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RESUMO

A terapia farmacoldgica atual apresenta limitagdes que impulsionam a busca por novos
farmacos. Substancias com acdo antioxidante e neuroprotetora sdo potenciais agentes
antidepressivos. Neste contexto, 0s produtos naturais surgem como uma potencial fonte de
novos farmacos. Estudos prévios com a riparina-l, uma alcamida isolada da planta Aniba
riparia, apresentaram resultados promissores. Foi verificado que a riparina-lI, apresenta
efeitos anti-inflamatdrio e tipo antidepressivo e ansiolitico em roedores. Os dois Ultimos
efeitos tendo sido verificados em modelo de estresse agudo aplicado para triagem primaéria de
substancias com efeito central. Diante do exposto e, considerando estudos prévios que
demonstraram a seguranca da rip-1 em testes de toxicidade in vivo e in vitro, e o potencial
antioxidante das alcamidas, o objetivo principal do presente estudo é avaliar o efeito tipo
antidepressivo da rip-1, em um modelo animal de depresséo resistente ao tratamento, bem
como, investigar o possivel envolvimento de vias antioxidantes e nitrérgica na geracdo desse
efeito. Para tanto, camundogos swiss fémeas foram expostos ao modelo de depressao induzida
por corticosterona e aplicado protocolo de reversdo. A eficacia do tratamento foi verificada
através de testes comportamentais preditivos de atividade antidepressiva, ansiolitica,
antipsicotica e efeito cognitivo, bem como, testes neuroquimicos - dosagem de parametros do
estresse oxidativo e Fator Neurotréfico Derivado de Cérebro (BDNF). O perfil de efeitos da
rip-1, nos fez avaliar a interacdo da substancia com o receptor pluripotente sigma-1. A
administracdo de rip-I reverteu os efeitos desencadeados pela corticosterona sobre o tempo de
imobilidade nos testes do nado forcado e suspensdo da cauda, o que é preditivo de efeito
antidepressivo, e sobre o numero de rearing e porcentagem de inibicdo pré-pulso, o que é
preditivo de atividade antipsicotica, além de regular pardmetros do estresse oxidativo em
areas cerebrais relacionadas a depressdo. O estudo de modelagem molecular também revelou
a potencial interacdo entre a rip-I e o receptor sigma-1, mas estudo posterior com antagonista
farmacologico do receptor serd util para avaliar a influencia dessa interacdo nos efeitos
centrais desencadeados pela rip-l. Este estudo fornece dados experimentais e abre
perspectivas para novos estudos que podem culminar em um futuro uso terapéutico de rip-1 no
tratamento de condicGes associadas a niveis elevados de glicocorticoide, como a Depressdo
Maior Psicotica.

Palavras-chave: Corticosterona. Depressdo. Estresse oxidativo. BDNF.



ABSTRACT

Riparin-1 in the reversion of central effects induced by corticosterone in mice: possible
involvement of antioxidant and nitrergic pathways

Current pharmacological therapy has presented limitations that drive the search for new drugs.
Substances with antioxidant and neuroprotective action are potential antidepressant agents. In
this context, natural products emerge as a potential source of new drugs. Previous studies with
riparin-1, an isolated alcamide of the Aniba riparia plant, presented promising results. It has
been found that riparin-I has anti-inflammatory and antidepressant and anxiolytic effects in
rodents. The last two effects were verified in an acute stress model applied for primary
screening of substances with central effect. Considering previous studies that demonstrated
the safety of rip-l in toxicity tests and the antioxidant potential of alcamides, the main
objective of the present study is to evaluate the anti-depressant effect of rip-1, in an animal
model of treatment-resistant depression, as well as investigating the possible involvement of
antioxidant and nitrergic pathways in the generation of this effect. For this, mice were
exposed to the corticosterone-induced depression model and applied the reversal protocol.
The efficacy of the treatment was verified by predictive behavioral tests of antidepressive,
anxiolytic, antipsychotic and cognitive-type effects, as well as, neurochemical tests - dosage
of parameters of oxidative stress and Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF). The rip-I
effects profile led us to evaluate the interaction of the substance with the sigma-1 pluripotent
receptor. The administration of rip-I reversed the effects of corticosterone on the time of
immobility in the forced swim and tail suspension tests, which is predictive of antidepressant
effect, and on the number of rearing and percentage of pre-pulse inhibition, the which is
predictive of antipsychotic activity, besides regulating parameters of oxidative stress in brain
areas related to depression. The molecular modeling study also revealed the potential
interaction between rip-1 and the sigma-1 receptor, but further study with receptor
pharmacological antagonist will be useful to evaluate the influence of this interaction on rip-I
triggered central effects. This study provides unprecedented experimental data and opens
perspectives for further studies that may culminate in a future therapeutic use of rip-1 in the
treatment of conditions associated with elevated glucocorticoid levels, such as Major

Psychotic Depression.

Keywords: Corticosterone. Depression. Oxidative stress. BDNF.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da depressao

A depressdo € o transtorno do humor mais comum na prética clinica. Acomete
cerca de 322 milhdes de pessoas no mundo, ou seja, 4,4% da populacdo geral. A doenca, de
Ccurso cronico e recorrente, incapacitante, acomete ambos 0s géneros, todas as idades e classes
sociais, sendo mais prevalente em mulheres, pessoas com baixa escolaridade e
economicamente desfavorecidas (WHO, 2015).

A depressdo possui elevada prevaléncia e a literatura relacionada indica tendéncia
de crescimento (COMPTON et al., 2006). Em 2003, um inquérito realizado em 10 paises
(Brasil, Canada, Chile, Republica Checa, Alemanha, Japdo, México, Holanda, Turquia e
Estados Unidos), que recrutou 37.710 adultos, relatou a prevaléncia de 3% no Japdo e 16,9%
nos Estados Unidos (ANDRADE et al., 2003). Na amostra brasileira, recrutada na cidade de
Sdo Paulo, esta foi estimada em 12,6%. Em um estudo representativo da populacédo de Porto
Alegre, identificou-se prevaléncia de depressdo maior de 12,4% (WIEHE et al., 2006).
Também dados preliminares de um inquérito realizado no Distrito Federal apontam a
prevaléncia auto-referida de depresséo na populagéo adulta de 11,9% (SILVA, 2012).

A doenca esta associada a sérias dificuldades no funcionamento social, conjugal e
ocupacional, bem como a grande angustia pessoal e interpessoal. A prevaléncia de suicidio
entre pacientes depressivos é alta, acima de 15%. Além disso, eles estdo mais sujeitos a
complicagdes, como doencas cardiovasculares, que se desenvolvem a partir do estresse
vivenciado. Ha perspectivas de que a depressdo seja a segunda causa de morte por volta de
2020 (KESLLER et al., 2003; WHO, 2012).

Os sintomas depressivos podem incluir humor deprimido, apatia, alteraces do
apetite, distarbios do sono, agitacdo ou retardo psicomotor, fadiga, culpa, baixa auto-estima,
disfungéo executiva e ideacdo suicida (STAHL, 2010). A delimitacdo dos sintomas dentro de
um espaco de tempo e a etiologia presumida formam os critérios diagndsticos necessarios
para a classificacdo do transtorno depressivo em Desordem Depressiva Maior (DDM),
Distimia, Transtorno Disruptivo da Desregulacdo do Humor e Depressdo induzida por
substancia ou devida a uma condicdo clinica (APA, 2014).

A DDM é transtorno depressivo mais comum e mais prontamente reconhecido. A

prevaléncia da vida estimada para a DDM gira em torno de 1.0% (Republica Checa) a 16.9%
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(US), com ponto médio de 8.3% (Canada) (ANDRADE et al. 2003). O diagndstico do
transtorno depressivo maior é essencialmente clinico, e é dado quando cinco (ou mais)
sintomas depressivos estdo presentes durante 0 mesmo periodo de duas semanas e
representam uma mudanca em relacdo ao funcionamento anterior; sendo pelo menos um dos
sintomas humor deprimido ou perda de interesse ou prazer. Quanto a gravidade/curso, a DDM
ainda pode ser classificada em leve, moderada, grave, com caracteristicas psicéticas, em
remissdo parcial, em remissao completa e ndo especificado (APA, 2014).

A depressdo maior com caracteristicas psicoticas ou Depressdo Maior Psicética
(DMP) é marcada por delirios e /ou alucinacbes e, as caracteristicas psicoticas podem ser
congruentes ou incongruentes com o humor. Naquelas congruentes com o humor, estdo
presentes delirios e alucinacdes cujo contelddo é coerente com os temas depressivos tipicos de
inadequacdo pessoal, culpa, doenca, morte, niilismo ou punicdo merecida. Naquelas
incongruentes com o humor, o contetdo dos delirios ou alucinagbes ndo envolve temas
depressivos tipicos ou inadequagdo pessoal, culpa, doenca, morte, niilismo ou punicdo
merecida ou cujo contetdo é uma mistura de temas incongruentes e congruentes com o humor
(APA, 2014).

As caracteristicas psicéticas ocorrem em quase 18,5% dos pacientes que sao
diagnosticados com DDM e a prevaléncia de DMP aumenta com a idade (OHAYON;
SCHATZBERG, 2002). Pacientes com caracteristicas psicéticas sao mais propensos a ter uma
depressdo resistente ao tratamento em comparacdo com aqueles que ndo apresentaram
sintomas psicéticos associados a depressdo (KUPFER DJ, SPIKER, 1981;STROBER;
CARLSON, 1982; WEISSMAN et al., 1984; WEISSMAN et al., 1988; KESSING, 2006;
HAMODA; OSSER, 2008).

Comparado com pacientes que sofrem de depressdo maior ndo psicotica, aqueles
com depressao maior psicética tendem a sofrer de maior comprometimento funcional geral e
maiores taxas de recaida, hospitalizacGes mais frequentes e episdédios mais longos (PRUSOFF
et al., 1984; SERRETTI et al., 1999; THAKUR ET AL., 1999; OTHMER E, DESOUZA,
2007). Eles também s&o mais propensos a experimentar agitacdo psicomotora, culpa, retardo,
perturbacgdo cognitiva e sentimentos de inutilidade, e um risco particularmente alto de suicidio
(HORI et al., 1993; BASSO; BORNSTEIN, 1999; THAKUR et al., 1999) Ja foi demonstrado
que pacientes com depressdo maior psicotica tém uma taxa de mortalidade significativamente
maior do que aqueles com depressio maior ndo psicotica, com 41% versus 20%,
respectivamente, morrendo em 15 anos, em média (VYTHILINGAM et al., 2003 ). O
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diagndstico e o tratamento corretos sdo, portanto, especialmente importantes para esses
pacientes.

Além disso, os pacientes geridtricos com depressdo psicética tém uma atrofia
cerebral mais pronunciada, maiores taxas de recaida e maior mortalidade em comparagcéo com
pacientes geriatricos sem delirios ou alucina¢es (BALDWIN, 1999), bem como uma fun¢éo
cognitiva significativamente prejudicada em comparacdo a pacientes depressivos néo

psicoticos e a individuos saudaveis (NELSON et al., 1998).

1.2 Fisiopalogia da Depresséo

Nos ultimos anos, muito esforco foi direcionado para melhorar o entendimento
sobre a fisiopatologia da depressdo. Tem-se convicgdo da participacdo de fatores bioldgicos,
psicoldgicos e sociais no desencadeamento da doenga (ANSSEAU et al., 2009). Devido a
heterogeneidade clinica e etiolégica dos transtornos depressivos, tem sido dificil elucidar por
completo a fisiopatologia da depressdo. As teorias disponiveis sdo baseadas na deficiéncia de
monoaminas (NUTT, 2008), predisposicdo genética e influéncia de fatores ambientais
(BONDY, 2004; LOHOFF; FERRARO, 2010), alteracbes na funcdo do receptor e fator
neurotréfico (PITTENGER; DUMAN, 2008), disfuncdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal
(CARROLL et al., 2007), desregulacdo da via do 6xido nitrico (MANTOVANI, 2003),
neuroinflamacdo (MAES et al., 2011) e estresse oxidativo (NG, 2008).

Considera-se que as teorias da depressdo se aplicam aparentemente a apenas
alguns tipos de pacientes deprimidos, mas ndo a outros, e, além disso, tem-se observado que a
fisiopatologia depressiva pode variar consideravelmente em todo o curso da doenga. Diante
dessas evidéncias, defende-se que ndo ha uma hipotese unificada que explique todos 0s casos
de depressdao. Como consequéncia, 0s tratamentos antidepressivos, incluindo abordagens
psicoldgicas e bioldgicas, devem ser adaptados de acordo com o individuo e o estado de
doenga (HASLER, 2010).

1.2.1 Estresse e Depressao

1.2.1.1 Hiperativagao do Eixo Hipotdlamo-Hipofisario-Adrenal (HHA) e

receptores de glicocorticoides
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A exposicdo ao estresse cronico ou mesmo experiéncias traumaticas severas e
pontuais contribuem para a patogénese da depressdo (CHECKLEY, 1996; VYAS et al.,
2002). Ja foi demonstrado em estudo que em 60% dos casos da doenca, 0s episodios
depressivos foram precedidos por fatores estressantes, principalmente de origem psicossocial
(JOCA; PADOVAN; GUIMARAES, 2003). Outra pesquisa demonstrou ainda que 88,1% dos
casos de depressdo estavam relacionados com algum evento estressante e que apenas 11,9%
pareciam ter etiologia endogena (KELLER et al, 2007).

A secrecdo de altos niveis de glicocorticoides tem sido implicada como um dos
mecanismos por tras das alteracGes do humor associadas ao estresse. Cerca de metade dos
pacientes deprimidos apresentam hipercortisolemia e ritmicidade do cortisol interrompida
(SACHAR ; BARON, 1979) que pode ser revertida pelo tratamento com antidepressivos
(HOLSBOER, 2001). Estudos também mostraram que em pacientes com a sindrome de
Cushing, desordem marcada pela hipercortisolemia sustentada, frequentemente apresentam
altos indices de depressao (SONINO; FAVA, 2002).

Eventos estressantes podem causar a hiperatividade do eixo HHA e, assim,
contribuir para a patogénese da depressdo maior. A atividade do eixo HHA é governada pela
secrecdo hipotalamica de horménio liberador de corticotropina (CRH) e vasopressina (AVP).
Esses hormonios ativam a secre¢do hipofisaria do horménio adrenocorticotropico (ACTH),
que finalmente estimula a secrecdo de glicocorticoides pelo cortex adrenal (NEMEROFF,
1996). Os glicocorticéides, entdo, interagem com seus receptores em multiplos tecidos-alvo,
incluindo o eixo HHA, onde sdo responsaveis pela inibicdo, por feedback negativo, da
secre¢cdo do ACTH pela adeno-hipéfise e do HLC a partir do hipotdlamo (PARIANTE;
MILLER 2001) (Figura 1).
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Figura 1. Eixo Hipotalamico-Hipofisario-Adrenal para o controle da secrecéo de cortisol.
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Fonte: SILVERTONE, 2010.

A deficiéncia do feedback negativo, relacionada a hipofuncdo de receptores
glicocorticdides (RG), seguida da secrecdo aumentada de glicocorticoides tém sido
associadas a alteracdes cerebrais/ comportamentais compativeis com o fendtipo depressivo
(JURUENA, 2014). Em excesso, 0s glicocorticoides podem reduzir a neurogénese
hipocampal (KRISHNAN; NESTLER, 2008), causar apoptose de neurbnios hipocampais
(CROCHEMORE et al., 2005), induzir a atrofia de estruturas do sistema limbico (amigdala e
hipocampo), bem como, aumentar a vulnerabilidade dos neur6nios a diversas toxinas, como
as especies reativas de oxigéncio (EROs) (BEHL et al., 1997). Alguns antidepressivos podem
minimizar/prevenir os efeitos tdxicos dos glicocorticoides, provavelmente ao reverterem as
alteracdes na funcdo dos RGs. (JURUENA, 2014).

1.2.1.2 Hiperativagdo do Eixo Hipotalamo-Hipdfisario-Adrenal (HHA) e
receptores sigma-1

O estresse psicoldgico causa estresse a nivel celular. A principio, o estresse
psicoldgico gera uma resposta inflamatoria e ativa o eixo HHA e eleva as citocinas

circulantes, como o tumor necrosis factor-a (TNF-a), IL-1 e IL-6. As citocinas e a ativagéo de
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receptores glutamatérgicos aumentam os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS),
conduzindo a oxidagdo e o estresse no reticulo endoplasmético. A célula, entdo, dispara uma
resposta ao estresse. O acumulo de proteinas disfuncionais, que € causado pelo estresse no
reticulo endoplasmaético (RE), é detectado por sensores de estresse: proteina quinase do RE
(PERK), ATF-6 e IREL. Essas proteinas sensores colaboram para aumentar a quantidade de
chaperonas moleculares (como o receptor sigma-1) e a supressdo da sintese de proteinas para
suprimir o acumulo de proteinas disfuncionais no RE. Possivelmente a resposta celular ao
estresse alterada no RE e / ou proteina disfuncionais sdo alterados em certos distarbios
neuropsiquiatricos (HAYASHI, 2015; YOSHIDA et al., 2001; SMITH et al., 2011;
BERNASCON et al., 2011).

O receptor Sigma-1 € uma proteina abundante em neurdnios e células da glia, tais
como os astrécitos, e € particularmente abundante no cortex pré-frontal, hipocampo e corpo
estriado. Os receptores sigmal estdo presentes no reticuloendoplasmatico e nas membranas
plasmaéticas e nucleares dos neur6nios (SU; HAYASHI, 2003; HAYASHI ; SU , 2004).

O receptor Sigma-1 compreende um sistema de defesa contra o estresse oxidativo
do reticulo endoplasmatico (RE) (Figura 2). A nivel de RE, o receptor sigma-1 esta ligado a
outra chaperona, a BiP. Apds a ligacdo de agonistas dos receptores sigma-1 ou a diminuicao
do Ca2+ no RE , o receptor sigma-1 se dissocia de BiP e estabiliza os receptores IP3 ou o
IRE1, como uma chaperona molecular ativa. A estabilizacdo dos receptores IP3 pode
contribuir para transferéncia de Ca2 + para a mitocdndria e sintese de trifosfato de adenosina,
enquanto a estabilizacdo do IRE1 promove a ativacdo duradoura da via IRE1-XBP-1 e
melhora o estresse no RE (HAYASHI, 2015; YOSHIDA et al., 2001; SMITH et al., 2011,
BERNASCON et al., 2011).

O aumento de célcio intracelular também favorece a expressdo de BDNF e a
neurogénese hipocampal (Figura 3). Embora o mecanismo molecular seja desconhecido, 0s
receptores sigma-1 sdo conhecidos por melhorar o estresse oxidativo por regulagdo negativa
da acumulacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). A ac¢do resulta na supressao intrinseca
de atividade do NF-kB e upregulation de proteinas anti-apoptoticas, como Bcl-2 (HAYASHI,
2015; YOSHIDA et al., 2001; SMITH et al., 2011; BERNASCON et al., 2011).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hayashi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15466698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Su%20TP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15466698
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Figura 2. Sistema de defesa contra o estresse oxidativo do reticulo endoplasmatico (RE) .
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ATP, adenosina trifosfato; ERAD, degradacdo associada ao ER; GPCR, receptor acoplado a
proteina G; NF-kB, fator nuclear kappa-B.
Fonte: HAYASHI, 2015



22

Figura 3. Representacdo esquematica da alteracdo neurogénica no hipocampo de adultos.
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ATP, adenosina trifosfato; ERAD, degradacdo associada ao ER; CaMKII, Kinase I
dependente de calcio-calmodulina; CREB, proteina ligada ao elemento responsivo a AMP
ciclico; BDNF, fator neurotréfico derivado do cérebro; TrKB, receptor de BDNF.

Fonte: HAYASHI, 2015

Conforme demonstrado na figura 3, a estimulacdo de receptores sigma-laumenta a
mobilizacdo de calcio intracelular através de receptores NMDA na membrana plasmatica ou
através da producdo mitocondrial de ATP via reticulo endoplasmatico. O aumento intracelular
de calcio aumenta a autofosforilacio de CaMKII (Kinase Il dependente de calcio-
calmodulina) e promove a fosforilacdo da proteina ligada ao elemento responsivo ao AMP
ciclico (CREB) e a expressdo de BDNF que, por sua vez, aumenta a fosforilacdo de Akt e
promove a neurogénese hipocampal. Esse mecanismo pode ser alterado pelo estresse. O
comportamento tipo depressivo demonstrado em camundongos null para receptor sigma-1
estdo associados com dificuldade na neurogénese hipocampal (CHEVALLIER; KELLER,;
MAURICE T, 2011; SABINO et al., 2009).

Em modelo animal os efeitos da disfuncdo do eixo HHA induzida por estresse foram

revertidos por substancias que atuam nos receptores intracelulares sigma-1, evidenciando que
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esse receptor pode mediar efeitos tipo antidepressivo. Os ligandos de receptores sigma
(especialmente, os agonistas de receptor sigma-1, por exemplo, igmesina, SA4503, (+) -
pentazocina, UMB23, UMB82) revelam potencial atividade antidepressiva em modelos
animais de depresséo, conforme evidenciado nos testes do nado forgado, suspensédo da cauda e
medo condicionado (MATSUNO et al., 1996; PIWOWARSKA et al., 2009; VILLARD et al.,
2011; WANG et al., 2007).

1.2.2 Hipotese neurotrofica da Depressao

A hipotese neurotréfica constitui uma das principais teorias para a neurobiologia da
depressdo. Segundo essa hipdtese, a depressdo esta associada a diminuicdo da expressao de
BDNF (Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro) e atrofia de estruturas limbicas (Y1 et al.,
2014; YE et al., 2011) relacionadas com humor e meméria. Ainda de acordo com a hipétese
neurotrofica, o estresse € um dos principais fatores associados a reducdo da atividade do
BDNF (GROVES, 2007; DUMAN; MONTEGGIA, 2006).

Estudos utilizando amostras cerebrais postmortem mostraram reducdo significativa
da proteina BDNF no hipocampo e cértex pré-frontal de pacientes depressivos que cometeram
suicidio em comparacdo com o0s controles ndo-psiquiatricos (DWIVEDI et al., 2003;
KAREGE et al., 2005 ). Evidéncias pré-clinicas sugerem que citocinas pro-inflamatorias
podem influenciar, pelo menos em parte, a reducdo significativa da expressdao génica do
BDNF e o aumento da expressdo de mRNA do TrkB (receptor de BDNF) em animais com
comportamento do tipo depressivo. Nao ha informacGes detalhadas sobre os mecanismos
precisos subjacentes a modulacdo do BDNF pelo sistema imune e processos inflamatorios
(ZHANG et al.,2016). Por fim, sabe-se que a administracdo de farmacos antidepressivos
aumenta a expressdao do BDNF (NIBUYA 1995) e a infusdo cerebral de BDNF produz efeito
tipo antidepressivo em ratos (SIUCIAK, 1997; SHIRAYAMA, 2002).

1.2.3 Hipotese do estresse oxidativo da Depresséo

De acordo com a hipotese do estresse oxidativo, a patogénese da depressdo tem
como fator precipitante o desequilibrio entre a producgdo celular de espécies reativas de
oxigénio e 0s mecanismos antioxidantes contrarios contribui para a patogénese da depressao.
As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) podem desempenhar um papel ativo na

fisiopatologia da depressdo por varios mecanismos, como dano tecidual, inflamagao
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(FORLENZA; MILLER et al., 2006), neurodegeneracdo (PERO et al., 1990), mecanismos
auto-imunes gerados pelo dano tecidual e apoptose (GIDRON et al., 2006).  Altos niveis de
dano oxidativo também foram associados ao estresse psicoldgico ( IRIE et al., 2003; EPEL et
al., 2004; FORLENZA; MILLER et al., 2006 ; GIDRON et al., 2006).

O cérebro com sua ampla capacidade de consumir grandes quantidades de oxigénio e
produzir radicais livres é considerado especialmente sensivel ao dano oxidativo
(HALLIWELL et al., 2006; VALKO et al., 2007). Portanto, ndo é surpreendente que 0
estresse oxidativo esteja implicado em varios disturbios do cérebro, incluindo distarbios
neurodegenerativos, doengas psiquiatricas e ansiedade (REYNOLDS et al., 2007; NG et al.,
2008; BOUAYED et al., 2009)

1.2.3.1 O estresse oxidativo

A fosforilacdo oxidativa ocorre nas mitocondrias e € uma importante fonte de ATP
em organismos aerobicos. Como subproduto, produz radicais livres, incluindo EROs e
espécies reativas de nitrogénio (ERNS), radicais centrados em carbono e centrados em enxofre
(PERO et al., 1990). Os radicais livres sdo atomos ou grupos de atomos com um numero de
elétrons ndo emparelhados, que sdo substancias altamente reativas que podem resultar em
reacOes em cadeia, com cada passo formando um radical livre. O processo de reducdo de
oxigénio na agua gera EROs como intermediarios que podem causar danos. Quando a
producdo de EROs excede a capacidade antioxidante, a peroxidacao lipidica tende a ocorrer
(HALLIWELL, 2007; DAVIES, 1995 ).

Vaérias enzimas antioxidantes sdo responsaveis por inibir a formacao de EROs ou por
remover radicais livres. Estas enzimas antioxidantes incluem catalase [CAT], superdxido
dismutase [SOD], glutationa peroxidase [GPx] e glutationa redutase [GSR]. SOD ¢
considerada a primeira linha de defesa contra EROs e catalisa a dismutacdo do radical anion
superdxido [02] em H202, o qual pode ser reduzido a 4gua e oxigénio molecular por CAT ou
GPx (MCCORD; FRIDOVICH, 1988; CHELIKANI; FITA; LOEWEN, 2004).

Além de detoxificar o H202, a GPx também pode reduzir os hidro-peroxidos
lipidicos e ndo lipidicos a custa da glutationa reduzida [GSH], que por sua vez é oxidada,
formando glutationa dissulfeto [GSSG]. GSH ¢ o antioxidante enddgeno ndo enzimatico mais
importante e pode ser regenerado pela GSR com o consumo de fosfato de dinucleotideo de
adenina e nicotinamida [NADPH]. Assim, pode-se concluir que o estresse oxidativo reflete o

estado de desequilibrio celular, no qual a producdo de EROs excede os mecanismos de
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resposta antioxidante que ajudam a neutralizar o dano oxidativo mediado pelas EROs ao
DNA, RNA e lipidios, resultando em uma variedade de diferentes consequéncias
fisiopatoldgicas (KROHNE-EHRICH et al., 1977; FURUKAWA et al., 2004; POULSEN et
al., 2012).

Diante desse cendrio, os produtos naturais despontam como uma alternativa

terapdtica no tratamento da depresséo.

1.3 Plantas Medicinais

As plantas medicinais constituem uma fonte renovavel de onde podem ser obtidos
novos e eficazes medicamentos. A indicacdo de plantas medicinais aumenta a op¢ao
terapéutica, ofertando medicamentos equivalentes, e talvez com indicacGes terapéuticas
complementares as medicacdes existentes sem substituir os medicamentos ja comercializados
e registrados (SIMOES et al, 1999; MAIOLI-AZEVEDO; FONSECA-KRUEL, 2007). As
duas principais vias de identificacdo de produtos naturais sdo (i) o conhecimento das praticas
tradicionais (ou etnofarmacologia), e (ii) a triagem aleatéria de plantas, sendo a primeira mais
vantajosa por permitir o0 planejamento da pesquisa de novos farmacos a partir do
conhecimento empirico ja existente (YUNES; CALIXTO, 2001).

A literatura mostra que medicamentos provenientes de substancias naturais Ss&o
capazes de tratar cerca de 80% das enfermidades humanas, possuindo efeitos antibacterianos,
anticoagulantes, antiparasitarias, imunossupressores dentre outras (NEWMAN et al., 2003).
Isso torna-se possivel gracas a presenca dos metabdlitos secundarios, que possuem diversas
funcGes nos vegetais, como defesa contra predadores, protecdo contra raios ultravioleta,
atracdo de polinizadores, entre outros (PERES, 2003; SAKLANI e KUTTI, 2008).

Desta forma, tem-se evidenciado um crescente aumento no estudo de plantas
preconizadas pela medicina popular para validar a sua utilizacdo como fitoterapico seguro e
eficaz. O emprego de técnicas modernas de farmacologia, biologia molecular, modelagem
molecular, quimica farmacéutica e toxicologia renovaram o interesse na procura de novos
medicamentos ou de protétipos de novos farmacos a partir de produtos naturais (CALIXTO et
al, 2000).

Dentre as técnicas de avaliacdo utilizadas, destaca-se o metodo de Lipinski que
pontua as principais propriedades fisico-quimicas e estruturais para um farmaco ideal. A regra
de Lipinski, também denominada de Regra dos 5, foi assim denominada devido aos quatro

parametros analisados serem multiplos de 5. O objetivo principal € estimar a solubilidade e
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permeabilidade de farmacos administrados por via oral , predizendo a influéncia da estrutura
quimica na absorcdo de um composto, uma vez que a previsdo de processos farmacocinéticos
, logo nos estagios iniciais é de extrema importancia para o desenvolvimento de um candidato
a farmaco. Segundo Lipinski, os critérios a serem analisados sdo: a Massa Molar a qual ndo
deve exceder 500g/mol; o log P (lipofilicidade), cujo valor limite é 5; e os grupos doadores e
aceptores de ligacdo de hidrogénio, cujas somatérias ndo deve ultrapassar a 5 e 10,
respectivamente. Esses parametros estdo associados a 90% dos farmacos orais em estudos
clinicos fase II. A regra de Lipinski foi extendida, e os critérios adicionados incluem: o
namero de ligagBes rotacionais que deve ser menor ou igual a 10 e a area superficial polar
cujo valor limite é menor ou igual a 140 A? (LIPINSKI et al, 2001, 2004; NOGUEIRA et al.,
2008).

Apds analise verificou-se que a riparina-1, produto natural isolada da planta Aniba
riparia, ndo viola as regras originais nem as extendidas de Lipinski. Valores referentes a
riparina-1: Massa Molar = 255,32; log P (lipofilicidade) = 2,99; grupos doadores de ligacéo de
hidrogénio = 1; grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio = 3; nimero de ligacGes rotacionais
= 5; 4rea superficial polar = 38,33 A’ Portanto, a substancia teste apresenta solubilidade e

permeabilidade satisfatorias quando administrada por via oral.
1.4 Familia Lauraceae e a espécie Aniba riparia

A familia Lauraceae encontra-se amplamente distribuida nas regibes tropicais e
subtropicais do planeta e possui cerca de 3000 espécies, muitas de alto rendimento, produtoras
de 6leos essenciais e também presentes na medicina tradicional e na culinaria (ALCANTARA
et al., 2010; BROTTO et al., 2009). Os primeiros registros de sua utilizacdo datam de 2800
a.C. na Grécia antiga, fato que influenciou os nomes de muitos dos géneros existentes
(LORENZI et al., 2008). E uma familia rica em metabdlitos secundarios pertencentes as
classes das lignanas e neolignanas, alcaloides aporfinicos e benzilisoquinolinicos,
flavonoides, sesquiterpenos, alcamidas e pironas (KANG et al., 2009; NUNES et al., 2013).

Das espécies que possuem efeito medicinal, uma que se destaca sdo as do género
Aniba, onde diversos efeitos farmacologicos tém sido encontrados na literatura, como: efeito
antiespasmadico da A. canelila (MAIA et al., 2003), efeitos cardiovasculares do 6leo
essencial da A. canelilla (LAHLOU et al., 2005), atividade larvicida da A. duckei (SOUZA et
al., 2007), antifngica e sedativa da A. roseodora (ALMEIDA et al., 2009; SIMIC et al.,
2004). A espécie Aniba riparia (Ness) Mez (que possui como sindnimo Aydendron riparium
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Nees) é popularmente conhecida como louro e possui distribuicdo em diversos paises como
Brasil (Regido Amazodnica), Colémbia, Peru, Equador, Bolivia e Venezuela. Seus frutos
contém diversos constituintes quimicos, como por exemplo, flavondides, neolignanas,
stirilpironas e alcamidas (BARBOSA-FILHO et al., 1987). Esta ultima classe de substancia
tem sido fonte de interesse de pesquisadores na busca de novas fontes vegetais com principios
farmacologicamente ativos (CASTELO-BRANCO, 2000) (Figura 4).

Figura 4. Aniba riparia (Nees) Mez
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Fonte: http://fm2.fieldmuseum.org/vrrc/max/LAUR-anib-ripa-ecu-2188224.jpg (acesso:
05/17).
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As alcamidas sdo metabdlitos secundarios que representam uma classe distinta de
produtos naturais e sdo constituidas pela unido de um &cido graxo (de 8-18 carbonos) unido a
uma amina proveniente de algum aminoacido por descarboxilagio no momento da
condensacdo. Em algumas espécies estdo relacionados com a protecdo contra o ataque de
patdgenos (RAMIREZ-CHAVEZ et al., 2004; KANG et al., 2009). Do fruto verde ndo
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maduro da Aniba riparia foram isoladas trés alcamidas, popularmente chamadas de riparinas
I, Il e Il (CASTELO-BRANCO, 1992) que apresentam diversas atividades biologicas,

mostradas na tabela a seguir:

Quadro 1. Atividades bioldgicas das alcamidas isoladas da Aniba riparia

ALCAMIDA ATIVIDADE BIOLOGICA
Anticonvulsivante (MONTEIRO ef al., 2003), Antimicrobiana
Riparina I (MARQUES, 2001), Miorrelaxante (MARQUES ef al_, 2003),
(O-metil-N-benzoil | Hipotensor (SEDXAS, 1996), Antidepressiva, Ansiolifica
tiramina) (SOUSA ef al . 2003), Antinociceptivo (ARAUTO ef al_. 2009)

Anticomvulsivante (LEITE ef al, 2000), Anfimicrobiana
Fiparina [T (MARQUES, 2001). Eelaxante de ftraqueia de cobaia
(O-metil-N-2 hidroxi | (CASTELO BRANCO et al, 2000). Hipotensor (SEIXAS,
benzoil tiramina) 1996). Antidepressivo (TEIXEIRA &t al., 2013). Ansiolitico

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

Anticonvulsivante (MONTEIRO ef al., 2005), Espasmodico
Riparina IIT (THOMAS ef al., 1994); Miorrelaxante (MARQUES &f al.,
(O-metil-N-2.6- 2005), Antimicrobiana (MARQUES, 2001), Hipotensor
dihidroxi benzoil (SEDXAS, 1996), Antinociceptivoe e anti-inflamatorio
tiramina) (VASCONCELOS, 2015), Antidepressivo (SOUSA efal., 2004;
MELO atf al_, 2013; VASCONCELOS et al_, 2015), Ansiolitico
(MELO af al, 2006; SOUSA ef al., 2004)

Fonte: Carvalho (2016).

1.5 Modelagem Molecular

A compreensdo dos mecanismos fisioldgicos de diversos processos no corpo sé é
possivel com o entendimento da interacdo entre macromoléculas ou entre uma macromolécula

e um ligante que pode funcionar como agonista/antagonista ou substrato/inibidor. Para isso,
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surge a modelagem molecular com o desenho racional de farmacos, cujo objetivo é
direcionar as pesquisas para o desenvolvimento de moléculas com maior potencial ou para
prever uma possivel interacdo entre uma molécula e um receptor (MOBLEY e DILL, 2009;
KITCHEN et al., 2004).

Inicialmente, deve-se criar a estrutura tridimensional do ligante e também da
macromolécula de interesse (receptor). A criacdo da macromolécula pode ser realizada
através de meétodos experimentais como: ressonancia nuclear magnética, raios X ou
cristalografia. Quando essa criacdo ndo for possivel, pode-se realizar a modelagem por
homologia como uma ferramenta alternativa para as predicbes (RANGWALA; KARYPIS,
2011).

A modelagem por homologia é baseada na possibilidade de se determinar a estrutura
de uma proteina por meio de sua sequéncia de aminoacidos. Inicia-se pela busca em um banco
de dados como o Protein Data Bank (PDB) por proteinas da mesma familia que tenham
estruturas tridimensionais e coordenadas disponiveis. Um dos programas mais utilizados para
realizar a busca por alinhamentos é o Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), pois ele
compara uma sequéncia desconhecida com aquelas depositadas em bancos de dados, de
maneira rapida e confiavel. Apos este processo, realiza-se o alinhamento da sequéncia alvo
com uma ou mais sequéncias moldes a fim de verificar a correspondéncia entre 0s
aminoacidos e a partir dai gera-se a estrutura tridimensional inicial da macromolécula
(MARTI-REMON et al., 2009; MOUNT, 2004).

Apbs a criacdo do modelo, é necessario realizar uma analise de qualidade. Tal analise
é realizada através da determinacdo de diversos fatores, como: comprimentos das ligacdes,
planaridade das ligacbes peptidicas, angulos de torcGes, quiralidade e energia. Programas
como MolProbity e Procheck realizam estas analises e geram um grafico de Ramachandran,
que identifica os residuos que se encontram fora das regides energeticamente favoraveis,
possibilitando uma melhora do modelo final. Caso apds a analise da qualidade, o resultado
ndo tenha sido satisfatério, deve-se realizar algumas estratégias de refinamento para a
obtencdo de um modelo mais préximo da realidade biolégica (ALTMAN; DUGAN, 2005;
LIPINSKI et al., 2012)

Logo o modelo tendo sido criado e validado, garantindo a sua confiabilidade, deve-se
realizar a técnica de atracamento molecular (Docking Molecular) para prever o modo e
afinidade de ligagéo entre o ligante e um receptor (SCHWARZ; KAVRAKI, 2001). A viséo
mais recente do atracamento proteina-ligante, descreve uma proteina como um conjunto de

estados conformacionais, com estruturas similares e energeticamente equivalentes. O ligante
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ao interagir (através de ligacGes de hidrogénio, interacbes de van der Waals, interacdes
ibnicas, hidrofobicas e/ou interacGes envolvendo anéis aromaticos e ions metalicos), seleciona
uma conformacdo qualquer e desloca o equilibrio para que essa conformacdo tenha sua
proporcdo aumentada na populacdo total (GUEDES et al.,, 2013). Atualmente existem
diversos programas de atracamento molecular, que auxiliam na identificacéo de sitios ativos e
regides farmacoféricas, diferenciando-se pelo método de busca e pela funcdo de afinidade
empregada. Podemos destacar, os programas AutoDock, AutoDock Vina e Dockthor
(TALELE et al., 2010)

2. RELAVANCIA E JUSTIFICATIVA

A depressdo possui elevada prevaléncia e a literatura relacionada indica tendéncia
de crescimento. Segundo relatorio recente publicado pela WHO, em 2015, a doenga se abatia
sobre cerca de 322 milhdes de pessoas no mundo, ou seja, sobre 4,4% da populagéo global. O
estudo também detectou o0 aumento da prevaléncia de casos mundiais em 18,4% entre 0s anos
2005 e 2015. No Brasil, sofria de depressao em 2015 cerca de 5,8% da populacdo brasileira,
um total de 11,5 milhdes individuos. O indice é o maior na América Latina e o segundo maior
nas Ameéricas, atras apenas dos Estados Unidos, onde foi registrado que 5,9% da populacdo
tinha o diagnostico de depresséo, um total de 17,4 milhdes de casos. O levantamento mostrou
que, além do Brasil e dos Estados Unidos, em paises como Ucrania, Australia e Estonia
também foram registrados altos indices de depressao em sua populacdo — 6,3%, 5,9% e 5,9%,
respectivamente (WHO, 2017).

A doenca de alta prevaléncia mundial é também a principal causa de incapacidade

laboral no planeta, sendo um dos principais contribuintes para a carga global de doencas
(WHO, 2017). A depressdo € um problema de salde publica, relacionado a incapacidade
funcional e a elevada morbi-mortalidade. Anualmente, a depressdo acarreta gasto econdmico
estimado em US$ 83 bilhdes nos Estados Unidos (DONOHUE; PINCUS, 2007) e em 118
bilhdes de euros na Europa. (SOBOCKI et al., 2006 ). Os pacientes deprimidos apresentam
limitacdo de suas atividades cotidianas e buscam com maior frequéncia os servi¢os de saude
(JOHNSON et al., 1992).

A literatura cientifica indica claramente que os tratamentos efetivos para DDM
ainda sdo muito necessarios. Os medicamentos antidepressivos sao atualmente o alicerce para
o tratamento da doenca, sendo eles, em sua maioria, moduladores das vias monoaminérgicas.

No entanto, quase dois ter¢os dos pacientes ndo conseguem alcancar a remissdo dos sintomas
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com seu plano de tratamento inicial (NELSON et al., 2008). Um terco dos pacientes com
episodio depressivo com remissdo inicial recai no primeiro ano. Os indices de recaida séo
estimados em 20% a 24% nos primeiros 2 meses, 28% a 44% aos 4 meses, 27% a 50% aos 6
meses e 37% a 54% aos 12 meses (FLECK et al., 2001). Além disso, pacientes deprimidos
com o subtipo psicético, tém um curso de doenca mais pobre e maiores taxas de resisténcia ao
tratamento (HAMODA et al., 2008; I1JIMA et al., 2010).

No tratamento da depressao psicotica, estudos clinicos demonstraram a eficacia da
combinacdo entre um antidepressivo (por exemplo, um antidepressivo triciclico ou um
inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina (SSRI)) e um antipsicético ou, mesmo, a eficécia
da Terapia eletroconvulsiva (ECT) (Furuse e Hashimoto , 2009; Rothschild, 2013; Wagner et
al., 2013). Mas as limitacGes dessas terapias estimulam a procura por novas substancias
antidepresivas. No caso dos antidepressivos, a demora para o surgimento do efeito terapéutico
(2 a 4 semanas) € um problema. Alguns antipsicoticos causam efeitos extrapiramidais. O
baixo impacto dessas drogas sobre os sintomas cognitivos também é uma lacuna a ser
preenchida. Ja a eletroconvulsoterapia tem como principais dificuldades o risco de eventos
cardiovasculares e o alto custo da terapia (FURUSE e HASHIMOTO, 2009; MCINTYRE et
al., 2013).

Neste contexto, os produtos naturais surgem como uma potencial fonte de novos
farmacos. Estudos prévios com a riparina-l, uma alcamida isolada da planta Aniba riparia,
apresentaram resultados promissores. Foi verificado que a riparina-l1 apresenta efeitos anti-
inflamatério (ARAUJO, 2007) e tipo antidepressivo e ansiolitico em roedores (SOUSA et al.,
2014; OLIVEIRA, 2012). Esses dois ultimos efeitos foram verificados em testes de triagem
apenas para avaliar a atividade farmacoldgica central da substancia, no modelo de depresséo
aguda.

Considerando que a inflamagdo e o desbalanco oxidativo sdo propostos como
mecanismos importantes da patogénese bioldgica e celular da depressdo, compostos
antioxidantes e anti-inflamatérios sdo considerados potenciais agentes antidepressivos (XU et
al., 2014). De fato, alcamidas com propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, como a
piplartina e a riparina Il, causam efeitos tipo antidepressivos em modelos animais de
depressdo (BEZERRA et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2013; de Carvalho et al., 2013).

Diante do exposto e, considerando estudos prévios que demonstraram a seguranga
da rip-1 em testes de toxicidade in vivo e in vitro (CASTELO-BRANCO et al., 2000;
SILVEIRA, 2007), o objetivo principal do presente estudo é avaliar a efeito tipo

antidepressivo da rip-1, em um modelo animal de depressédo resistente ao tratamento, bem
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como, investigar o possivel envolvimento de vias antioxidantes e nitrérgica na geracdo desse

efeito.

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar o potencial efeito antidepressivo da riparina-1 em camundongos

submetidos ao modelo de depressao induzido pela administracdo cronica de corticosterona.

3.2 Especificos

Pesquisar o efeito do tratamento com riparina-1, corticosterona e fluvoxamina sobre a
atividade locomotora no teste do campo aberto;

Avaliar o potencial efeito tipo antidepressivo da administracdo de riparina-1 sobre 0s
seguinte parametros comportamentais:

- tempo de imobilidade nos testes suspensédo da cauda e nado forcado, porcentagem de
interacdo social e porcentagem de preferéncia pela solucéo de sacarose;

Analisar o potencial efeito tipo ansiolitico da administracdo de riparina-I sobre:

- niUmero de grooming no teste do campo aberto e, no teste do plus maze: nimero de
entrada e tempo de permanéncia nos bragos abertos;

Estudar o potencial efeito tipo antipsicético da administracdo de riparina-I sobre:

- 0 nimero de rearing, no teste do campo aberto, e a porcentagem de inibicao pré-
pulso;

Avaliar o potencial efeito tipo mneuménico da administracdo de riparina-1 sobre:

- memoria de trabalho no teste do Y-maze e memoria aversiva no teste da esquiva
passiva.

Analisar os efeitos da administracdo de riparina-1 sobre os seguintes parametros
neurogquimicos:

- concentracdo de BDNF hipocampal;

- enzimas/produtos do estresse oxidativo no cortex pré-frontal, hipocampo e corpo
estriado.

Estudar a ancoragem molecular da rip-1 com o receptor sigma-1;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Botanico

Os frutos verdes da Aniba Riparia foram coletados na regido de Humaiata, 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 riparina-1 foram feitos pelo Prof. Dr Stanley Juan
Chavez Gutierrez da Universidade Federal do Piaui. Inicialmente, a riparina-1 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 maior que
98% (BARBOSA-FILHO et al., 1987).

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas com peso entre 19 e 23g. Os
animais foram mantidos em uma temperatura controlada (23 + 10C) com um ciclo claro /
escuro de 12h (luzes acesas as 7:00 da.m.) e sob livre acesso a agua e alimentos. Os
experimentos foram realizados apds aprovacgdo do projeto (N° protocolo: 58/2013) (Anexo 1)
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara. Os
procedimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) para o cuidado e uso de animais de laboratério, bem como
0 Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério publicado pelo National Institute of
Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

4.3 Drogas

Todas as substancias a seguir foram administradas em um volume de 0,1 mL/10 g
de peso do animal. Corticosterona [cort 20 mg/kg, por via subcuténea (s.c.), Sigma, St. Louis,
EUA] foi dissolvida em solucédo salina, contendo 0,1% de dimetilsulfoxido (DMSO) e 0,1%
de Tween 80. Riparina | [50 mg/kg, via oral (v.0.) — melhor dose efetiva segundo Sousa et al.,

2014], Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, Jodo Pessoa-PB, Brasil] foi dissolvida em
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3% de Tween 80 e diluida em &gua destilada. A pureza da riparina-| foi de 98.93%, conforme
verificada por high-performance liquid chromatography (HPLC). Fluvoxamina [Luvox® 50

mg/kg, via oral (v.0.)] foi diluida em agua destilada.

4.4 Desenho do Experimento

O modelo de depresséo deste trabalho foi estruturado como descrito por Zhao et
al. (2008). Uma visdo geral do desenho experimental estd representada na Figura 5.
Brevemente, a fase de tratamento de reversdo da depressdo foi simulado. No inicio, 0s
animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos: grupo ndo estressado e grupo
estressado. O primeiro grupo recebeu injecdes diarias subcutaneas de veiculo-1 e o segundo
grupo recebeu injecdes diarias subcutaneas de cort, ambos com duracdo de 23 dias. No 14° dia
destes 23 dias, outro tratamento foi adicionado para cada grupo (e continuado por 9 dias): o
grupo que recebia veiculo-1 também comecgou a receber veiculo-2, enquanto que o grupo
tratado com cort foi redistribuido em trés novos grupos, e cada novo grupo comegou a

receber, além do horménio estressor, veiculo-2, rip-1 ou fluvoxamina por via oral.



35

Figura 5. Diagrama esquematico do desenho experimental

Campao,Nado, ¥-Maze

Suspensio, Esquival, Labirinto ¥

Interacdo, Esquiva Il,Sacarose / IFP

Campo
Mado Testes / Sacrificio
f T I T » Tempo
7 14 n M (dias)
Grupos Tratamentos diarios e vias de administragdo
Grupo
sadio Veiculol  (s.c) + Veiculo 2 (v.o)
Grupo
doenta Corticosterona (s.c) + Vieiculo 2 (w.o)
Grupo
doente e Corticosterona (s.c) + Riparina | {v.0)
tratadol
Grupo
doente e Corticosterona (s.c) + Fluvoxamina (w.o)
tratado

Veiculo 1: solucéo salina, contendo 0,1% de dimetilsulfoxido (DMSO) e 0,1% de Tween 80 — Diluentes da
corticosterona.
Veiculo 2: 3% de Tween 80 e diluida em agua destilada — Diluentes da riparina-I.

Média de animais por grupo:10

Os testes de campo aberto e de natacdo forcada foram realizados no 14° dia e
repetidos no 21° dia. No 21°, 22° e 23° dias eram realizados testes comportamentais, trés testes
por dia pelos quais todos os animais passavam. Os testes comportamentais ocorreram no
inicio da tarde, 4 horas ap6s a administracdo oral de veiculo-2, rip-l1 ou fluvoxamina. O
comportamento era avaliado por um examinador que desconhecia as substancias
administradas aos animais. No final da linha do tempo, os camundongos foram mortos por
decapitacdo e o cortex pré-frontal, hipocampo e estriado foram dissecados, rapidamente
congelados e armazenados a -70 ° C até serem avaliados. A partir das amostras cerebrais

foram dosados parametros de estresse oxidativo, niveis de nitrito e BDNF.
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4.5 Testes comportamentais

4.5.1Teste do Campo Aberto

Teste utilizado para avaliar a atividade exploratéria do animal. O aparato consiste
de uma caixa em acrilico com paredes transparentes e fundo preto, dimensées 30 x 30 x 15, e
dividida em 9 quadrantes. O teste teve duracdo toral de 6 minutos, sendo 1 minuto reservado
para a adaptacdo. Os parametros avaliados s@o nimero de crossings (cruzamentos), numero
de rearings (levantamentos) e numero de groomings (movimentos de auto-limpeza).
(ARCHER, 1973).

Figura 6. Arena do campo aberto

Parametros avaliados:

——_
/ L 1]
/ ™ \
/ g
/9

/ ’T\[ 7 e »
- \;‘»\_.6\ N A
Rearing Grooming Desclocamento
(Cruzamentos de
quadrantes)
Fonte: https://www.researchgate.net/figure/277885389 fig4 Figure-2-Ethogram-of-rat-

behavior-in-the-hole-board-apparatus-Walking-Wa-the-rat
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4.5.2 Teste do Nado Forgado (TNF)

Os camundongos foram colocados individualmente para nadar em um recipiente
cilindrico aberto (diametro, 22 cm, altura, 40 cm) que continha 20 cm de 4gua mantida a 25 +
1 ° C. O teste teve duragéo toral de 6 minutos, sendo 1 minuto reservado para a adaptagdo. O
tempo total durante o qual o animal permaneceu imével foi registrado, por um periodo de 5
minutos. A imobilidade foi definida como o animal flutuando na agua sem se esforcar e
fazendo apenas movimentos muito minimos necessarios para manter sua cabeca acima da
adgua. Um aumento na duracdo da imobilidade é indicativo de comportamento deprimido
(PORSOLT etal., 1977).
Figura 7. Aparato do Nado Forcado

Mobilidade Imobilidade

Fonte: QUEVEDO et al., 2013

4.5.3 Teste da Suspensdo da Cauda (TSC)

Os camundongos foram colocados individualmente e suspensos, presos pela cauda
com uma fita adesiva numa plataforma a 60 cm acima da bancada. O teste teve duracdo toral
de 6 minutos, sendo 1 minuto reservado para a adaptacdo. O tempo total durante o qual o

animal permaneceu imovel foi registrado, por um periodo de 5 minutos.
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Figura 8. Suspensédo da Cauda

Imobilidade Mobilidade

Fonte: QUEVEDO et al., 2013

4.5.4 Interacdo Social (IS)

O aparato do teste consiste em uma caixa de acrilico 60 cm x 40 cm dividida em
trés cadmaras interligadas por meio de uma abertura com as dimensfes 6 x 6 cm. Nas
extremidades das camaras das havia uma gaiola de ferro, uma com um camundongo
desconhecido e do mesmo sexo (camara social) e outra vazia (cdmara oposta). Os animais
teste foram colocados na camara central, cada um teve um tempo de 5 min de exploracdo na
caixa (RADYUSHKIN et al., 2009). Foi medido o tempo gasto em cada uma das trés
camaras, e a preferéncia social foi definida como: (% do tempo gasto na camara social) — (%

do tempo gasto na cAmara oposta).
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Figura 9. Aparato de Interagéo social

Camara Social Camara Vazia

Fonte: Horst et al., 2014

4.5.5 Preferéncia pela solucdo de sacarose

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 modificagdes. 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. Apds a adaptacdo, para a
realizacdo do teste, os animais foram colocados em gaiolas individuais e receberam a opg¢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 solucdo de sacarose a qual foi calculada pela seguinte formula:

Preferéncia de sacarose (%) = consumo de sacarose x 100

consumo de agua + consumo de sacarose

Uma PSS < 65% € indicativa comportamento tipo anedénico.
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Figura 10. Oferta de liquidos para o teste de Preferéncia pela solucdo de sacarose
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Fonte: Prdpria autora

4.5.6 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) ou Plus maze

O LCE consiste de dois bracos abertos opostos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x
5 x 25 cm), também opostos, em forma de cruz. Os bracos abertos e fechados estdo
conectados por uma plataforma central (5 x 5 cm). O aparelho esta elevado a uma altura de 45
cm do nivel do chao. Os animais foram colocados no centro do aparelho com a cabeca voltada
para um dos bracos fechados e o seu comportamento observado por 5 minutos. As medidas
comportamentais registradas durante o experimento foram: nimero de entradas e o tempo

despendido em ambos os bracos, abertos e fechados.
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Figura 11. Labirinto em Cruz Elevado

Fonte: http://lafayetteneuroscience.com/products/no-auto-elevated-plus-mice

Para andlise estatistica dos dados e confeccdo dos gréaficos, sdo considerados apenas
0s parametros relacionados aos bragos abertos. Para isso, a percentagem de entradas nos
bracos abertos é calculada dividindo-se o nimero (frequéncia) de entradas nos bracos abertos
pelo nimero (frequéncia) total de entradas (obtida pela soma simples das freqliéncias de
entradas nos bragos abertos e nos fechados). Esse indice obtido é multiplicado por 100. De
maneira semelhante, é calculada a percentagem do tempo em que 0s animais permanecem nos
bracos abertos (Quadro 2).

Dessa forma, os parametros levados em consideracdo para analise estatistica sdo:
e NuUmero de entradas nos bragos abertos (NEBA);
e NuUmero de entradas nos bracos fechados (NEBF);
e Tempo de permanéncia nos bracgos abertos (TPBA);
e Tempo de permanéncia nos bracgos fechados (TPBF);
e Percentagem de entrada nos bragos abertos (PEBA);

e Percentagem do tempo de permanéncia nos bracgos abertos (PTBA).
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Quadro 2 - Calculo dos parametros PEBA e PTBA do LCE

Célculo do PEBA e PTBA
% entrada nos bracos abertos % tempo de permanéncia nos bracos
(PEBA) abertos (PTBA)
PEBA=_NEBA x 100 PTBA = _TPBA x 100
(NEBA + NEBF) (TPBA + TPBF)

4.5.7 Inibicao Pré-pulso (IPP)

Inibicdo Pré-Pulso (IPP) é caracterizada pela reducdo do reflexo de sobressalto a
um estimulo acustico intenso (pulso), quando imediatamente precedido por um estimulo de
menor intensidade (pré-pulso) (HOFFMAN; ISON, 1980; SWERDLOW et al., 2001). A
reacdo corporal dos ratos a um estimulo acustico, no presente trabalho, foi monitorada em
uma camara (INSIGHT equipamentos cientificos — Brasil modelo EP-175) conectada a um
tubo (diametro 8,2 cm, comprimento 20 cm) montada em uma caixa fechada ventilada.

Os camundongos foram colocados em um contensor (4,5 x 5,0 x 5,5 cm) com
barras de aco inoxidavel de 3,0 mm de didmetro com espacamento de 0,8 centimetros de
distancia. O contensor foi mantido preso sobre uma balanga, chamada de plataforma de
resposta, através de quatro parafusos miniaturas. Um alto-falante localizado a 15 cm do
contensor, foi usado para fornecer os estimulos de pulso, pré-pulso e ruido de fundo. O
contensor, a plataforma e o alto-falante foram localizados dentro de uma camara acustica
ventilada (64 x 60 x 40 cm). Procedimentos de calibracdo foram realizados antes dos
experimentos para garantir sensibilidades equivalentes das plataformas de resposta ao longo
do periodo de teste.

A sessdo de testes comegou ao colocar um animal no contensor para a
aclimatacdo, consistindo este procedimento em uma exposi¢cdo de 5 minutos ao ruido de
fundo (65 dB). Apds o periodo de aclimatacdo os camundongos foram apresentados a uma
série de 10 estimulos de treino (pulso sozinho - 120 dB, 50 ms de duracéo), com um ensaio de
inter-intervalo de 20s. O objetivo desta fase foi permitir a habituacdo da resposta de
sobressalto do animal. Posteriormente, a modulacéo IPP de sobressalto foi testada no seguinte
protocolo: consistiu de 74 ensaios pseudorandomizados divididos em oito categorias

diferentes, apresentados com um intervalo inter-estimulos de 20s: 20 apresentacdes de pulso
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sozinho (120 dB, 50 ms de duragdo), 8 apresentacGes de cada intensidade de pré-pulso
sozinho (70, 75 e 80 dB, frequéncia 3000 Hz, 20 ms de duragdo), 10 apresentacdes de cada
intensidade de pré-pulso + intensidade de pulso (com intervalo de 50ms entre pré-pulso e
pulso) e auséncia de estimulo; nesse bloco o animal sO recebe o estimulo de ruido de
fundo(Levin et al., 2011). S&o utilizadas trés intensidades de pré-pulso diferentes para que o
teste tenha maior veracidade, como se 0 mesmo fosse feito em triplicata.

A media da amplitude de resposta de sobressalto aos ensaios de pulso sozinho (P)
e pré-pulso + pulso (PP + P) foi calculada para cada animal. O nivel de IPP em cada
camundongo foi definido como a porcentagem da redugéo da amplitude do sobressalto nos
ensaios de PP + P em comparagdo com a amplitude do sobressalto nos ensaios de P, de acordo
com a seguinte férmula: % PPl = 100 - [100 x (PP + P / P)]. Usando esta férmula, um valor
de IPP de 0% denota que ndo houve diferenca entre a amplitude da resposta de sobressalto do
pulso sozinho e do pré-pulso + pulso, consequentemente, ndo houve IPP (LEVIN et al.,
2011).

Esperou-se que o grupo de animais tratados repetidamente com corticosterona
(controle positivo) apresentassem déficits de IPP neste teste comportamental e que os animais
tratados com o antipsicético padrdo, fluvoxamina, ndo apresentassem alteracdes neste

parametro.

Figura 12. Camara acustica
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Fonte: prépria autora



44

4.5.8 Teste do labirintoem Y

A memoria de trabalho foi avaliada por meio do teste de labirinto em Y, que
permite avaliar o comportamento cognitivo exploratorio. O labirinto consiste em trés bragos
idénticos de 40 cm de comprimento, 25 cm de altura e 6 cm de largura cada um convergindo
a um angulo igual. Um por vez os animais eram colocados no centro do aparato, livres para
explorar os bragos do labirinto durantes 8 minutos. A série de entradas do brago, incluindo
possiveis retornos no mesmo braco, foram registradas. Uma alternancia foi definido como
entradas em todos os trés bracos de forma consecutivos . O nimero de alternancias maximas
foi portanto, o nUmero total de entradas do brago menos dois e a porcentagem de alternancia
foi calculada como (alternancias corretas / alternacdes totais) X 100. Por exemplo, se 0s
bracos fossem identificados como A, B, C e o camundongo explorasse a sequencia
ABCACBACCAB, o nimero de entradas seria 11, e as alternancias sucessivas: ABC, BCA,
ACB, CBA, BAC, CAB. Portanto, a porcentagem de alternancia seria seja [6 / (11 - 2)] x 100
= 66,7 (SARTER et al., 1988).

Figura 13. Labirinto em Y

Fonte: https://www.stoeltingco.com/y-maze.html
4.5.9 Teste da Esquiva Passiva
O teste de esquiva passiva envolve a especifica repressdo da tendéncia natural do

animal de explorar além da plataforma e envolve o aprendizado de evitar o choque, um

componente aversivo que constitui uma resposta condicionada. O aparelho consiste de uma
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caixa de acrilico (48 x 22 x 22), com 0 piso constituido por uma plataforma e uma grade
eletrificada. O animal foi colocado na plataforma e deixado para ambientacdo no aparelho
durante um 1 minuto, e depois retirado. Apos 30 segundos, o animal foi colocado novamente
na plataforma. O animal ao descer da plataforma recebeu um choque de 0,5 mA, durante 1
segundo, com o tempo de laténcia para entrar sendo registrado, até um méaximo de 5
minutos(treino). Retirou-se o animal e apds 15 minutos, este foi colocado novamente na
plataforma e registrou-se a laténcia de descida (avaliacdo da memoria recente). A retencéo do
aprendizado (avaliacdo da memdria tardia) foi testada ap6s 24 h, quando o animal foi
colocado na plataforma e o tempo de laténcia para a descida da plataforma foi registrado.
Nessa etapa o0 animal néo recebe o choque (GOLD,1986).

Figura 14. Aparelho da Esquiva Passiva
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4.6 Testes Neuroquimicos

4.7.1.Preparacdo de tecidos. As amostras de tecido cerebral foram homogeneizadas {dez
vezes [peso / volume (p / v)] com tampdo de fosfato 0,1 M gelado [pH 7,4]}. Os homogenatos
foram centrifugados a 10000 xg durante 15 min e as aliquotas de sobrenadante foram
separadas e utilizadas nas dosagens de parametros do estresse oxidativo. Para a medigdo de
BDNF, as amostras foram homogeneizadas 20 vezes (p / v) com tampdo de solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) (pH 7,4), com a adicdo de um coquitel de inibidor de protease

(Sigma).
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Determinacdo dos niveis de BDNF. Os niveis de BDNF foram determinados no hipocampo
por meio de ELISA sandwich anti-BDNF (Immunoassay Quantikine® BDNF), de acordo
com as instrucdes do fabricante (R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA). Resumidamente,
0s homogeneizados cerebrais e padrdes (62,5-4000 pg / mL) foram pipetados em pocos de
uma microplaca pré-revestida com anticorpo monoclonal especifico para BDNF. Qualquer
BDNF presente foi entéo ligado pelo anticorpo imobilizado. Um anticorpo monoclonal ligado
a enzimas especificas para BDNF foi adicionado aos pocos. Apds uma lavagem para remover
qualquer reagente enzima-anticorpo nao ligado, adicionou-se uma solucdo de substrato aos
pogos; a cor se desenvolve em propor¢do a quantidade de BDNF ligada a etapa inicial. O
desenvolvimento de cores foi interrompido e a intensidade da cor foi medida dentro de 30
min, usando um leitor de microplacas ajustado para 450 nm. A quantidade de BDNF foi
determinada por absorbancia em 450 nm e expressa como pg de proteina por g de tecido.
(FREY et al., 2006).

Avaliacdo do estresse oxidativo:

Avaliacédo da atividade SOD. A atividade SOD foi medida de acordo com Sun e Zigman
(1978). A atividade enzimética foi avaliada medindo sua capacidade para inibir a reducdo
fotoquimica do tetrazélio nitro-azul (NBT). Os resultados foram expressos como a quantidade
de SOD necessaria para inibir a taxa de reducdo do NBT em 50% em unidades da enzima por
ug de proteina (proteina U / pg). A determinacdo da proteina foi avaliada pelo método de
Bradford (Bradford, 1976).

Determinacdo dos niveis de GSH. Os niveis de GSH foram avaliados de acordo com Sedlak e
Lindsay (1968). O método foi baseado na reacdo de reagente de Ellman (DTNB) com grupos
tiol livres. Homogeneizados a 10% (p / v) em EDTA 0,02 M foram adicionados a uma
solugdo de &cido tricloroacético a 50%. O nivel de GSH foi determinado pela absorvéncia a

412nm e foi expresso como ng de GSH / g tecido .

Avaliacdo da peroxidacdo lipidica. A formacdo do perdxido lipidico foi analisada pela
mensuracdo das substancias reagentes do acido tiobarbiturico (TBARSSs) nos
homogeneizados. A peroxidacdo lipidica foi determinada pela absorvéncia a 535nm, sendo

expressada como pmol de malondialdeido (MDA) / g de tecido umido (Ohkawa et al., 1979).
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Determinagéo de nitrito. A quantidade de nitrito estavel, o produto final do metabolismo do
oxido nitrico (NO), foi determinada por um ensaio colorimétrico como descrito por
Radenovic e Selakovic (2005). A absorvancia foi medida a 550 nm atraves de um leitor de
microplacas. A curva padrao foi preparada com varias concentracfes de NaNO2 (variando de

0,75 a 100 uM) e foi expressa como umol / mg de proteina.

4.7 Modelagem molecular

Para verificar a interagdo com o receptor pluripotente sigma-1 envolvido na
regulacdo do humor e cognicdo, foram utilizadas ferramentas de bioinformética disponiveis
online gratuitamente. O ligante (Rip-1) foi obtido através do programa Avogrado. Para
obtencdo do modelo confiavel do receptor sigma 1, foi selecionado modelo encontrado no
PDB (Protein Data Bank) com os codigos de ID: 5HK1 (pertencente a espécie Homo
sapiens), escolhido por fatores de similaridade com a espécie Mus Musculus, empregando o
servidor Run Blast.

A analise da interacdo molecular (Docking Molecular) ocorreu através da
utilizacdo da estrutura da rip-1 com o receptor sigma-1, com auxilio do software Autodock
Tool. A técnica permite obter diferentes conformacdes espaciais do ligante, possibilitando

identificar qual dentre estas é a mais provavel na interacdo ligante-alvo.

4.8 Analise estatistica

Os resultados comportamentais da inibicdo de prepulse foram analisados por two-way
ANOVA seguido pelo teste post hoc de Bonferroni. Os resultados das outras determinacdes
comportamentais e parametros neuroquimicos foram analisados usando one-way ANOVA
seguido do teste post hoc de Student-Newman-Keuls para comparacbes multiplas.
Previamente, a distribuicdo normal dos dados foi avaliada. O nivel de significancia foi
definido em p < 0,05. As analises de dados foram realizadas usando o software GraphPad
Prism, versdo 5.0 para Windows (copyright 1992-2007; GraphPad Software, San Diego,
California, EUA).

5 RESULTADOS


http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=9606
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=9606
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Os diferentes tratamentos oferecidos aos camundongos ndo causaram alteragoes
significativas na atividade locomotora espontdnea ou no numero de grooming, conforme
detectado no teste do campo aberto. No entanto, a administracéo de corticosterona + veiculo-2
(21° dia) aumentou o namero de rearing do grupo estressado em comparacdo ao grupo

controle e este foi revertido na associacgdo de cort + rip e cort + flu (Tabela 1).
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Tabela 1. Efeito das administracfes de corticosterona, riparina-1 ou fluvoxamina em

camundongos no teste do campo aberto.

Teste do campo aberto

Tratamento comas Tempode  Namero de Numero de Numero de
substancias tratamento Crossing Rearing Grooming
isoladas
Veiculo-2 9 dias 39,42 + 3,474 6,333 +£0,9796 2,455 + 0,2995
Rip-150 mg/kg 35,00+ 2,601 5,600+1,194 2,300+ 0,3958
Flu 50 mg/kg 36,00 £ 1,106 3,500+ 0,8724 1,900 + 0,2333
Tentativa de Tempode  Numero de NUmero de NUmero de
inducéo do estresse tratamento Crossing Rearing Grooming
Veiculo -1 14 dias 37,80+ 1,467 4,000 +0,8165 3,400+ 0,5416
Cort 20 mg/kg 35,00+1,880 5,889+1,230 4,909+ 0,9482
Tentativa de Tempode  Numero de NUmero de NUmero de
reverséo do tratamento Crossing Rearing Grooming
estresse
Veiculo -1+ Veiculo 7 dias 36,67 £3,693 5,737+1,288 2,765+ 0,3590
-2
Cort + veiculo-2 39,80 +4,141 10,35+2,181* 3,444 +0,5842
Cort + rip-I 30,45+ 3,028 3,455+ 1,048" 2444 +0,4729
Cort + flu 28,18 +2,565 2,882+ 2,353 £ 0,2836
0,8175"

“p < 0.05 versus grupo veiculo, “p < 0,05 e *p < 0,01 versus grupo corticosterona de acordo

com one-way ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls’ post hoc test.

O grafico 1A mostra que as injecOes repetidas de corticosterona, por 14 e 21 dias,
produziram um aumento tempo-dependente do parametro tempo de imobilidade no teste do
nado forgcado (Controle: 41,18 + 7,498; Grupo tratado com corticosterona por 14 dias: 123.8 +
9.702 p<0.001; Grupo tratado com corticosterona por 21 dias: 153.5 + 7.940, p<0.001). O
grafico 1B indica que as administracdes de fluvoxamina (50 mg/kg) ou riparina-I (50 mg/kg),
por 7 dias, diminuiram o tempo de imobilidade nos grupos de animais estressados (cort + rip-
I: 39,73s £+ 4,317, p<0,001; cort + flu: 70,59s + 6,716, p<0.001).
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Gréfico 1. Efeito tempo-dependente da administracdo de corticosterona no teste do
nado forcado (A). Efeito da administracdo de corticosterona, riparina-1 ou fluvoxamina no
Teste do Nado Forgado (B).
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As barras representam a média + erro padréo da média do tempo de imobilidade (n =8-10 animais/grupo). p <
0,05, ““p< 0,001 versus grupo controle, **p< 0,001 versus grupo corticosterona. “p < 0,05 para o grupo tratado
com corticosterona por 14 dias versus o grupo tratado com corticosterona por 21 dias, de acordo com one-way

ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls’ post hoc test.

A avaliacdo do teste de preferéncia a solucao de sacarose (gréafico 2) evidencia que
0 grupo tratado com corticosterona, por 21 dias, apresentou uma menor porcentagem de
preferéncia a solucdo de sacarose em relacdo ao grupo controle, entretanto, esssa reducéao
ndo foi observada no 21° qundo cort foi associada com riparina e foi revertida quando
associada com a flu (Control: 66.39 + 8.610; cort: 45,88+ 1,508, p<0,05; cort + rip I: 58,58+
6,466; cort + flu: 75,81+ 5,652, p<0,01).
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Tabela 2 Efeito das administracdes de corticosterona, riparina-1 ou fluvoxamina em
camundongos no Teste da Suspenséo da Cauda.

Grupos Experimentais Tempo de Imobilidade
Controle 67,12 + 7,013
Corticosterona 140,2 + 7,012***
Corticosterona + riparina-I 62,65 + 6,393###
Corticosterona + fluvoxamina 57,59 + 6,27 3###

Os dados sdo expressos em média = erro padrdo da média do tempo de imobilidade (n =8-10
animais/grupo). ~ p< 0,001 versus grupo controle, “*p< 0,001 versus grupo corticosterona, de acordo com one-
way ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls’ post hoc test.

Grafico 2. Efeito da administracdo de corticosterona, riparina-I1 ou fluvoxamina no Teste da
Preferéncia pela Solucdo de Sacarose.
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Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média, 8-10 animais/ grupo. A anlise estatistica foi
determinada pelo one-way ANOVA seguido por Student—-Newman—Keuls test. Valores significantes: p < 0,05

versus grupo controle control e *p < 0,01 versus grupo tratado com corticosterona por 21 dias.

A avaliacdo do teste de interacdo social (grafico 3) evidencia que o grupo tratado
com corticosterona apresentou uma menor porcentagem de preferéncia social em relacdo ao
grupo controle, e essa diferenca é estatisticamente significante. A administracdo de riparina-I
ndo aumentou o parametro avaliado em relagdo ao grupo estressado, mas evitou a reducdo

significativa da porcentagem de preferéncia social em relacdo ao grupo controle (Control:
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66,39 + 8.610; cort: 45,88+ 1.508, p<0,05; cort + rip I: 58,58+ 6,466; cort + flu: 75,81+ 5,652,
p<0,01).

Graéfico 3. Efeito da administracdo de corticosterona, riparina-1 ou fluvoxamina no Teste da
Interacdo social.
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Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média, 8-10 animais/ grupo. A anlise estatistica foi
determinada pelo one-way ANOVA seguido por Student—Newman—Keuls test. Valores significantes: p < 0.05

versus grupo controle control e “p < 0.05 versus grupo tratado com corticosterona.

O grafico 4 mostra que a administracdo de ketamina produziu uma diminuicéo
estatisticamente significante da porcentagem de inibicao pré-pulso de sobressaltos em todas as
intensidades de pré-pulso avaliadas (p<0,001) em relagdo ao grupo tratado com veiculo. A
administracdo de corticosterona causou uma reducdo significante nas intensidades pré-pulso
de 70 e 80 dB (p < 0,001 e p < 0,05, respectivamente). As tentativas de reversdo com as
administragdes de riparina | (50 mg/kg) ou fluvoxamina (50 mg/kg) foram bem-sucedidas
porque elas preveniram a reducdo dos niveis de inibicdo pré-pulso relacionados a
administracdo do horménio do estresse em todas as intensidades sonoras avaliadas (cort + rip
I, p<0,01 e cort + flu, p<0,001).



53

Grafico 4. Efeito da administracdo de corticosterona, riparina-I ou fluvoxamina no Teste da

Inibicéo Pré-pulso.
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Um grupo separado de animais recebeu uma injecéo intraperitoneal diéria de ketamina 20 mg / kg durante 14
dias para ser avaliado como um controle positivo no teste de inibicdo do pré-pulso. As barras representam a
média + erro padrdo da média, n = 8-10 animais/grupo. 'p < 0,05 e ~p < 0, 001 versus controle. “*p < 0,001

versus grupo corticosterona de acordo com o two-way ANOVA seguido por Bonferroni’s post hoc test.

As administracBes repetidas de corticosterona reduziram de forma estatisticamente
significaticante os seguintes parametros do teste do pluz maze no grupo estressado:
porcentagem de entrada nos bragos abertos (PEBA), tempo de permanéncia nos bragos
abertos (TPBA) e porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos (PTBA)
comparados ao controle. Por outro lado, as administracfes de riparian-1 e fluvoxamina nos
grupos de tentativa de reversdo evitaram as alteracGes daqueles parametros do teste (Tabela
2).
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Tabela 3. Efeito das administragdes de corticosterona, riparina-1 ou fluvoxamina no teste do

plus maze em camundongos.

Teste plus maze

Groups NEBA PEBA TPBA PTBA

Controle 6,063 +0,5949 | 38,99 + 2,143 55,33 +5,471 33,04 + 1,986

Cort 5,063 + 0,4697 | 28,94+ 1,934 | 3458 +3,630 |2261+ 1,749

Cort+rip| |5,933+0,6053 | 38,13+ 1,786 | 60,50 + 6,193" | 32,36 +3,487"

Cort+flu |6,357+0,7603 | 37,63 + 2,054 | 59,93 +4,685" |31,84+1,852"

"p < 0.05e "p < 0.01 versus grupo controle e “p < 0.05 and *p < 0.01 versus grupo corticosterona de acordo

com o one-way ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls’ post hoc test.

O estresse induzido por corticosteona prejudica a consolidacdo da memoria recente
de camundongos estressados em relacdo aos animais do grupo controle, conforme constatado
pela reducdo do tempo de laténcia para descida. No entanto, o tratamento com riparina-1 (50
mg/kg) ou fluvoxamina (50 mg/kg) reverteu o efeito da corticosterona sobre a laténcia de
descida (Controle: 85,36 * 5,453 ; cort: 63,82 £ 4,391, p< 0.05; cort + rip I: 68,48 + 6,580, p
< 0,01; cort + flu: 84,62 + 4,081, p<0,01) (Grafico 5A). Com relacdo a memoria de longa
duracdo, essa parece ter sido preservada em todos os grupos. (Control: 223,8+ 39,34; cort:
263,2+ 27,86; cort + rip I: 292,4 + 7,625,; cort + flu: 294,71 5,286) (Grafico 5B).
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Gréfico 5. Efeito da administracdo da riparina-1 (50 mg / kg) ou da fluvoxamina (50 mg / kg)

sobre as memorias recente (A) e tardia (B) no Teste da Esquiva Passiva em camundongos.
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As barras representam a média + erro padrdo da média da laténcia de descida (n =8-10 animais/grupo). p < 0,05

versus o grupo controle, *p< 0,001 versus grupo corticosterona, de acordo com one-way ANOVA seguido por

Student-Newman-Keuls’ post hoc test.

Na avaliacdo da performance da memoria de trabalho (Gréafico 6), os animais

tratados com corticosterona exibiram uma reducdo estatisticamente significante na

porcentagem de alternacfes corretas no teste do Y-maze, comparados aos animais tratados

com veiculo. Por outro lado, a administracdo de riparina I (50 mg/kg) e fluvoxamina (50

mg/kg)

reverteram significamente as alteracbes causadas pelas administracbes de

corticosterona (Control: 63,19 + 1,971; cort: 47,99 + 2,488, p<0,05; cort + rip I: 63,01
4,079, p<0,05; cort + flu: 61,84 * 2,295, p<0,05).
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Grafico 6. Efeito da administracdo de corticosterona, riparina-1 ou fluvoxamina no teste do
Y-maze em camundongos.
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As barras representam a média + erro padrdo da média do pardmetro analisado (n =8-10 animais/grupo).’p <
0,05 versus grupo controle e *p < 0,05 versus grupo corticosterona de acordo com o one-way ANOVA test
seguido por Student-Newman-Keuls’ post hoc test.

Acerca do impacto das substancias estudadas sobre os niveis de BDNF hipocampais,
foi encontrado que a administracdo de corticosterona reduziu segnificativamente os niveis de
BDNF, mas as administraces de riparian | ou de fluvoxamina aumentaram esse parametro
em relacdo ao grupo estressado (Control: 285,3 + 36,56; cort: 133,3 £ 22,22, p<0,01; cort +
rip I: 211,3 £ 21,57, p<0,05; cort + flu: 255,7 £ 13,99, p<0,01) (Gréfico 7).
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Grafico 7. Efeito da administracdo de corticosterona, riparina-I ou fluvoxamina sobre os

niveis de BDNF no hipocampo de camundongos.
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As barras representam a média + erro padrdo da média do pardmetro analisado (n=8-10 animais/grupo).®p <
0,01 versus grupo controle; *p < 0,05 e *p < 0,05 versus o grupo corticosterona de acordo com o one-way
ANOVA test seguido por Student-Newman-Keuls’ post hoc test.

A Tabela 4 apresenta os resultados da avaliacdo de parametros do estresse
oxidativo em trés areas cerebrais: cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de animais
submetidos ao protocolo de reversdo. A administracdo de corticosterona aumentou
significativamente os niveis de SOD em 14, 43% no hipocampo em relacdo ao grupo controle
(p<0,05). Por outro lado, o tratamento com fluvoxamina (50 mg/kg) reduziu
significativamente os niveis de SOD no hipocampo em 20,64% (p<0.01) em relacdo ao grupo

corticosterona.
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Tabela 4. Parametros do Estresse Oxidativo e niveis de nitrito em areas cerebrais de animais

submimetidos ao tratamento de reversdo reversal.

Cortex Pré-frontal

Grupos SOD Glutationa reduzida | Malondialdeido Nitrito
(U/ug de (ng/g de tecido) (umol/g de (umol/mg de
proteina) tecido) proteina)

Control | 1,999 +0,02109 | 731,7 + 89,75 23,98+ 8,610 2,372 + 0,3645

Cort 1,828 +0,09643 | 519,8 + 13,26 55.32+ 9.042" 5,315 +0,9785

Cort + rip | 1,900 +0,07502 | 521,0 + 14,62 29,95+ 4,995 2,075 + 0,2329"

|

Cort + flu | 1,991 +0,005434 | 596,3 + 96,43 23,14+ 7,326" 3,219 +0,6584 *

Hipocampo

Grupos SOD Glutationa reduzida | Malondialdeido Nitrito
(U/ug de (ng/g de tecido) (umol/g de (umol/mg de
proteina) tecido) proteina)

Control | 1,676 +£0,07647 | 1154 + 113,9 11,86 + 1,697 1,693 + 0,1542

Cort 1,918 + 0,03297 | 576,8 + 35,31 2411 +2304" 3,603 +0,6953

Cort +rip | 1,734 +0,03005 | 1032 + 153,7" 9,780 + 1,373"* | 2,487 +0,5868

|

Cort +flu | 1,522 +£0,1097 | 980,0 + 119,9" 18,20 + 1,547" 1,548 +0,1390 *

#
Corpo estriado

Grupos SOD Glutationa reduzida | Malondialdeido Nitrito
(U/ug de (ng/g de tecido) (umol/g de (umol/mg de
proteina) tecido) proteina)

Control | 1,974+0,03746 | 1248 + 116,3 10,27 + 1,330 3,164 + 0,5330

Cort 1,895+0,05816 | 642,3+21,28" 17,93+2,708" | 8,244+1,969

Cort + rip | 1,852 0,1493 848,4 + 70,83 4,548 + 1,195 | 3,385 + 0,5333"

|

Cort + flu | 1,991+0,005434 | 879,3 + 84,36 6,751 + 1,227 1,301 +

0,09959%#
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Continuacao da Tabela 4

Legenda
Os resultados estdo expressos como a média + erro padrdo da média do parametro analisado e estdo analisados
pelo one way ANOVA test e Student-Newman-Keuls’ post hoc test, (n =8-10 animals/group).*p < 0,05, **p <

0,01 e ***p < 0,001 versus grupo veiculo e *p < 0,05, p < 0,01 e **p < 0,001 versus grupo corticosterona.

As injecbes de corticosterona diminuiram significativamente os niveis de
glutationa reduzida em 50,01% (p<0,01) e 48,53% (p<0,001) no hipocampo e no estriado,
respectivamente, em relacdo ao grupo controle. A administracdo de riparina-l1 (50mg/Kg) ou
fluvoxamina (50mg/Kg) reverteu significativamente esse parametro e aumentou os niveis de
glutationa reduzida no hipocampo dos animais exepeimentais em relacdo ao grupo
corticosterona em 44,10% (p<0,05) e 41,14% (p<0,05), respectivamente.

A administracdo de corticosterona aumentou significativamente os niveis de
malondialdeido em 50,80% (p<0,001) and 42,72% (p<0,01) no hipocampo e corpo estriado,
respectivamente, em relagdo ao grupo controle. A administragéo de riparina-l (50mg/Kg) and
fluvoxamina (50mg/Kg) reduziram significativamente os niveis de malondialdeide no
hipocampo em 59,43% (p<0,001) e 24,51% (p<0,05), respectivamente, e corpo estriado em
74,67% (p<0,001) e 62,34% (p<0,001), respectivamente, em relacdo ao grupo corticosterona.

As injecBes de corticosterona diminuiram significativamente os niveis de
Nitrito/Nitrato em 44,51% (p<0,01) and 38,27% (p<0,001) no cortex pré-frontal e corpo
estriado, respectivamente, em relacdo ao grupo controle. A administracdo de riparina |
(50mg/Kg) e fluvoxamina (50mg/Kg) reduziram de forma estatisticamente significante os
niveis de Nitrito/Nitrato no cértex pré-frontal em 60,95% (p<0,01) e 39,43% (p<0,05),
respectivamente, e no corpo estriado em 58,93% (p<0,001) e 84,21% (p <0,001),
respectivamente, comparado ao grupo corticosterona.

A interacdo entre o receptor sigma-1 e o ligante rip-1 apresentou um valor de
energia no sistema com E-value = — 5,9 Kcal.mol-1, mostrando que essa ligagdo pode
favorecer a interacdo entre o receptor e o ligante. Desse modo, € provavel que a rip-I
desencadeie algum efeito farmacoldgico quando ligada a proteina sigma-1 nos aminoacidos
LYS™ VALY TYR™ SER™, GLU™ (Figura 15).
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Figura 15. Local de interagdo entre a riparina-1 e o receptor sigma-1. (A) Viséo geral da
estrutura do receptor sigma-1. (B) Nuvem eletrostatica e a indicacdo do sitio de ligacdo do

ligante ao receptor. (C) Aminoacidos do receptor envolvidos na ligagéo.

6 DISCUSSAO

A medicina popular, baseada no uso de plantas, desfruta de uma posi¢cdo
respeitavel, especialmente nos paises em desenvolvimento, onde a disponibilidade de servicos
de salude modernos € limitada. Conforme Silva (2010) e Calixto (2003), consideravel
porcentagem da populacdo utiliza plantas medicinais nos cuidados primarios de saltde, o que

torna perceptivel o acentuado interesse na incorporacdo do uso destas plantas pela medicina
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convencional, bem como, instiga a investigacdo do potencial terapéutico de extratos e
produtos naturais isolados a partir de plantas.

A riparina | € uma substancia de origem vegetal que tem gerado resultados pre-
clinicos promissores, justificando nossa série de testes. Ressaltando que a razdo maior para a
realizacdo deste trabalho é a escassez/limitacdo de farmacos que tratam a depressdo resistente
e comorbidades associadas a depressdo, como ansiedade e dificuldades cognitivas
(consolidacdo da memdria, por exemplo). Por isso a escolha do modelo animal em questéo,
tido como um modelo de depressao resistente ao tratamento (AGO et al., 2013).

No presente estudo a riparina | foi testada em camundongos submetidos ao
modelo de depressdo cronica induzida por corticosterona. Esse modelo animal simula a
etiologia presumida do transtorno depressivo, que relaciona o estresse humano e, por
conseguinte, os elevados niveis plasmaticos do horménio do estresse, o cortisol, a patogénese
da depressdo. O cortisol esta ligado a sintomatologia depressiva por observac@es de que 0s
pacientes com niveis elevados de glicocorticoides desenvolvem sintomas psiquiatricos e
cognitivos consistentes com os observados na depresséo maior (CHECKLEY, 1996;
JURUENA et al., 2003).

A administragéo repetida de corticosterona induz modificagdes comportamentais,
neuroquimicas e anatdmicas no cérebro, que podem ser indicativas de ou consistentes a um
fendtipo tipo depressivo. Até o presente momento, foram relatadas uma série de semelhangas
entre as caracteristicas da depressdo em seres humanos e alteracBes induzidas pela
administracdo crénica de glicocorticoides em animais de laboratorio, tais como: reducdo do
volume do hipocampo, amigdala e cértex pré-frontal (DREVETS, 2000; 2001; JARACZ,
2008, GEERLINGS et al., 2013); comprometimento da funcdo mitocondrial, aumento do
estresse oxidativo, reducdo dos niveis de BDNF (LIU e ZHOU 2012, KAREGE et al., 2005),
hiperatividade de receptores de N-metil-D-aspartato (NMDAR) hipocampais e indicios de
excitotoxicidade (TSE et al., 2012; DUMAN, 2014) e comportamento tipo aneddnico e tipo
ansioso, por exemplo (DAVID et al., 2009; GOURLEY et al., 2008).

A exposicdo cronica a corticosterona faz surgir um comportamento tipo
depressivo e tempo dependente, detectados logo no 14° e 21° dias de administragcdo do
hormdnio, por meio do teste do nado forgado, conforme identificado também em outros
estudos (VASCONCELOS et al., 2015, LOPES, 2017, ZAHO et al. 2008, SILVA et al.,
2013). O aumento significativo do tempo de imobilidade dos grupos estressados em relacdo

ao grupo controle, ja no 14° dia, sinaliza 0 momento para que sejam iniciados 0s tratamentos
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de reversdo, conforme visto também naqueles estudos (VASCONCELOS, 2015, LOPES,
2017, ZAHO et al. 2008, SILVA et al., 2013).

As alteracGes comportamentais de animais submetidos a administracdo cronica de
corticosterona podem ser revertidas pela administracdo repetida de antidepressivos
convencionais, tais como fluvoxamina, fluoxetina e desvenlafaxina, e constatadas por meio
de testes comportamentais (MURRAY et al., 2008; RAINER et al., 2012; VASCONCELQOS
et al., 2015, SILVA et al., 2013). Os testes nado forcado, suspensdo da cauda (CRYAN et
al., 2002;. ZHAO et al., 2008), preferéncia pela solucéo de sacarose (VASCONCELOS et al.,
2015; LOPES, 2017) e interacdo social (VASCONCELOS et al., 2015; LOPES, 2017) sdo
utilizados para o rastreio de substancias com potencial antidepressivo.

Em nossos experimentos, as injeces de corticosterona nos animais do grupo cort
resultaram em maior tempo de imobilidade nos testes nado forcado e suspensdo da cauda,
menor porcentagem de consumo de sacarose e menor porcentagem de interacdo social em
comparacdo ao gupo controle. Esses achados s@o consistentes a comportamentos do tipo
depressivo, também demonstrado nos estudos de Zhao e col. (2008); Vasconcelos e col.
(2015), Silva e col. (2013). A administracdo de rip-1 ou de fluvoxamina reverteu os efeitos
desencadeados pela corticosterona sobre o tempo de imobilidade nos testes do nado forcado e
suspensdo da cauda, o que é preditivo de efeito do tipo antidepressivo ( PORSOLT et al.,
1977; VASCONCELDOS et al., 2015). Esses achados referentes a rip-1 estdo em consonancia
com dados da literatura que sustentam o seu efeito antidepressivo em modelo de depressdo
agudo (SOUSA et al., 2014).

No teste de preferéncia a solugdo de sacarose, a administracdo de fluvoxamina
reverteu o efeito mediado pela cort sobre o consumo de sacarose, corroborando com
Vasconcelos e col. (2015), mas a administracdo da rip-1, ndo produziu o mesmo efeito. A
diminuicdo da preferéncia a uma solucdo adocicada (em relacdo a agua) € indicativa de um
estado tipo aned6nico em roedores. Em humanos, a anedonia, ou perda de interesse ou prazer
em todas ou quase todas as atividades, € um sintoma proeminente de muitos transtornos
neuropsiquiatricos, mais notavelmente a DDM e a esquizofrenia, que esta relacionado a
menor atividade do cotex orbitofrontal e estriado ventral (nucleus accumbens (DER-
AVAKIAN e MARKOU, 2012).

Tradicionalmente, a anedonia no paciente depressivo € diagnosticada a partir da
avaliacdo de instrumentos baseados na fala do paciente. Nessas avaliagdes, os individuos
respondem a perguntas como "Eu gostaria de estar com minha familia ou amigos intimos?"

[Snaith-Hamilton Pleasure Scale (SHAPS)]. O analogo pre-clinico para escalas de anedonia é
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o teste da preferéncia a solucdo adocicada (DER-AVAKIAN e MARKOU, 2012). Em
particular, os receptores mu opidides e endocanabinoides no nucleo accumbens (NAc) e no
pallidum ventral medeiam a percepcao heddnica das recompensas, de modo que a ativacao
desses receptores aumenta a resposta afetiva para recompensas altamente palataveis, como a
sacarose (KELLEY 2002; BERRIDGE e KRINGELBACH, 2008).

A clinica carece de uma abordagem farmacoldgica definitiva e especifica para o
tratamento da anedonia na depressao até agora, e mesmo que seja claro que os antidepressivos
tratam os sintomas depressivos como um todo, a anedonia continua a ser um sintoma dificil
de tratar. Os farmacos de primeira linha nem sempre sdo suficientes para corrigir esse sintoma
depressivo (GIANNANTONIO e MARTINOTTI, 2009; FRANCO-CHAVES et al., 2013;
MCCABE et al., 2009).

No entanto, no modelo animal do estudo, a fluvoxamina foi efetiva, corroborando
com Vasconcelos e col. (2015), fato que pode redirecionar a prescricdo clinica da
fluvoxamina para o tratamento da anedonia persistente; e a administracdo da rip-111, analogo
estrutural da rip-1, foi eficaz na reversdo do efeito mediado pela cort sobre o consumo de
sacarose, em camundongos submetidos ao modelo de depressdo induzida por cort.
(Vasconcelos et al., 2015)

A andlise dos dados experimentais também mostrou que o tratamento com
fluvoxamina aumentou a porcentagem de interacdo social em relacdo ao grupo cort,
diferenterentemente da administracdo da rip-I. No estudo de Vasconcelos e col. (2015),
SILVA e col. (2013) as injecGes de cort reduziram o percentual de interacdo social e as
administragdes de fluvoxamina ou de rip-111 também reverteram esse efeito.

As pessoas deprimidas muitas vezes falham em satisfazer sua necessidade de se
relacionar, com consequéncias potencialmente graves (STEGER, KASHDAN et al, 2009). O
comportamento social disfuncional, implicado na depressdo, pode estar associado a anedonia
social. Individuos com alta anedonia social tém altera¢cdes na sua habilidade social e em suas
reacOes experienciais auto-relatadas durante uma interacdo social. Os resultados estdo longe
de ser conclusivos, mas um circuito que liga o hipotalamo anterior a area tegumentar venral e
ao nucleo accumbens pode ser especialmente importante para mediar as propriedades
gratificantes da interacéo social (LLERENA et al, 2012).

A presenca simultanea de uma desordem depressiva e de sintomas de ansiedade
proeminentes ou de um transtorno de ansiedade é comum na préatica clinica. Estudos
demonstraram que mais de 70% dos individuos com transtornos depressivos também

apresentam sintomas de ansiedade e 40 a 70% cumprem simultaneamente critérios para pelo
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menos um tipo de transtorno de ansiedade (FAVA et al., 2008; WU e CHENG, 2013). A
presenga concomitante de sintomas ansiosos ou transtornos de ansiedade muitas vezes
complica o tratamento de disturbios depressivos. Esses individuos sdo mais disfuncionais e
incapacitados do que individuos com depressao na auséncia de sintomas de ansiedade, e eles
sd0 mais propensos a serem resistentes ao tratamento padrdo com medicamentos
antidepressivos (WU; FANG, 2014)

Os transtornos de ansiedade precisam ser tratados com novos farmacos.
Substancias que sejam eficazes, mas desprovidos de efeito sedativo. As desvantagens bem
conhecidas dos benzodiazepinicos, antidepressivos triciclicos e neurolépticos tornaram 0s
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, com seu perfil de eventos adversos
relativamente benignos, o tratamento de primeira linha para muitos transtornos de ansiedade.
Entre os Inibidores Seletivos da recaptacdo de Serotonina (ISRSs), a fluvoxamina foi
particularmente bem estudada e foi a primeira a ser aprovada no TOC. Importante, a
fluvoxamina também foi estudada em criangas e adolescentes, uma vez que alguns transtornos
de ansiedade (Transtorno Obsessivo Compulsivo (TOC) e Disordem da Ansiedade Social
(DAS), em particular) tém seu inicio na infancia. Em geral, a fluvoxamina é uma importante
terapia de primeira linha no tratamento do TOC, DAS e transtorno de panico. (IRONS, 2005).

A fluvoxamina, parece ter um efeito anti-ansiedade da mesma magnitude que o
efeito sobre a depressdo (RAUSCH et al., 2001). Seu perfil de tolerabilidade é melhor do que
os tratamentos tradicionais e pode oferecer algumas vantagens em relacdo a outros ISRSs. A
fluvoxamina é livre de sedacdo e dificuldades cognitivas e psicomotoras, mas ainda é
associada a disfuncdo sexual (embora a incidéncia seja baixa) e nauseas, astenia, dor de
cabeca, boca seca e dor abdominal (IRONS, 2005).

Para o rastreio de substancias com potencial efeito ansiolitico, o teste do plus
maze é frequentemente utilizado. S8o consideradas ansioliticas as substancias que aumentam
a exploracdo dos bracos abertos e, o inverso € verdadeiro para substancias ansiogénicas
(OLIVEIRA, 2012; MELO, 2006). No presente estudo, as inje¢des de cort induziram um
efeito tipo ansioso, conforme observado também nos estudos de Vasconcelos e col. (2015),
SILVA e col. (2013). Além disso, os efeitos da administracdo de fluvoxamina sobre os
parametros do teste plus maze em animais no presente trabalho, confirmam o efeito
ansiolitico da fluvoxamina observado em pacientes; Do mesmo modo, os efeitos de riparina |
nos parametros dos testes de plus maze corroboram com dados da literatura que sugerem
acles tipo ansioliticas da substancia no modelo de estresse agudo. Sousa e col. (2014),

também demonstraram no modelo de plus maze (tratamento agudo) que o potencial efeito
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ansiolitico da rip-l1 é desprovido de efeito sedativo ou relaxante muscular em relagdo ao
diazepam. Portanto, essa substancia teste tem menos efeitos indesejaveis que 0s
benzodiazepinicos classicos.

Os resultados obtidos no teste do campo aberto, acerca do nimero de travessias,
afastam o viés motor dos achados comportamentais dos demais testes. Ainda com relacdo aos
resultados do teste do campo aberto, 0 maior nimero de rearing, verificado no grupo
corticosterona em relacdo ao controle, indica o desenvolvimento de um comportamento
esteriotipado (tipo psicotico) naqueles animais estressados (WURBEL et al., 1996).

Outro comportamento tipo psicotico também foi evidenciado no teste de inibigdo
pré-pulso. Neste teste, verificou-se que o grupo corticosterona apresentou maior percentual de
inibicdo pré-pulso em relacdo ao grupo controle, como foi observado na relacdo entre
guetamina (droga psicotico) e controle (MONTE el al, 2013; VASCONCELOS el al, 2015).
A reversdo daqueles dois parametros (rearing e inibicdo pré-pulso) pela administracdo de rip-I
ou fluvoxamina sugere um efeito do tipo antipsicotico para a primeira substancia e confirma o
efeito antipsicatico da segunda.

Recentemente, o0 modelo de depressdo induzido por corticosterona foi proposto
como um modelo animal de DMP (1IJIMA et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2015). De
fato, a literatura relacionada demonstra que os glicocorticdides podem alterar o
funcionamento neuronal e aumentar a atividade de sistemas e circuitos de neurotransmissores
implicados na fisiopatologia da psicose (VAN WINKEL et al., 2008; IIJIMA et al., 2010).

Por exemplo, niveis plasmaticos aumentados de glicocorticoide foram associados
a niveis aumentados de dopamina, um neurotransmissor que dominou a teoria da
fisiopatologia da psicose por décadas (SEEMAN, 2008). Isso justifica, pelo menos em parte,
porque pacientes depressivos com sintomas psicéticos apresentam hipercortisolemia mais
acentuada do que depresivos ndo psicéticos.

Em estudo pré-clinico, ratos que receberam doses elevadas de corticosterona
durante cinco dias tiveram um aumento de 210% nos receptores D2High, receptores
relacionados a sintomas psicoticos (SEEMAN, 2008). Outros receptores disfuncionais
relacionados a elevacdo do horménio do estresse incluem N-metil-d-aspartato (NDMA) e
5HT2A (VAN WINKEL et al., 2008; IIJIMA et al., 2010) e receptor sigma-1 (HAYASH,
2015).

A resposta celular ao estresse, mediada pelo receptor sigma-1 e por outras
chaperonas, tende a ser superada durante o estresse psicoldgico crénico ou excessivo, e esta

relacionada a menor densidade de receptores sigma-1, j& comprovada em pacientes
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psiquiatricos (OMI et al., 2014; FUKUNAGA; MORIGUCHI , 2017). A quantidade de
receptores sigma-1 parece realmente afetar a resposta celular ao estresse e a longevidade
celular, é o que demonstra o estudo de Sabino e col. 2009. Nesse trabalho, camundongos
knockout para receptor sigma-1 exibiram um comportamento tipo depressivo associado a
menor neurogénese hipocampal. Por outro lado, Fukunaga e Moriguchi (2017) demonstraram
em camundongos estressados que a estimulacdo de receptores sigma-1 reverte o
comportamento depressivo de camundongos e influencia a neurogénese.

O efeito antidepressivo da riparina-1 pode ser mediado, pelo menos em parte, pela
provavel interacdo da substancia com o receptor sigma-1. Conforme demonstrado pela anélise
da interacdo molecular (Docking Molecular), o sitio mais provavel de ligacdo é justamente o
sitio ligando-ligante, conhecido como Beta-barrel, que compreende os residuos 81 — 176. A
participacdo desse efeito precisa ser confirmada in vivo, com 0 uso de antagonista
farmacoldgico do receptor sigma-1, como 0 BD1047, conforme utilizado no estudo de Urani e
col. (2004).

O resultado sobre a potencial intera¢do entre rip-1 e receptor sigma-1, amplia o
conhecimento sobre o mecanismo de acao da rip-l1. Em 2014, Sousa e col. demonstraram que
os efeitos tipo antidepressivo provocado pela riparina-1 e demonstrados no teste do nado
forcada, no modelo de depressdo aguda, estaria relacionado, pelo menos em parte, com a
interacdo da substancia com os receptors serotoninérgico 5-HT,asc , dopaminérgico D, , D, e
noradrenérgico o € 0.

Alguns trabalhos tém demonstrado os resultados promissores dos ligantes de
receptores Sigma-1. Os estudos sugerem que os ligantes sigmal podem ter um inicio de acdo
mais rapido do que o0s antidepressivos classicos. (Bermack e Debonnel,
2001, 2005, 2007; Bermack et al., 2004; Robichaud et al., 2004) , podem ser eficazes no
tratamento da DMP (FURUSE; HASHIOMOTO, 2009; SHIRAYAMA; HASHIOMOTO,
2010), podem influenciar a mielinizacdo, a potenciacdo a longo prazo e a neuroprotecdo em
estudos in vitro e em modelos animais de doencgas neuropsiquiatricas, tais como depresséo,
isquemia, doenca de Alzheimer (HAYASHI et al., 2011;0MI et al., 2014; TSAI et al., 2009;
HAYASHI; SU., 2004a; MAURICE et al., 1997; MITSUDA et al., 2011; TUERXUN et al.,
2010), podem aumentar a liberacdo de noradrenalina e de serotonina no cortex pré-frontal de
maneira semelhante aos antidepressivos classicos (COOKE et al., 1998) e podem melhorar as
funcgdes cerebrais, como aprendizado e memdria, cogni¢do e humor (HAYASHI; SU., 2004;
FURUSE; HASHIOMOTO, 2009; SHIRAYAMA; HASHIOMOTO, 2010).
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Os farmacos ligantes de sigma-1 fluvoxamina, sertralina, fluoxetina citalopram e
paroxetina j& tém seu efeito antidepressivo consolidado na clinica. Dentre os antidepressivos
citados, a fluvoxamina é o de maior afinidade ao receptor sigma-1 e o que desencadeia a
maior razdo de resposta (78,6%) dentre os ISRSs usados na monoterapia da DPM (STAHL,
2010), doenca marcada pela hipercortisolemia e resisténcia ao tratamento farmacoldgico
(KROESSLER, 1995; ZANARDI, 1996; GATTI, 1996; ZANARDI, 1998 ).

Em condicGes em que ocorre o aumento sustentado de glicocorticoide enddgeno
ou exdgeno (depressdo e doenca de Cushing respectivamente), ha também um grau
significativo de comprometimento cognitivo (WOLKOWITZ et al., 1990). Estudos em
animais experimentais mostraram déficits em aprendizagem e memoria ap6s administracao
crénica de glicocorticoides (LUPIEN E MCEWEN, 1997, WALESIUK et al., 2006; SOUSA,
2015), bem como a atrofia de neurbnios hipocampis. Foi postulado que um efeito
neurodegenerativo semelhante do cortisol pode estar subjacente em alguns dos déficits
cognitivos observados em pacientes com disturbios de humor severos (SAPOLSKY et al.,
1986).

Individuos com depressdo maior psicética, hipercortisolémicos em geral,
apresentam maiores déficits cognitivos na memdria verbal, atencdo e funcionamento
executivo em comparacdo a individuos com depressdao maior ndo-psicotica (FLEMING et al.,
2004; GOMEZ et al., 2006). Além disso, um estudo de imagem cerebral funcional
demonstrou redes aberrantes de memdria de trabalho na depressdo maior psicética em
comparagdo com a depressdo maior ndo-psicotica e grupos de controle saudaveis (GARRETT
etal., 2011).

Os circuitos neurais da funcdo cognitiva se sobrepdem com os implicados na
DDM. Por exemplo, as disfun¢des nos sistemas de monoaminas, especialmente os sistemas de
catecolaminas, parecem desembocar em deficits de atencdo e funcdo executiva. A
anormalidade volumétrica mais comum em paciente com DDM é a reducdo bilateral do
hipocampo, que é uma consequiéncia da perda neuronal, diminuigdo da densidade dendritica e
reducdo do tamanho do corpo celular neuronal.

A hipoatividade do cértex pré-frontal e a hiperatividade do cortex cingulado
anterior parece resultar em uma desconex&o funcional entre estruturas corticais e subcorticais.
Essas modificacdes podem mediar déficits nas medidas de funcdo executiva, atencéo,
aprendizado e memoria, bem como na velocidade do processamento de informagdes.
(DREVETS et al., 2008; STAHL et al., 2003; MALYKHIN et al., 2010; ZENG et al., 2010).
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Além disso, estudos eletrofisioldgicos, in vitro e in vivo, indicam que o estresse e
glicocorticéides, a nivel de hipocampo, causa ativacdo anormal de receptors de
glicocorticdides e, assim, prejudicam a potencializacdo a longo prazo (LTP), um mecanismo
mnemaonico sinaptico putativo no cérebro de mamifero. Em decorréncia disso, as fungdes
hipocampais, aprendizagem e memoria, sdo alteradas. A exposicdo a altos niveis de
glicocorticoides durante o estresse conico também pode tornar o hipocampo vulneravel a
excitotoxicidade induzida pela hiperfuncdo de receptores NMDA. Por exempo, em roedores
trés semanas de contensdo diaria aumenta 0s niveis sericos de corticosterona e também a
densidade sinéptica de receptores NMDA no hipocampo, o que pode afetar a consolidacdo da
memdria animal (TSE et al., 2012).

A lesdo do hipocampo dorsal prejudica a aprendizagem espacial e a memoria. No
entanto, danos ao hipocampo ventral, que se conecta com o estriado e a amigdala, alteram o
desempenho em testes comportamentais relacionados ao medo e a ansiedade. Embora a
aprendizagem espacial possa ser suprimida pelo estresse, 0 estresse tipicamente aumenta 0s
comportamentos relacionados ao medo e a ansiedade (TSE et al., 2012).

A escassez de tratamentos satisfatorios para os déficits cognitivos que usualmente
acompanham os estados psiquiatricos representa um desafio constante para a pesquisa em
psicofarmacologia (MCINTYRE et al., 2013, HINDMARCH e HASHIMOTO, 2010).
Relativamente poucos estudos analisaram os efeitos de antidepressivos convencionais sobre o
desempenho cognitivo em pacientes adultos jovens com DDM . Os inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (fluvoxamina, escitalopram, vortioxetina, fluoxetina), inibidores
selectivos de serotonina e de norepinefrina (duloxetina), moduladores da dopamina
(bupropiona) e inibidores noradrenérgicos (reboxetina) parecem melhorar o desempenho
cognitivo em adultos com DDM (MCINTYRE et al., 2013, HINDMARCH e HASHIMOTO,
2010). Além disso, Zamir e colaboradores (2016) demonstraram que a fluvoxamina restaura
alguns aspectos das habilidades cognitivas em pacientes com esquizofrenia.

O labirinto em Y foi o teste usado para avaliar o comprometimento da memaria
operacional ou de trabalho. O modelo de memdria operacional baseia-se na tendéncia dos
animais de explorar ambientes novos. Neste tipo de teste, influéncias como componente
emocional ou motivagdo sdo minimizadas, ocorrendo uma dissociagéo entre aprendizagem e
memoria Vvisto que ndo é necessario aprender nenhuma regra (DELLU et al., 1994). O
hipocampo e o cértex pré-frontal estdo envolvidos neste tipo de memoria. O cortex pré-frontal
anatomicamente esta conectado ao hipocampo ventral e indiretamente ao hipocampo dorsal

através do talamo (YOO et al., 2008).A exploracdo de um ambiente novo pelos animais
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depende da integridade de sistemas limbicos e ndo limbicos como prosencéfalo basal, o
hipocampo, o tlamo, o cortex pré-frontal, o corpo estriado dorsal, além do sistema vestibular
e cerebelo (LALOND, 2002).

No estudo atual a administracdo de cort causou déficits na memoria operacional
no teste de labirinto em Y, similar aos resultados obtidos por Sousa e col. (2015). Por outro
lado a administracdo repetida de fluvoxamina quanto a de rip-1 normalizaram o déficit na
memoria operacional induzida pela cort, sugerindo um importante efeito destas substancias na
cognicdo (memoria operacional).

O teste da esquiva passiva foi utilizado para se avaliar déficits de memoria
aversiva (DEVRIES, 2001). A esquiva passiva do tipo “step-down”, que quer dizer “descer
um degrau”, ¢ baseada no comportamento natural que os roedores t€ém de explorar além da
plataforma, mas também de evitar o choque produzido pela grade, o que pode ser chamado de
memoria aversiva (IZQUIERDO e MEDINA, 1997). Neste trabalho, os animais que
receberam injecOes de cort apresentaram um déficit de memdria aversiva em relagdo aos
animais do grupo controle, corroborando com Nazaria e col. (2016) que demonstraram que as
injecOes repetidas de cort induzem o déficit de memoria aversiva avaliado através do teste de
esquiva passiva. No estudo atual tanto a administracéo repetida de fluvoxamina quanto a de
rip-1 normalizaram o déficit de memoria aversiva induzida pela cort. A restauracdo desse tipo
de memoria estd associada a elevacdo dos niveis de BDNF hipocampais e a neurogénese
hipocampal e (MOON et al., 2016; VASCONCELOS et al., 2015 e SOUSA et al., 2015).

Durante as ultimas décadas, o estresse oxidativo tem sido implicado na
patogénese de varios distirbios neurodegenerativos e neuropsiquiatricos incluindo a
depresséo (LOMBARD, 2010, MELO, 2012, LOPES, 207). Portanto, substancias
antioxidantes podem apresentar propriedades antidepressivas (EREN et al., 2007; ZAFIR e
BANU, 2009). Apoiados nessa visdo, 0 presente estudo examinou os efeitos da riparina-|
sobre parametros do estresse oxidativo. Os principais achados do estudo podem ser resumidos
da seguinte forma: i) A administracdo crénica de cort alterou as defesas antioxidantes como
evidenciado pela diminuicdo dos niveis de GSH (hipocampo e corpo estriado) e aumento da
atividade SOD (hipocampo); ii) Causou danos oxidativos no cortex pré-frontal, hipocampo e
corpo estriado de camundongos, conforme medida por aumento na peroxidagéo lipidica; iii)
aumentou a producdo de nitrito-nitrato no cértex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado; e
iv) o tratamento com riparina | ou fluvoxamina promoveu efeitos benéficos contra alteracdes
induzidas pela administracdo repetida de cort sobre pardmetros oxidativos no cérebro de

camundongos.
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No presente estudo 0s animais tratados com corticosterona apresentaram aumento
estatisticamente significante da atividade da SOD no hipocampo. Um aumento da atividade da
SOD em homogeneizados cerebrais totais foi observado em animais expostos a diferentes
modelos de estresse, incluindo estresse por imobilizacdo, estresse por frio e estresse induzido
por imobilizacéo e frio e, estresse por administracdo de corticosterona (SAHIN e GUMUSLU,
2004; SILVA et al., 2016). Por outro lado, no estudo de Zafir e Banu, 2009 a administracao
cronica de CORT 20 mg/kg reduziu a atividade da SOD em homogeneizados cerebrais
inteiros.

A alta atividade da SOD em animais tratados com corticosterona pode refletir um
mecanismo compensatorio devido a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (LIU E ZHUO, 2012; KOLLA et al., 2005). Este mecanismo é também observado em
pacientes deprimidos (BILICI et al., 2001). Outros estudos que avaliaram a atividade sérica de
SOD em pacientes com DDM também revelaram o aumento da atividade da enzima
(KHANZODE et al., 2003; SANDANDOL et al., 2007). Em nosso estudo com animais, 0
aumento da atividade SOD induzida pela administracdo crénica de corticosterona €
consistente com a DDM, reforcando, portanto, o valor translacional deste modelo.

A producdo excessiva de ROS em pacientes com DDM é resultado da
desregulacdo imune caracteristica deste transtorno (GABBAY et al., 2009). Essa desregulacao
imune inclui mudangas no trafico de leucécitos, funcéo linfocitaria e marcadores de ativacdo
imune (KRONFOI, 2002). As espécies reativas de oxigénio servem como mensageiros
secundarios cruciais na transducdo de sinal e afetam significativamente vias inflamatdrias por
ativar o fator nuclear kB e proteinas quinases. Quando presente em excesso, 0 ROS afetam 0s
constituintes celulares com a formagdo de moléculas pré-inflamatérias, como MDA e 4-
hidroxinonais padrdes moleculares associados ao dano promovendo a resposta imune e,
finalmente, levando a morte celular (BAKUNINA et al., 2015).

Aqui, o aumento da atividade da SOD induzida por corticosterona foi revertida
pela administragdo de fluvoxamina, um inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina
(ISRS). Em consonancia com este resultado, um estudo anterior mostrou que a administracdo
por trés meses de ISRS em pacientes com DDM causou uma reducdo significativa na
atividade da SOD plasmaética (BILICI et al., 2001).

A SOD catalisa a conversdo de radicais superoxidos em peroxido de hidrogénio
(H202). O préximo passo nesta cascata envolve um antioxidante ndo enzimaticos, o GSH,
que como cofator da glutationa peroxidade ir& auxiliar na transformacdo de H202 em agua.

Mas esse processo pode estar dificultado em individuos deprimidos. Pacientes deprimidos
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apresentam niveis baixos de GSH no sangue, achado que junto com aquele da SOD também
indica o perfil pré-oxidante da depressdo (GODLEWSKA et al., 2015).

Em animais submetidos a modelos de depressdo induzida por cortiostona, estresse
ou por lipopolisacarideos (LPS), foi verificada uma deplecdo de GSH cerebral (PAL e
DANDIYA, 1994; ZAFIR e BANU, 2009; MELLO et al., 2013), reforcando a hipotese de
que o cérebro dos deprimidos sdo mais vulneraveis ao dano oxidativo.

Os resultados do nosso estudo demonstraram que a administracdo crénica de
corticosterona causou uma diminuicao significativa dos niveis de GSH no hipocampo e corpo
estriado. Este efeito foi revertido tanto pelas administracbes de fluvoxamina quanto de
riparina . Este resultado sugere que tanto a riparina | como a fluvoxamina podem ser uma
estratégia terapéutica importante para o tratamento de DDM. No estudo de Silva e col (2016),
os camundongos tratados com corticosterona e que depois receberam uma combinacéo entre
antidepressivo e antioxidante (desvelafaxina e alanina) também apresentaram niveis maiores
de GSH em relacdo ao grupo doente assim como neste estudo.

Tendo em vista que o fracasso das defesas antioxidantes conduz a peroxidacao
lipidica e também considerando que o MDA é considerado uma molécula pro-inflamatdria,
foi decidido determinar os niveis de peroxidacdo lipidica nas areas cerebrais dos animais
experimentais. Alguns estudos mostraram aumento da lipoperoxidagdo em modelos animais
de depressdo induzida por corticosterona (SATO et al., 2010), estimulos estressantes
(CHOPRA et al., 2011) e LPS (MELLO et al., 2013) em relacdo ao grupo sadio. Em
pacientes com DDM em comparacdo com individuos saudaveis também se observa algo
semelhante (KHANZODE et al., 2003; SARANDOL et al., 2007; GALECKI et al., 2009).
Assim, 0 aumento da peroxidacgdo lipidica do presente trabalho estd em consonancia com
evidéncias clinicas e pré-clinicas prévias (MULLER et al., 2014).

Neste estudo, a administracdo da fluvoxamina diminuiu os niveis de MDA nas
trés areas cerebrais, ja a administracdo da riparina I, apenas no hipocampo e corpo estriado. A
eficacia dos ISRS em reduzir os niveis plamaticos de MDA também foi demonstrada em um
estudo clinico, e ap06s trés meses de tratamento (BILICI et al., 2001). Dentre os ISRS, a
fluoxetina parece ser o Unico a ndo reduzir os niveis de MDA. Anos mais tarde, verificou-se
que a fluoxetina, administrada por trés meses, ndo afeta os niveis plasmaticos de MDA dos
pacientes com DDM (GALECKI et al., 2009). Outras classes de antidepressivos tambem
demonstraram influenciar os niveis de MDA. O tratamento a longo prazo com imipramina
(REUS et al., 2010) ou venlafaxina (ABDEL- WAHAB e SALAMA, 2011) protegem contra
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0 dano oxidativo celular induzido pelo estresse , também por meio da diminuigdo dos niveis
de MDA no pré-frontal e hipocampo de camundongos.

Existem evidéncias ainda da participacdo da via do NO na patogenia da depresséo.
O estresse exerce efeitos deletérios em inimeras funcgdes celulares, através do impedimento
dos sistemas antioxidantes, levando ao estresse oxidativo que é a causa central de varios
sintomas da doencga depressiva (TORRES et al., 2004). O NO desempenha um importante
papel em praticamente todos os sistemas do organismo (EISERICH et al., 1998). Embora
exerca diversas funcGes fisiologicas Uteis, quando em excesso, 0 NO pode exercer efeitos
nocivos. Em determinadas condicdes, 0 NO e o O,” podem interagir, resultando na formacéo
de peroxinitrito (ONOQ), um produto extremamente toxico. Esse composto é capaz de reagir
com diversas moléculas: proteinas, lipideos, carboidratos e acidos nucléicos, danificando-as.
Além disso, seus provaveis produtos de decomposicdo, o radical OH™ e o dioxido de
nitrogénio, dentre outros, tém semelhante potencial deletério (RADENOVIC et al., 2003).

Pesquisadores tém focado nas acbes bioquimicas e moleculares do 6xido nitrico,
em condi¢fes normais, assim também como sua alteracdo potencial em condi¢des patoldgicas
como a depressdo (GARG et al., 2008). O nitrito (metabolito estavel do NO) foi associado a
fisiopatologia da depressdo, uma vez que elevados niveis de peroxinitrito, e seu precursor,
Oxido nitrico, tem sido bem documentado na depressao induzida pelo estresse (WEGENER et
al., 2010; RICHARD et al., 2007; SANDERS & KORF, 2007; OZCAN et al., 2004; PALL,
2007) e héa relatos de que hd um aumento na expressdo da enzima Oxido nirico sintase
induzivel (iNOS) (que catalisa a sintese de NO a partir de oxigénnio e L-arginina) hipocampal
durante o estresse (HARVEY et al., 2006). Outros achados demonstraram que a inibicdo da
enzima (NOS) exerce efeitos antidepressivos em modelos animais de depressao (Da SILVA
et al., 2000; YILDIZ et al., 2000).

Nossos resultados demonstraram um aumento na producdo de nitrito-nitrato no
corpo estriado, hipocampo e cértex pré-frontal dos animais submetidos ao estresse por
corticosterona. O pré-tratamento com ripl, todavia, foi capaz de reverter a elevacao dos niveis
de nitrito-nitrato no corpo estriado e cértex pré-frontal, contribuindo, dessa maneira, para
reducdo de ROSs cerebral. Esses achados séo coerentes com dados de outros pesquisadores
que relataram também uma diminuicdo na producdo de nitrito-nitrato em diversas areas
cerebrais, incluindo hipocampo, corpo estriado e cortex pré-frontal, em animais tratados com
0s antidepressivo venlafaxina e fluvoxamina (ABDEL-WAHAB et al.,, 2011; DHIR e
KULKARNI, 2007).
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Neste estudo, assim como no de Sousa (2015), o hipocampo foi a &rea mais
susceptivel ao desequilibrio oxidativo induzido por corticosterona. 1sso pode estar relacionado
a maior densidade de receptores de glicocorticoides daquela area e, consequentemente, ao
maior impacto da desregulacdo do sistema glicocorticoide daquea area sobre o equilibrio
redox. Tendo em vista que os receptores glicocorticdides sdo tidos como fatores regulatorios
para enzimas antioxidantes em tecidos periféricos (PEREIRA et al., 1995; UNLAP e JOPE,
1995; VALENTINE e NICK, 1994; YAO e RAREY, 1996).

A desregulacdo na sinalizacdo redox pode estar associada ainda a reducdo dos
niveis de BDNF, reducdo dos niveis de triptofano e tirosina e, reducdo dos niveis cerebrais de
serotonina, dopamina e noradrenalina, o que demonstra a integragéo das teorias oxidativas,
neurotrofica e monoaminérgica da depressdo. Com base no envolvimento do estresse
oxidativo na neurobiologia da DDM, estudos pré-clinicos sugerem que 0s antioxidantes
podem ter propriedades antidepressivas (EREN et al., 2007; ZAFIR e BANU, 2009) ou
podem ser usados como potencializadores de efeitos antidepressivos (SILVA et al., 2013).

Além do estresse oxidativo esta associado a reducdes dos niveis BDNF, também
estd associado a reducbes nos niveis da proteina cyclic AMP responsive element binding
protein (CREB) e da molécula sinapsina | que estdo envolvidas em cascatas de plasticidade
celular (WU et al., 2004). Sabe-se que 0 BDNF é um importante regulador da sinaptogénese e
dos mecanismos de plasticidade sinéptica envolvidos no aprendizado e na memdria no SNC
adulto e na regulacdo do humor. Funcdes estas que poderdo ser prejudicadas por conta da
reducdo dos niveis de BDNF (CUNHA et al., 2010) .

O BDNF € de particular interesse no hipocampo, uma area bem conhecida por seu
papel na memaria e por seu alto grau de plasticidade sinéptica, pois esta regido possui a maior
expressao neuroanatdmica de BDNF e de seu receptor TrkB no cérebro de mamifero
(ALONSO et al., 2002). Os eventos desencadeados pelo BDNF no hipocampo do rato séo
necessarios para a formacdo das memdrias de curto e longo prazo. Especificamente, a
sinalizacdo BDNF / TrkB converge na via MAP kinase para aumentar a transmissao sinaptica
excitatoria in vivo, bem como a aprendizagem dependente do hipocampo em comportamentos
animais (TYLER et al., 2002).

A disfuncédo hipocampal relacionada a desregulacéo redox e reducédo dos niveis de
fator neurotréfico € um achado bem estabelecido na depressdo e associado a déficit de
memoria e anedonia (JAYAWEERA et al., 2015; BAI et al., 2014; JIANG et al., 2013). A
reducdo também pode ser vista em animais submetidos a modelos de estresse e impacta

negativamente o comportamneto animal. Em animais submetidos a administracéo repetida de
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corticosterona, 0s baixos niveis de BDNF hipocampal foram relacionados ao menor
desempenho nos testes labirinto em Y, reconhecimento de objetos e & menor preferéncia a
solucéo de sacarose (SOUSA, 2015), o que corrobora com os resultados do presente trabalho.

Em animais, a normalizagéo dos niveis de BDNF hipocampais com antidepressivo
convencional (desvenlafaxina [SOUSA et al., 2015] e fluvoxamina [VASCONCELOQOS et al.,
2015] ) estd associada a melhor desempenho em testes de memdria. Como a riparina-I
melhorou as memdrias de trabalho e aversiva dos camundongos e aumentou 0s niveis de
BDNF, a administracdo de riparina-1 em humanos poderia contribuir para a reducdo dos
sintomas cognitivos que acompanham o humor deprimido, hiptese que requer estudos mais
aprofundados.

E também conhecida a relacdo entre baixos niveis de BDNF e déficits cognitivo/
humor deprimido. Amostras cerebrais pos-mortem mostraram reducdo da proteina BDNF no
hipocampo e cortex pré-frontal de pacientes com transtorno psiquidtrico que cometeram
suicidio em comparacdo com os controles ndo-psiquiatricos (DWIVEDI et al., 2003;
KAREGE et al., 2005). Evidéncias pré-clinicas sugerem que citocinas pro-inflamatorias
podem influenciar, pelo menos em parte, uma reducdo significativa da expressdo génica do
BDNF e um aumento da expressédo de mRNA do TrkB (receptor de BDNF) em animais com
comportamento do tipo depressivo. Por fim, sabe-se que a administracdo de farmacos
antidepressivos aumenta a expressdo do BDNF (ZHANG et al., 2016) e a infuséo cerebral de
BDNF produz efeito tipo antidepressivo em ratos (SIUCIAK, 1997; SHIRAYAMA, 2002).

No presente estudo, observou-se que a exposicdo repetida ao glicorticdide causou
uma diminuicdo nos niveis de BDNF no hipocampo dos camundongos, corroborando com
estudos anteriores, alguns dos quais realizados em nosso laboratorio (SOUSA et al., 2015;
VASCONCELOS et al.,, 2015; SHEN, 2016; GONG et al., 2016, LOPES, 2017). O
tratamento com riparina-I, bem como o antidepressivo padrdo, fluvoxamina, foram capazes de
elevar os niveis de BDNF em relacdo ao grupo corticosterona, o que pode ter influenciado o
comportamento antidepressivo dos animais tratados com a substancia. Portanto, a atividade
antidepressiva de riparina-l pode decorrer de estimulagdo da producdo de fatores
neurotroficos, o que indica também uma potencial atividade neuroprotetora.

A acdo da riparina-1 sobre pardmetros do estresse oxidativo e niveis de BDNF,
bem como sua potencial interacdo com o receptor sigma 1, podem explicar, pelo menos em
parte, os efeitos tipo antidepressivo, tipo ansiolitico e tipo antipsicético dos animais

experimentais do estudo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A analise dos resultados apresentados neste trabalho nos permitiu afirmar que a
riparina I:

o Reverteu os efeitos desencadeados pela corticosterona sobre o tempo de
imobilidade nos testes do nado forcado e suspensdo da cauda, o que é preditivo de
efeito antidepressivo;

o Ndo foi eficaz em reverter as alteracbes comportamentais
desencadeadas pela administracdo de corticosterona nos testes da preferéncia a
sacarose e interacdo social;

o Reverteu o comportamento tipo ansioso no teste do plus maze, o que é
preditivo de efeito ansiolitico;

o Reverteu o efeito das injecBes de corticosterona sobre o nimero de
rearing e porcentagem de inibicdo pré-pulso, o que é preditivo de atividade
antipsicotica;

. Foi eficaz em normalizar parametros cognitivos avaliados nos testes Y -
maze e esquiva passiva;

. Regula parametros do estresse oxidativo em éareas cerebrais de
camundongos submetidos a um modelo de estresse cronico;

. Aumenta os niveis de BDNF em relacdo ao grupo estressado por
corticosterona;

o Apresenta uma estrutura quimica que parece interagir em um sitio

especifico do receptor sigma 1, um importante alvo regulatério do humor.

8 CONCLUSAO

A administracdo de rip-l reverteu o comportamento de tipo depressivo e psicotico
induzido por corticosterona e normalizou o comprometimento da evocacdo da memoria em
camundongos. Essas mudangas comportamentais foram acompanhadas por redugdo do
estresse oxidativo e aumento dos niveis de BDNF. Este estudo fornece novos dados
experimentais e abre perspectivas para novos estudos que podem culminar em um futuro uso
terapéutico de rip-l1 no tratamento de condi¢bes associadas a niveis elevados de

glicocorticdide, como a Depressdo Maior Psicética..
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante dos achados experimentais promissores obtidos com a rip-1, € interessante que
continuem as pesquisas com a substancia, a fim de se alcancar um maior ententimento sobre
0s mecanismos de acdo envolvidos nos efeitos tipo antidepressivo e antipsicotico observados
em animais.

E fundamental que os proximos passos sejam investigar a participacdo do receptor
sigma-1 nos efeitos centrais desencadeados pela rip-I através do uso de antagonista
farmacoldgico do receptor em questdo. A modulacdo daquele receptor intracelular
pluripotente, implica na regulacdo de varios processos celulares vitais, (regulacdo do estresse
oxidativo e neurogénse) o que é Util para o tratamento da depressdo, uma doenca multifatorial
que envolve a desregulacdo de sistemas bioldgicos que vao além do sistema monoaminérgico.
Estudos de binding também seriam interessantes para verificar a participacdo do receptor
sigma-1 nos efeitos apresentados aqui.

Outro aspecto a se investigar seria a influéncia da rip-1 sobre vias neuro inflamatorias
especificas comumente ativas em pacientes com Depressdao Maior, como a via NLRP3-
/caspase-1/IL-1beta e a via das quinureninas, e que podem inclusive disparar 0 aumento do
estresse oxidativo. Tendo em vista os dados da literatura que sustentam o papel da inflamacao
na depressdo e incluem achados que transpdem paradigmas experimentais e apontam que
pacientes com depressdo maior podem exibir todas a caracteristicas de uma resposta
inflamatoria, substancias antiinflamatdrias também seriam Uteis no tratameto da depresséo,

como a fluoxetina.
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