiatricas (ISHIKAWA et al., 2007; HASHIMOTO,
2009; KOURRICH et al., 2012; HASEBE et al., 2016). Esse achado sugere que FLU pode ser
importante no tratamento de pacientes com depressao que apresentem comprometimento no
comportamento prazeroso.

Além dos sintomas ja relatados, a depressdo apresenta alta comorbidade com
transtornos de ansiedade e muitos autores ja investigaram a atividade ansiolitica de
antidepressivos (STRAUSS et al., 1988; KAUFMAN, CHARNEY., 2000; MANES et al.,
2016; ADAMS et al., 2016). Para avaliarmos essa associacdo, o teste do Labirinto em Cruz
Elevado foi realizado. O LCE é o teste mais utilizado para a investigacdo do potencial
ansiolitico de substancias. Uma droga é considerada ansiolitica quando é capaz de aumentar a
exploracdo nos bracos abertos do aparato e o inverso € verdadeiro para que uma substancia
seja considerada ansiogénica (PELLOW et al. 1985).

Os resultados obtidos no LCE mostraram que a administragéo repetida de CORT
desenvolveu um comportamento ansioso nos animais, porém o tratamento com RIP Il foi
capaz de reverter a ansiedade de forma semelhante ao antidepressivo FLU. Em estudo anterior
de Sousa et al. (2007), com administragdo aguda, RIP Il apresentou atividade ansiolitica no
LCE apenas com uma dose maior (75 mg/kg). Além disso, por ndo alterar os parametros do

Campo Aberto, RIP Il mostrou ter atividade ansiolitica, sendo desprovida de efeito sedativo,



57

portanto, com menos efeitos indesejaveis que os benzodiazepinicos classicos.

Além das alteracbes emocionais, estudos relatam o aparecimento de disfuncoes
cognitivas em pacientes depressivos, sendo estas muito mais duradouras, podendo permanecer
mesmo nos peridos de remissdo (MILLAN et al., 2012; MISKOWIAK et al., 2012,
MCINTYRE et al., 2013). A exposicdo cronica ao estresse causa danos no aprendizado e
memoria. Esse fato se deve a desregulacdo do eixo HHA, levando a altas concentragdes de
cortisol, que se liga a seus receptores Glicocorticoides (GR) em areas cerebrais. A principal
area afetada é o hipocampo, visto que possui grande densidade de receptores GR
(COLCIAGO et al., 2015).

Para a avaliagédo da capacidade cognitiva dos animais, foi realizado o Labirinto em
Y. Esse € um teste utilizado para a avaliagdo da memoria operacional (working memory), que
envolve vérias areas cerebrais, principalmente o cértex (OADES et al., 1985). Além disso,
também é considerado Util para avaliar a memoria espacial, visto que o animal utiliza pontos
do aparato para se localizar. Nesse tipo de memoria, a principal area cerebral envolvida é o
hipocampo (SQUIRE; ZOLA, 1996).

Quando colocados no aparato do Ymaze, usualmente os roedores visitam 0s trés
bracos, um apo6s o outro, pois tém a tendéncia de explorar ambientes novos (OADES et al.,
1985). No entanto, na exposi¢cdo ao estresse crbénico, pode-se observar diminuicdo do
desempenho cognitivo por meio do Labirinto em Y, como ja foi demonstrado em outros
estudos (LUINE et al., 1994; RADAHMADI et al., 2015; SOUSA et al., 2015;
VASCONCELOS et al., 2015). O mesmo foi identificado no presente estudo. Os animais que
receberam CORT apresentaram diminuicdo do numero de alternagBGes espontaneas, 0 que
evidencia um comprometimento cognitivo em decorréncia das altas concentragdes de CORT.
De maneira ainda mais significante que o tratamento com FLU, a RIP Il apresentou efeito
benéfico, revertendo o déficit cognitivo nos animais. Esse efeito pode estar relacionado as
atividades antioxidante e antiinflamatéria apresentadas por RIP Il em estudos anteriores do
nosso grupo (CARVALHO et al., 2013; TEIXEIRA, 2013; CARVALHO, 2016). Esse € um
dado importante, visto que RIP 11 apresenta ndo apenas um efeito antidepressivo, mas também
um efeito benéfico com relacdo a uma das comorbidades bastante frequentes em pacientes
depressivos, que € o déficit cognitivo (ROGER et al., 2013).

Atualmente, sabe-se que a depressdo configura-se como um conjunto complexo
de alteragdes que ndo podem ser discutidas unicamente em termos de diminuigdo nos niveis
de monoaminas. Uma série de mecanismos tem sido relacionada a patogénese da depressao. O

estresse oxidativo, bem como os fatores neurotroficos, sendo o BDNF 0 mais importante entre
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eles, tém recebido atencdo especial (NG et al.,, 2008; KRISHNAN; NESTLER, 2008;
CHUNG et al., 2013). Por isso, fez-se relevante, além da avaliagdo comportamental, avaliar
também, no presente estudo, as alteragdes neuroquimicas presentes nos animais expostos ao
estresse cronico.

A grande vulnerabilidade do cérebro ao dano oxidativo, torna o estresse oxidativo
um dos mecanismos importantes na patogénese da depressdo (NG et al., 2008). Estudos
prévios relatam a relacdo existente entre altos niveis de GC em areas cerebrais e 0 aumento de
parametros do estresse oxidativo, acarretando o desenvolvimento de sintomatologia
depressiva. Assim, a injecdo repetida de CORT, como descrito em estudos anteriores, € capaz
de aumentar os parametros de estresse oxidativo (ZAFIR; BANU, 2009a; ZAFIR; BANU,
2009b).

No presente estudo, a administracdo repetida de CORT elevou os niveis de MDA
e nitrito no cortex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo dos camundongos, demonstrando
aumentada oxidacdo de estruturas lipidicas das células, com geracdo de EROs. Esses dados
estdo de acordo com os achados na literatura, que demonstram que o niveis elevados de GC
estimulam o estresse oxidativo em areas cerebrais, gerando EROs que estdo potencialmente
relacionadas a alteragdo no humor e no comportamento (STEIN-BEHRENS et al., 1994).
Portanto, a diminuicdo na funcdo das areas cerebrais, principalmente o hipocampo, em
decorréncia do dano oxidativo provocado pela exposicdo a CORT, pode ser positivamente
correlacionado ao comportamento tipo depressivo observado nos camundongos por meio dos
parametros comportamentais (GUPTA et al., 2015).

No nosso estudo, RIP I1, de forma semelhante & FLU, foi capaz de reduzir o dano
oxidativo causado por CORT, como demonstrado na diminuigdo da concentragao de nitrito e
MDA no cortex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo dos animais. Esse resultado esta de
acordo com estudos anteriores, em que o0s antidepressivos sdo capazes de diminuir o dano
oxidativo, sendo este, portanto, um possivel mecanismo da atividade antidepressiva de RIP 11
(NG et al., 2008; GUPTA et al., 2015).

Além de mensurar a formacéao de produtos citotoxicos decorrentes da liberacéo de
EROs, para determinar-se a ocorréncia de desequilibrio oxidativo, pode-se verificar a
concentragdo de componentes antioxidantes. Dessa forma, foi determinada a concentragéo de
GSH, a principal defesa antioxidante da célula, que € usada como substrato para que a enzima
glutationa peroxidase converta o perdxido de hidrogénio (uma ERO) em &gua (KULAK et al.,
2013).

No nosso estudo, CORT promoveu a diminui¢do da defesa antioxidante, como
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demonstrado pela reducdo da concentracdo de GSH no cortex pré-frontal, corpo estriado e
hipocampo, corroborando com estudos anteriores (GUPTA et al., 2015). Essa concentragéo
encontra-se diminuida em decorréncia da tentativa de eliminacdo das EROs geradas nas
células neuronais. RIP 11 foi capaz de aumentar a concentracdo de GSH no cortex pre-frontal
dos camundongos, porém ndo houve aumento significativo no corpo estriado e no hipocampo.
Este fato pode ser devido a acdo de RIP Il sobre outros sistemas antioxidantes nessas areas,
como a catalase, uma enzima que pode, assim como a glutationa peroxidase, promover a
detoxificacdo do peroxido de hidrogénio (GUPTA et al., 2015; NUNES et al., 2015).

Além do estresse oxidativo, os fatores neurotréficos tém sido relacionados a
patogénese da depresséo, dentre eles, 0 BDNF tem recebido atengéo especial. De acordo com
a Hipotese Neurotrofica, a exposicdo ao estresse reduz a expressao de BDNF, principalmente
em regides limbicas, envolvidas na cognicdo e emocdo, consequentemente diminuindo essas
funcbes (DUMAN, MONTEGGIA, 2006). Estudos mostram que os antidepressivos s&o
capazes de reverter esse quadro, aumentando os niveis de BDNF (SIUCIAK et al., 1997,
SOUSA et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2015; GAWALI et al., 2016).

De fato, o BDNF exerce seus efeitos, em parte, ao se ligar aos receptores TrkB,
aumentando a fosforilagdo do CREB (CAMP response element binding protein) (LIU et al.,
2016), que esta envolvido com os déficits emocionais induzidos pelo estresse (LI et al., 2015).
Assinalizacdo de BDNF- TrkB exerce um papel importante na modulacgdo de diversas fungoes,
como a liberacdo de neurotransmissores e a resposta pos sindptica aos neurotransmissores,
possuindo relacdo direta com a terapia antidepressiva (KOZISEK; MIDDLEMAS; BYLUND,
2008; Yl et al., 2014; YAN et al., 2016).

O tratamento com antidepressivos, apesar de fornecer uma boa resposta, sabe-se
gue nem sempre € eficaz, e esta relacionado a altos indices de resisténcia (AMSTERDAM,
HORNIG-ROHAN, 1996; MCINTYRE et al., 2014). Segundo alguns autores, a resisténcia ao
tratamento com os antidepressivos pode estar relacionada a um polimorfismo no gene BDNF,
que pode ser induzido pelo estresse (EGAN et al., 2003; HOSANG et al., 2014; EL-HAGE et
al., 2015; JIANG et al., 2017). Esse polimorfismo (Val66Met), que consiste na substituicéo
do aminoacido valina por metionina no cédon 66 do BDNF, mostrou alterar a expressao e o
processamento de BDNF, bem como a sinalizacdo BDNF-TrkB. Isso pode afetar a funcéo do
eixo HHA e os niveis de cortisol apds exposicdo ao estresse (EGAN et al., 2003;
IBARGUEN-VARGAS et al., 2009; SANCHEZ et al., 2011; HOSANG et al., 2014; EL-
HAGE et al., 2015; JIANG et al., 2017).

Essas alteragcdes na expressdao de BDNF s&o importantes principalmente a nivel
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hipocampal, visto que essa é uma area cerebral relacionada ndo apenas ao aprendizado e
memoria, como também ao prazer e recompensa (SHELINE, 2011; DESHMUKH,
KNIERIM, 2012; BAI et al., 2014).

No presente estudo, observou-se que a exposi¢do repetida ao glicorticoide causou
uma diminuicdo da concentracdo de BDNF no hipocampo dos camundongos, corroborando
com estudos anteriores, alguns dos quais realizados em nosso laboratério (SOUSA et al.,
2015; VASCONCELOS et al., 2015; SHEN, 2016; GONG et al., 2016). O tratamento com
RIP 11, bem como o antidepressivo padrdo, FLU, foi capaz de reverter esse dano de maneira
significativa, elevando os niveis de BDNF. Esse dado sugere que a atividade antidepressiva de
RIP 11 pode ser decorrente de estimulacao a producdo de fatores neurotréficos, indicando uma
potencial atividade neuroprotetora.

E importante salientar que os dados aqui demonstrados com o modelo de estresse
crénico corroboram com estudos anteriores, realizados por nosso grupo de pesquisa, que
demonstraram atividade antidepressiva, ansiolitica, antiiflamatoria e antioxidante da RIP Il
em modelos agudos de estresse (SOUSA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2013; CARVALHO et
al., 2013).

Portanto, a capacidade de RIP Il de aumentar a concentracdo de BDNF no
hipocampo representa um dado importante no esclarecimento de seu mecanismo para 0
tratamento da depressdo, com énfase na Hipdtese Neurotrofica. Além disso, a alteracdo da
expressao de BDNF €é importante ndo apenas para o tratamento da depressdo, mas esta
diretamente relacionado a diversas doencas neurodegenerativas e neuropsiquiatricas
(CASTREN, RANTAMAKI, 2010; SHRIVASTAVA; DE SOUSA; RAO, 2016; MARSH,
BLURTON-JONES, 2017), o que abre perspectivas para o estudo da RIP Il em modelos de
doencas como Parkinson e Alzheimer.

O presente trabalho da seguimento ao estudo do potencial antidepressivo da RIP 11
em um modelo de estresse cronico induzido por CORT, antes apenas demonstrado em um
modelo de estresse agudo, avangando, portanto, nos mecanismos envolvidos em sua atividade
antidepressiva. Contudo, pesquisas subsequentes e mais detalhadas para identificar outros
possiveis mecanismos envolvidos no efeito antidepressivo da RIP Il ainda devem ser

implementadas, até que se chegue ao seu uso terapéutico.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo permite concluir as seguintes informacdes:

e O modelo de administracdo cronica de CORT em camundongos foi eficaz para induzir

um estado depressivo;

e RIP Il ndo apresentou efeito sedativo ou estimulante, ndo alterando a atividade

locomotora de camundongos;
e O desamparo aprendido foi revertido por RIP II;

e RIP Il apresentou tendéncia a reversdo da anedonia provocada pela administracdo
crénica de CORT em camundongos;

e Além da atividade antidepressiva, RIP Il reverteu o comportamento ansioso em

camundongos;

e Quanto ao beneficio sobre a cognicdo, RIP Il reverteu as alteragdes de memdria

induzidas por CORT em camundongos;

e Além disso, RIP Il foi capaz de reduzir o dano oxidativo no cortex pré-frontal, corpo
estriado e hipocampo e aumentar a defesa antioxidante no cértex pré-frontal de
camundongos expostos a CORT;

e RIP Il aumentou a concentracdo de BDNF no hipocampo de camundongos submetidos

a administracdo cronica de CORT.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo € o primeiro a demonstrar o efeito antidepressivo da riparina Il em
modelo animal de depressdo induzida por administracéo cronica de corticosterona. Esse efeito
é acompanhado da capacidade de reverter sintomas associados a depressdo, como ansiedade e
déficit cognitivo. Esses efeitos sobre o comportamento provavelmente envolvem vias
neurotroficas, ja& que o tratamento também foi eficaz em elevar os niveis de BDNF no
hipocampo dos animais.

Os achados desse estudo sdo promissores, pois apresentam a atividade antidepressiva e
antioxidante da riparina Il em animais, que se mostrou desprovida do efeito sedativo presente
na maioria dos farmacos em uso atualmente. Além disso, o envolvimento do fator
neurotrofico aponta para uma capacidade de neuroprotecdo e neurogénese.

Embora os resultados aqui apresentados sejam de grande valor, outros estudos pré-
clinicos precisam ser realizados para que riparina Il seja uma alternativa terapéutica para o
tratamento da depressdo. Essa investigacdo deve incluir os mecanismos moleculares que estdo
envolvidos em sua atividade antidepressiva.

Desse modo, estudos posteriores com riparina Il e possiveis associacbes sao
encorajados.
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