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RESUMO

A depressdo é caracterizada como um transtorno mental recorrente e incapacitante que afeta
mais de 300 milhdes de pessoas no mundo e tem como sintomas: humor deprimido, anedonia,
cansaco, além de distdrbios cognitivos, do sono ou apetite. O objetivo do presente estudo foi
verificar efeito ansiolitico, antidepressivo e antioxidante da catequina (2R,3S)-2-(3,4-
dihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-2H-chromene-3,5,7-triol, um composto fendlico presente em
produtos de origem vegetal, em um modelo animal de depresséo induzido pela administracéo
repetida de corticosterona (CORT). Foram utilizados camundongos SPF (Specific Pathogen
Free) Swiss fémeas adultas (60 dias), com peso entre 19-28g, n= 80 (total de animais) os
quais receberam salina ou corticosterona 20mg/kg (via subcutanea) por 21 dias consecutivos,
e salina ou catequina 10mg/kg (via intraperitoneal) do 15° ao 21° dia. No 20° dia, os animais
foram submetidos aos testes de placa perfurada e labirinto em cruz elevado - LCE
(comportamento ansioso). No 21° dia foram submetidos aos testes de campo aberto (atividade
locomotora exploratdria); suspensdo pela cauda - SC e nado forcado - NF (comportamento
depressivo). Em seguida, os animais foram eutanasiados, as areas cerebrais coletadas (cdrtex
pré-frontal - CPF, corpo estriado - CE e hipocampo - HC) para determinagdo dos niveis de
reacdo ao &cido tiobarbitdrico (TBARS), glutationa reduzida (GSH), nitrito e imuno-
histoquimica de marcador celular de proteina glial fibrilar &cida (GFAP) e sintase de 6xido
nitrico induzivel (INOS). Os resultados mostraram que a administracdo de corticosterona
apresentou comportamento tipo ansiogénico (anxiety-like) e depressivo (depression-like) bem
como aumentou os niveis de TBARS e nitrito, reduziu GSH, aumentou a densidade de GFAP
e INOS. O tratamento com catequina reverteu o efeito ansiogénico (teste de LCE) e
depressivo (teste de NF). Também reverteu 0 aumento nos niveis de TBARS no CPF e HC,
bem como a imunorreatividade de GFAP e INOS no CPF. Em conclusdo, os resultados
demonstraram que a catequina apresentou um efeito ansiolitico e antidepressivo nos testes
comportamentais induzidos por CORT, os quais parecem estar relacionados com a acgéo

antioxidante, neuroinflamatoria e protecdo dos defeitos sinapticos induzida pela CORT.

Palavras-chave: depressdo; catequina; antidepressivo; antioxidante; ansiolitico



ABSTRACT

NEUROPROTECTIVE EFFECT OF SYNTHETIC CATEKIN IN A
CORTICOSTERONE-SIMILAR DEPRESSION MODEL IN MICE

Depression is characterized as a recurrent and disabling mental disorder that affects more than
300 million people worldwide and has the following symptoms: depressed mood, anhedonia,
tiredness, as well as cognitive, sleep or appetite disorders. The objective of the present study
was to verify the anxiolytic, antidepressant and antioxidant effects of catechin (2R,3S)-2-(3,4-
dihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-2H-chromene-3,5,7-triol, a phenolic compound present in
products of plant origin, in an animal model of depression induced by repeated administration
of corticosterone (CORT). Adult female Swiss SPF (Specific Pathogen Free) mice were used
(60 days), weighing between 19-28g, n= 80 (total animals) which received saline or
corticosterone 20mg/kg (subcutaneously) for 21 consecutive days, and saline or catechin 10
mg/kg (intraperitoneally) from the 15th to the 21st day. On the 20th day, the animals were
subjected to the perforated plate and elevated plus maze tests - LCE (anxious behavior). On
the 21st day, they underwent open field tests (exploratory locomotor activity); tail suspension
- SC and forced swimming - NF (depressive behavior). Then, the animals were euthanized,
the brain areas collected (prefrontal cortex - PFC, striatum - CE and hippocampus - HC) to
determine the levels of reaction to thiobarbituric acid (TBARS), reduced glutathione (GSH),
nitrite and immunohistochemistry of cellular marker glial fibrillary acidic protein (GFAP) and
inducible nitric oxide synthase (INOS). The results showed that corticosterone administration
presented anxiety-like and depression-like behavior, as well as increased TBARS and nitrite
levels, reduced GSH, and increased GFAP and INOS density. Treatment with catechin
reversed the anxiogenic (LCE test) and depressive (NF test) effects. It also reversed the
increase in TBARS levels in the CPF and HC, as well as the immunoreactivity of GFAP and
INOS in the CPF. In conclusion, the results demonstrated that catechin had an anxiolytic and
antidepressant effect in behavioral tests induced by CORT, which seem to be related to the

antioxidant, neuroinflammatory action and protection of synaptic defects induced by CORT.

Keywords: depression; catechin; antidepressant; antioxidant; anxiolytic.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da depresséo e ansiedade

A depressdo é um transtorno mental recorrente e incapacitante caracterizada pelos
seguintes sintomas: humor deprimido, anedonia, oscilacBes entre sentimento de culpa e baixa
autoestima, disturbios do sono ou do apetite, aléem de fadiga, dificuldade na concentracdo e
pensamentos rotineiros de morte. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a
depressdo esta associada a um crescente risco de mortalidade, devido as elevadas taxas de
suicidio, bem como € a principal causa de incapacidade no mundo, constituindo-se um
importante problema de satde publica mundial. Essa doenca afeta a capacidade funcional de
um individuo na sociedade, visto que ela influencia negativamente como o individuo se sente,
pensa e age com uma Vvariedade de problemas fisicos e emocionais (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2017; WORD HEALTH ORGANIZATION, 2023). Estima-
se que o prejuizo econdmico anual global seja em torno de 1 trilhdo de ddlares por 12 bilhGes
de dias de trabalhos perdidos por causa da depressdo e ansiedade e, no Brasil isso pode ser
estimado em uma perda de 282 bilhdes de reais (OPAS, 2022; FIEMG, 2023).

Tanto em homens quanto em mulheres, os transtornos de ansiedade e os depressivos
sdo os dois transtornos mentais mais comuns ao longo da vida. A ansiedade torna-se
prevalente mais cedo do que a depressao, sendo a depressdo mais rara antes dos dez anos de
idade. Em 2019, 301 milhdes de pessoas em todo o mundo viviam com transtornos de
ansiedade; e 280 milhdes viviam com sindromes depressivas (incluindo o transtorno
depressivo maior e a distimia). No entanto, a pandemia de COVID-19 impactou muito a satde
mental em todos os paises, de forma que, em 2020 (o primeiro ano da pandemia) a
prevaléncia global de ansiedade e depressdo aumentou em 25%, tendo um adicional de 53,2
milhdes e 76,2 milhdes de casos de ansiedade e transtornos depressivos maiores (TDM),
respectivamente. (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022; SANTOMAURO et al.,
2021). Diante disso, foi visto 0 quanto 0s governos estavam despreparados para 0 manejo em
salde mental, bem como demonstrou uma falta de recursos globais para essa finalidade. Por
isso, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e a Organizacdo Internacional do Trabalho
(OIT) elaboraram diretrizes para a¢des de enfrentamento na saide mental (OPAS, 2022).

No Brasil, segundo a Pesquisa Vigitel 2021 - um inquérito de saude nacional
conduzido pelo Ministério da Salde antes dos dados da pandemia - em média, 11,3% dos
brasileiros acima de 18 anos de idade relataram ter recebido o diagnostico médico de

depresséo. Foi registrado maior frequéncia entre as mulheres (14,7%) em comparagdo com 0s
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homens (7,3%). Além disso, segundo a analise de Lopes, et al. (2022), entre as duas Ultimas
edicOes da Pesquisa Nacional de Saide (PNS 2013 e PNS 2019), a prevaléncia de depresséo
no Brasil aumentou em 36,7%. O crescimento foi de 7,9% na PNS 2013 para 10,8% na PNS
2019, com um aumento importante entre adultos jovens de 18 a 24 anos. Ainda segundo esse
estudo, houve um crescimento de 178,4% na prevaléncia de depressdo entre o0s
desempregados (3,7% em 2013 e 10,3% em 2019), quase triplicando o valor (MINISTERIO
DA SAUDE, 2021; LOPES et al, 2022).

Além disso, segundo a OMS, o Brasil é 0 pais com maior prevaléncia de depressdo na
América Latina e o segundo pais com maior prevaléncia nas Américas. Bonadiman, et al.
(2020), tendo como base os dados da Global Burden of Disease Study 2017 (GBD-2017),
concluiram que os transtornos depressivos tém sido responsaveis por uma alta carga de
incapacidade no Brasil desde 1990, colaborando para o aumento da demanda por servicos
publicos de saude e afetando as taxas de suicidio nos estados com maior prevaléncia de
depressdo (BONADIAM et al, 2020).

Embora haja diversos tratamentos eficazes para a depressdo, mais da metade das
pessoas acometidas ndo recebem tratamento adequado, seja por diagndstico equivocado, seja
por falta de recursos materiais e profissionais. (WORD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

1.2 Fisiopatologia da depressao e ansiedade

A depressdo e a ansiedade sdo transtornos de etiologia multifatorial, associadas a
diversos fatores ambientais, socioeconémicos, biolégicos e psicolégicos, que podem variar de
acordo com cada pessoa. Ao longo do tempo, diferentes linhas de pesquisa tém investigado e
discutido possiveis alteracbes neuroldgicas que possam esclarecer a fisiopatologia dos
transtornos depressivos e ansiosos. Esses esforcos de pesquisa renderam evidéncias
importantes em varios niveis de descricdo, associando esses transtornos a alteracdes
neuroanatémicas e neuroquimicas no cérebro, que afetam a producdo e o funcionamento de
neurotransmissores, bem como a alteracbes em vias neuroenddcrinas, inflamatdrias ou
processos genéticos. Dessa forma, foram desenvolvidas diferentes hipdteses etioldgicas para a
depresséo e ansiedade (KALTENBOECK; HARMER, 2018; SOUSA, 2015).

As principais areas cerebrais estudadas na depressdo e ansiedade sdo coOrtex pré-
frontal, corpo estriado, hipocampo e amigdala. Acredita-se que o cortex pré-frontal esteja
envolvido no julgamento, comportamento afetivo e tomada de decisdes; 0 corpo estriado esta

intimamente ligado as respostas emocionais; o hipocampo € um conjunto de sub-regides
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relacionado com o sistema de inibicdo comportamental, memoria, aprendizagem e respostas
ao estresse; a amigdala também esté relacionada com os circuitos de respostas emocionais
(BRANDAO, 2004). Constantemente essas informacgdes sdo confirmadas por correlagdes de
achados neuropsicoldgicos e neuroquimicos em cada area. Contudo, a depressdo e ansiedade
estdo relacionadas com ativagdes anormais no hipotadlamo, amigdala, cértex-cingulado-
anterior, cértex orbitofrontal, insula, cértex pré-frontal dorsolateral e ganglios da base
(ROZENTHAL; LAKS; ENGELHARDT, 2004; ZHAO et al., 2017; ZHANG et al., 2023).

A ansiedade esta associada a altera¢fes funcionais e estruturais na amigdala, aumento
da conectividade do cortex cingulado anterior da amigdala e reatividade hipocampal por
reacdo de resposta a estimulo de ameaca verificado em individuos ansiosos com presenca de
sintoma de medo. Também foi verificado que o circuito de controle limbico pré-frontal esta
relacionado com a fisiopatologia da ansiedade, bem como a acédo de receptores canabindides
da amigdala, além da presenca de biomarcadores inflamatorios e nivel reduzido de serotonina
(LA, 2020).

Individuos ansiosos tiveram ativacdo reduzida no cortex pré-frontal dorsolateral
durante uma tarefa de memoria de trabalho, o que sugere que a ansiedade também esta
relacionada a déficits cognitivos e ndo somente ao medo (FONZO et al., 2014).

O estresse psicolégico e fisico proveniente de eventos estressores ou traumaticos da
vida, ambiente e sociedade, frequentemente estdo associados aos episodios de depressao e
ansiedade, evidenciando forte impacto na fisiopatologia desses transtornos (LAGE, 2010;
LEBEDEVA; CARUNCHO; KALYNCHUK, 2017; LIN; TSAI, 2020). A hip6tese genética
baseia-se na premissa que hd um componente genético com expressdo bastante complexa,
possuindo interacdes gene-gene e gene-ambiente que dificultam estudos de eventuais papéis
etiopatogénicos de forma individual. No entanto, estudos postulam que esses componentes
genéticos interferem na alteracdo de diversos mecanismos, incluindo os descritos abaixo.
(LAFER; VALLADA, 1999; KRISHNAN; NESTLER, 2008; LAGE, 2010).

A hipotese das monoaminas surgiu em decorréncia de efeitos eventuais de
medicamentos (ex. reserpina), que secundariamente influenciavam nos sistemas
monoaminérgicos causando sindromes depressivas em alguns pacientes. Posteriormente, foi
possivel observar que outro medicamento, a iproniazida, inicialmente desenvolvida como
possivel tratamento para a tuberculose, conseguiu reverter sintomas depressivos em pacientes,

levando a estudos para formulacéo dessa hipotese.
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Os sistemas monoaminérgicos sdo compostos pelos neurotransmissores como
serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) e dopamina (DA) como ilustrado na figura 1, e
produzem efeitos que estdo implicados na regulacdo do sono e apetite, atividade psicomotora
e humor, resposta emocional (KRISHNAN; NESTLER, 2008; POSSAMAI, 2013). O
desequilibrio desses neurotransmissores e suas implicacfes também estdo relacionados com a
fisiopatologia da ansiedade. Achados clinicos mostram que o0s niveis desses
neurotransmissores estdo diminuidos no cérebro de pacientes com depressdo e ansiedade
(SALPOSKY, 2004; BANDELOW et al., 2017).

No entanto, em condic¢Oes de estresse cronico, pode haver aumento da atividade da
enzima tirosina hidroxilase (enzima envolvida na sintese de noradrenalina), estimulando a
producdo de noradrenalina, que por sua vez, causa elevacdo do fator liberador de
corticotrofina (CRF) no hipotalamo que agira na hipofise anterior liberando o horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) com consequente producdo de cortisol e noradrenalina pelo
cortex da adrenal. Esse mecanismo aumentam o impulso simpatico e a liberacdo de citocinas
com efeitos neurotdxicos. O estresse cronico também causa alteracdes na via mesolimbica
dopaminérgica implicadas na expressdo alterada do fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF). Os sistemas monoamineérgicos trabalham de forma integral e interconectados, uma
mudanca em um sistema afeta a fungéo do outro (DEAN; KESHAVAN, 2017).

Figura 1: Estrutura quimica neurotransmissores serotonina, dopamina, noradrenalina
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Fonte: Adaptado de PubChem.

Os horménios sexuais também exercem influéncia no sistema serotoninérgico. O
estrogénio tem influéncia direta na sintese de serotonina com participacdo na transcricao de

genes codificadores, enzimas e receptores de serotonina, sendo mais atuante do que a
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testosterona, bem como induz reducdo da monoamina oxidase A (MAO-A) responsavel pela
degradacéo de serotonina por estudos realizados em cérebros de camundongos e humanos por
tomografia por emissdo de protons. 1sso pode embasar a maior prevaléncia de ocorréncia de
depressao e ansiedade em mulheres (duas vezes mais chances de desenvolvimento do que em
homens), bem como o aumento dessas taxas na fase de menopausa com a observada reducédo
de hormonios sexuais (STICKEL et al., 2019; SPIES et al., 2020).

Além disso, em alguns estudos, observou-se reducdo de fatores neurotroficos
importantes apds a exposicdo ao estresse cronico. As neurotrofinas sdo proteinas que
contribuem na modulacédo e neuroplasticidade e favorecem a diferenciacéo e sobrevivéncia de
neurdnios. Dentre elas, o BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro), do inglés brain-
derived neurothophic factor, bem como outras neurotrofinas importantes, foi demonstrasdo
gue estava em niveis menores que o esperado em pacientes com transtornos depressivos, mas
aumentados no transtorno de ansiedade (PALLANTI et al., 2014; AN et al., 2021).

Outra hipotese contundente é a da disfuncdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal
(HHA). Em resposta ao estresse agudo, o hipotalamo libera o neuropeptideo fator liberador de
corticotrofina (CRH), este ativa a liberacdo do hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) pela
hipofise anterior, que por sua vez, estimula a secre¢do de glicocorticoides, sendo o cortisol em
humanos e corticosterona em roedores, pelo cortex da adrenal como ilustrado na figura 2
(ANTI; GIORGI; CHAHADE, 2008; SOUSA, 2015). Essa hiperativacdo do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal por resposta ao estresse crénico esta associada com disturbios do humor e
disfungBes cognitivas revelados no estresse cronico, uma vez que o sistema de feedback
negativo realizado pelo proprio cortisol em receptores de glicocorticoides também é afetado
(LAGE, 2010). O cortisol realiza feedback negativo no eixo HHA através do cértex pré-
frontal e hipocampo (HERMAN et al., 2003).

A hipo6tese da disfuncdo do eixo HHA esta relacionado com a depressao e a ansiedade
por fundamentacdo em achados clinicos de pacientes com niveis elevados de glicocorticoides
e com sintomas depressivos e ansiosos (HINKELMANN et al., 2009; GUPTA,
RADHAKRISHNAN; KURHE, 2015; JURUENA et al., 2020).

O cortisol elevado altera as conexdes cerebrais envolvidas no processamento e
adaptacdo emocional, aumenta a excitabilidade da amigdala resultando em maior reatividade

ao estresse, bem como os efeitos dos receptores de glicocorticoides causam desacoplamento
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da amigdala e do hipocampo e maior reatividade com o corpo estriado (DEAN; KESHAVAN,
2017).

Também foi verificada a participacdo do hormdnio ocitocina na resposta ao estresse na
via de ativacdo do eixo HHA, pois ele regula negativamente a expressdo de CRF via
gabaérgica e por inibicdo de um coativador da transcricdo do gene de CRF, bem como est
relacionado na modulacdo do sistema serotoninérgico, além de reduzir a resposta fobica da
amigdala e aumentar a sua conectividade com as areas limbicas frontais no cérebro, sendo
observados efeitos ansioliticos quando a ocitocina foi administrada via intranasal em humanos

e camundongos regulando o processamento emocional e de memdria (YOON; KIM, 2020).
Figura 2: Eixo hipotalamo-hipofise-adrenal

Cérebro
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—

Cortisol

Ativacdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal em resposta ao estresse agudo, o hipotadlamo libera o fator
liberador de corticotrofina (CRH) que vai agir na hipdfise anterior ocasionando a liberagdo do horménio
adrenocorticotréfico (ACTH), esse por sua vez vai agir no cortex da adrenal estimulando a secrecdo de

glicocorticoides como o cortisol.
Fonte: Adaptado de BioRender (2023)
Atualmente, também € reconhecida a hipdtese inflamatéria na fisiopatologia da

depressdo, pois estudos indicam que ha a ativacdo imune mediada por células causando assim

a inflamacdo e uma disfuncdo no sistema serotoninérgico (RAISON; MILLER, 2011).
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Algumas células do sistema imunoldgico expressam receptores para neurotransmissores e
para hormonios oriundos de varios eixos, incluindo o eixo HHA e exercendo efeitos nos
neurdnios produtores de ACTH. Além disso, as citocinas sdo também produzidas no SNC por
micrdglia, astrdcitos, fibroblastos e células endoteliais vasculares. (MARQUES; CIZZA,
STERNBERG, 2007).

Citocinas inflamatdrias como as interleucinas (IL-1, IL-6), fator de necrose tumoral
(TNF-0) e prostaglandinas E2 (PGE2), provocam altera¢des na via metabolica do triptofano,
essencial na sintese de serotonina — principal neurotransmissor envolvido na depressdo
(CALABRESE et al., 1986; CATENA-DELL’OSSO, 2013). Essa hipotese ¢ baseada pela
constatacdo de niveis aumentados de citocinas pro-inflamatérias contidas no plasma e no
liquido cefalorraquidiano em pacientes com depressdo e com transtorno de ansiedade (MAES
et al.,, 1991; MARQUES; CIZZA; STERNBERG, 2007, BANDELOW et al., 2017). Além
disso, sabe-se que a ciclo-oxigenase-2 (COX-2) neuronal estd envolvida na resposta ao
estresse e sua expressdo neuronal esta ligada a apoptose (CURRIER; NEMEROFF, 2010).
Dessa maneira, a depressdo e a ansiedade também sdo descritas pela ativacdo da resposta
inflamatdria por meio do aumento da formacéo de citocinas pré-inflamatérias (MULLER;
MYINT; SCHWARZ, 2009, BANDELOW et al., 2017). Além disso, as citocinas aumentam a
atividade do eixo HPA e induzem um comportamento de redugdo de gasto de energia, bem
como induzem reducéo da plasticidade sindptica (DEAN; KESHAVAN, 2017).

A producédo de radicais livres no organismo € um processo fisiolégico e frequente,
com diversas funcgdes bioldgicas, por exemplo, geracdo de energia em forma de ATP por meio
da cadeia transportadora de elétrons; ativacdo de genes, entre outros. No entanto, a geracdo
excessiva pode causar danos oxidativos, resultando em um desequilibrio entre compostos
oxidantes e antioxidantes (BARBOSA et al., 2010).

O o6xido nitrico é produzido pela conversdo da L-arginina através da enzima Oxido
nitrico sintase (NOS) em L-citrulina e 6xido nitrico, e participa de variadas funcoes
fisiologicas como neurotransmissdo, relaxamento da musculatura lisa, vasodilatacdo e
resposta imune. A enzima oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) e expressa apenas quando a
célula ¢é estimulada, geralmente por citocina pro-inflamatorias ou lipopolissacarideo
bacteriano, e estd implicada em diversas patologias neurodegenerativas por contribuir na
inflamacdo. O cérebro em condi¢cdes normais e fisiologicas ndo parece expressar grande
quantidade de INOS, no entanto, em condi¢des de estimulo inflamatorio, trauma ou dano,

ocorre a expressdo em células gliais ativadas e neurénios. A INOS tem sido utilizada como
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uma forma de estudo de marcacdo em doencas neurodegenerativas como a depresséo,
Alzheimer e Parkinson e pode se desenvolver também como adjuvante nos respectivos
tratamentos (CINELIS et al., 2020).

H& décadas vem-se estudando o papel do estresse oxidativo na influéncia em
processos fisiologicos como, envelhecimento, inflamagdo, aterosclerose; e no
desenvolvimento de diversas enfermidades, como distdrbios metabolicos, cardiovasculares,
neurodegenerativos e carcinogénicos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; FERRARI, 2004).
O tecido neural é bastante vulneravel ao estresse oxidativo, e a producdo de radicais livres
esta relacionada a vérias doengas do sistema nervoso central (PACKER et al., 1997). A
desregulacdo da via do 6xido nitrico esta envolvida na depressdéo (MANTOVANI et al., 2003).

Os achados mostram um desequilibrio entre o sistema operacional fisioldgico e o
sistema de defesa antioxidante como uma das principais causas da depressdo. O transtorno
estd associado com reducdes das concentracdes de enzimas antioxidantes no plasma,
consequentemente, este desequilibrio leva ao aumento da atividade de vias inflamatorias e
outros mediadores pré-apoptoticos, como a Caspase-3, que levam a morte neuronal. Os
antidepressivos convencionais ndo agem apenas no sistema monoaminérgico, agem em varias
vias sob investigacdo, incluindo a via do estresse oxidativo aumentando niveis de
antioxidantes. Assim como suplementos dietéticos, vitaminas ou alimentos com compostos
antioxidantes podem reduzir os sintomas de depressio (VAVAKOVA; DURACKOVA,
TREBATICKA, 2015; BHATT; NAGAPPA,; PATIL, 2020).

A atividade antioxidante deriva de um sistema cuja funcdo € inibir e/ou diminuir as
danificaces causadas pelas a¢bes prejudiciais dos radicais livres ou de espécies ndo-radicais
gue podem acabar tendo acdo prejudicial. Essas atividades podem ser por sistema de
prevencdo, impedindo a formacgédo de radicais livres e ndo-radicais; sistema de varredores,
impedindo a acdo dessas espécies; ou sistema de reparo, proporcionando reconstituicdo e
reparo dos sistemas lesados. Os sistemas podem ser enzimaticos ou ndo-enzimaticos, quando
o0 antioxidante age diretamente neutralizando as espécies. Os antioxidantes sdo substancias
capazes de atrasar ou inibir a oxidacdo de forma eficaz quando em menores concentragdes
que o substrato oxidavel (BARBOSA et al., 2010).

No sistema antioxidante enzimatico h4 a participacdo das enzimas Superdxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx), e atuam evitando e/ou

regulando a producéo de radicais livre e espécies ndo radicais (mecanismos de prevencéo),
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implicados na iniciagdo de reacbes em cadeia que acabam aumentando a propagagédo do
processo, gerando consequéncias como os danos oxidativos. As enzimas catalase e glutationa
peroxidase atuam impedindo o acumulo de peroxido de hidrogénio, este pode promover a
producdo de radicais hidroxila por meio das reacfes de Fanton e Haber-Weiss, quando ha a
participacdo dos metais ferro e cobre. O radical hidroxila (OH") tem sido indicado como o de
maior reatividade por apresentar bastante instabilidade e ndo possuir sistema antioxidante
enzimatico, se tornando assim, o radical mais oportuno a causar danos oxidativos. Por isso, a
enzima glutationa é bastante importante e merece atencdo especifica, visto que sua atividade
depende da manutencéo do ciclo redox-glutationa por controle da relagdo glutationa reduzida
(GSH) e oxidada (GSSG) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER, OLIVEIRA,
2004).

No sistema antioxidante ndo-enzimatico inclui os compostos oriundos da dieta como,
minerais, vitaminas e compostos fendlicos. A catequina, um flavonoide, pode ser encontrado
em alimentos como frutas e no vinho tinto. Acdo da substancia antioxidante depende do
compartimento celular ou tipo de tecido em que ela atua, os flavonoides, por exemplo, sdo
capazes de agir em meio hidrofilico e lipofilico, ja a vitamina C, mostra intensa acdo em meio
hidrofilico (SCHNEIDER, OLIVEIRA, 2004; BARBOSA et al., 2010).

Em conjunto, essas hipbteses estdo relacionadas com a depressdo como ilustrado na figura 3,

sugerindo a multifatoriedade deste transtorno, bem como da ansiedade.
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Figura 3: Fatores envolvidos na fisiopatologia da depressao
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor

Nas tltimas décadas muito tem se estudado sobre o papel das células gliais (astrécitos,
microglia, oligodentrécitos, ependimarias) na depressdo. Estas células contribuem para a
plasticidade sinaptica, neurogénese e nutricdo dos neurénios ilustrado na figura 4. Os
astrécitos sdo as células da glia encontradas em maior abundancia no sistema nervoso central,
caracterizando-se como um grupo heterogéneo de células, com diferentes subtipos, formas,
fisiologia, desenvolvimento e metabolismo. Além disso, os astrocitos possuem diversas
funcdes importantes: sdo fonte de fatores neurotréficos (fator neurotréfico derivado do
cérebro; fator de crescimento de fibroblastos; fator neurotréfico de células gliais, etc.),
regulam a transmissdo sinaptica (concentracdo de ions de calcio e potassio) e os niveis de
neurotransmissores na fenda sinaptica (eliminam glutamato, &cido gama-aminobutirico,
dopamina, noradrenalina); libera gliotransmissores como glutamato, ATP e D-serina que
geram energia, regulando assim a neurogénese hipocampal adulta, bem como esta implicado

na neuroinflamacdo pela capacidade de sintese e secre¢do de citocinas inflamatdrias
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(GOMES; TORTELLI: DINIZ, 2013; MURPHY-ROAYAL: GORDON; BAINS, 2019;
ZHOU et al., 2019).

Figura 4 — Neurdnios e astrocitos
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Fonte: Adaptado de BioRender

Astrocitos maduros e reativos expressam uma proteina glial fibrilar acida (GFAP), que
é¢ um componente dos filamentos intermediarios. Ja foram identificadas em torno de oito
isoformas de GFAP utilizadas na demarcacgdo de subpopulacGes especificas de astrécitos no
cérebro durante o desenvolvimento, doenca e envelhecimento humano, e acredita-se que ela
ajude a manter a forma e forca mecénica dos astrdcitos. Na imuno-histoquimica sao utilizados
anticorpos para GFAP para detec¢do de astrécitos em tecidos, entretanto, s6 identificam cerca
de 15 a 20% de astrdcitos expressos no cortex de animais maduros (RAJKOWSKA;
STOCKMEIER, 2013).

A densidade de astrécitos imunorreativos de GFAP foi quantificada na substancia
cinzenta para avaliacdo da expressdo de GFAP na depressdo, e foi verificado que ha uma
diminuicdo nessa densidade no cortex pré-frontal dorsolateral pés morte em individuos
deprimidos jovens (menor que 60 anos) comparados a individuos controles sem transtorno
(MIGUEL-HIDALGO et al., 2000), no entanto, em pacientes idosos com depressdo de inicio
tardio, a densidade tende a aumentar como um mecanismo compensatorio (DAVIS et al.,
2002).

No cérebro humano também foi verificado a diminuigdo de densidade dos astrocitos
nas sub-regides CAl e CA2 do hipocampo na depressdo, bem como em individuos tratados

com esteroides moduladores de receptores de glicocorticoides, sugerindo que altos niveis de
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horménios glicocorticoides podem agir nos receptores de glicocorticoides de astrocitos
ocasionando essa reducdo (MULLER et al., 2001). Além das regides corticais fronto-limbicas,
essas reducbes também foram encontradas em outras regiGes cerebrais, como a amigdala,
cerebelo nos individuos com depressdao (FATEMI et al., 2004; ALTSHULER et al., 2010).
Além disso, estudos pré-clinicos tém sido realizados a fim de investigar mais sobre o papel
dos astrocitos na depressdo, bem como os efeitos de antidepressivos sobre estas células; os
mesmos achados em humanos foram encontrados em modelos murinos de depressao,
(RAJKOWSKA; STOCKMEIER, 2013; SHU et al., 2019).

1.3 Terapia farmacoldgica da depressao

Os antidepressivos sdo classificados conforme suas propriedades farmacoldgicas e sua
estrutura quimica e, atualmente, se dividem em inibidores da monoamina oxidase (IMAOs),
antidepressivos tetraciclicos (ADTS), inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRSSs),
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e noradrenalina (ISRSN), e moduladores do
receptor de serotonina 5-HT2a (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2017).

Os inibidores da monoamina oxidase (IMAQOs) foram a primeira classe de
antidepressivos usada no tratamento da depressdo, no entanto, atualmente sdo dificilmente
usados na clinica devido as interaces alimentares e medicamentosas potencialmente letais e
sua toxicidade. Tem como acdo farmacodindmica o bloqueio da enzima monoamina oxidase
(MAO), que se divide em duas isoformas: MAO-A, relacionada com a degradacdo de
serotonina e noradrenalina; e MAO-B, relacionada com a degradacdo de dopamina, esse
bloqueio resulta no acimulo de mais neurotransmissores na fenda sinaptica. Os farmacos mais
conhecidos dessa classe sdo a fenelzina, e a tranilcipromina como IMAOs ndo seletivos
irreversiveis e a moclobemida como IMAO seletiva reversivel da MAO-A (GORENSTEIN;
SCAVONE, 1999).

Em seguida vem a classe dos antidepressivos triciclicos (ADTSs), denominada assim
pelos trés anéis em seu nucleo. Sua acdo farmacodindmica esta relacionada com a inibi¢éo da
recaptacdo de serotonina (5-HT) e noradrenalina (NA) pelo blogueio dos seus respectivos
transportadores resultando em uma maior permanéncia dos neurotransmissores na fenda
sinaptica. Possui efeitos colaterais como constipacdo, xerostomia e sedacdo devido ao
bloqueio também de receptores alfa-adrenérgicos, muscarinicos e histaminérgicos. Os
principais representantes dessa classe sdo a imipramina, amitriptilina e a clomipramina
(KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2017).
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Apos varias pesquisas para descoberta de novos farmacos, surgiu também a classe dos
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), amplamente utilizados na clinica
atual, com uma diversidade de agentes e cuja acdo mais importante consiste na inibicédo
seletiva do transportador de serotonina. Os agentes mais utilizados dessa classe sdo a
fluoxetina, sertralina, citalopram, paroxetina e fluvoxamina. Posteriormente, obteve-se a
classe dos inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina e noradrenalina (ISRSN), dessa
vez atuando no blogueio dos transportadores dos dois neurotransmissores seletivamente. Os
principais farmacos dessa classe s@o a venlafaxina, desvenlafaxina e duloxetina (KATZUNG;
MASTERS; TREVOR, 2017).

Outros dois farmacos, trazodona e nefazodona, surgiram recentemente e acredita-se
gue sua acao esta relacionada ao bloqueio do receptor de serotonina 2A, sendo denominados
como moduladores dos receptores de 5-HTa, resultando em efeitos ansioliticos,
antidepressivos e antipsicoticos (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2017).

Além disso, extensos estudos sao realizados para a descoberta de novos agentes
terapéuticos farmacoldgicos, o que se possibilita a realocacdo de farmacos ja existentes como
agentes terapéuticos ou adjuvantes na terapia da depressdo. Sendo assim, podemos citar
alguns farmacos que influenciam no sistema monoaminérgico, como o litio, um cation
monovalente utilizado como estabilizador do humor, acredita-se que ele influencia os niveis
de BDNF e neurotransmissores; triiodotironina (T3), horménio de tireoide; antipsicoticos
atipicos; buspirona, um benzodiazepinico; pindolol, um beta bloqueador. Esses farmacos
também podem influenciar outras vias que estdo relacionadas com a depressdo além do
sistema monoaminérgico. Assim como tem sido estudado o efeito da cetamina como
antidepressivo rapido em dose subanestésica, ela pode agir por varios mecanismos, mas
principalmente pelo sistema glutamatérgico (PEREZ-CABALLERO, 2019; HESS et al.,
2022).

1.4 Catequina

A catequina (2R,3S)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-2H-chromene-3,5,7-triol e
seu grupo sao polifendis do grupo dos flavonoides, que sdo compostos fendlicos e, por este
motivo, possuem atividade antioxidante pelos radicais fenélicos, pois sua estrutura quimica é
composta por um anel aromético condensado ligado a um anel heterociclico ligado a outro
anel aromatico, conferindo possibilidade de doacdo de elétron e estabilizando radicais. Os

polifenois estdo presentes em alimentos de origem vegetal, como frutas e folhas, e também
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em bebidas derivadas como vinho tinto, chés e azeite de oliva, mais especificamente pode ser
encontrada em morangos, damasco, amora, cereja, framboesa e pera, entretanto, a principal
fonte alimentar de catequinas é o cha verde proveniente de folhas da Camellia sinensis,
contendo um alto teor de catequinas (BUTTERFIELD, 2002; CABRERA; ARTACHO;
GIMENEZ, 2006). A catequina especificamente tem estrutura quimica semelhante ao
flavonoide, dois anéis benzeno e um anel heterociclico com um grupo hidroxila ligado
(BRAICU et al., 2013).

Figura 5: Estrutura quimica flavonoide e catequina

A) Estrutura quimica do flavonoide. B) Estrutura quimica da catequina

Fonte: Elaborado pelo autor

A acgdo antioxidante das catequinas pode ser exercida por meio de mecanismos
diferentes, diretos, como eliminagdo de radicais livres (ERO) e quelagdo de ions metéalicos, e
indiretos, como inibicdo de enzimas pré-oxidantes; inducdo de enzimas antioxidantes;
producdo de enzimas de desintoxicacdo e enzimas antioxidantes; regulacdo e sintese de
proteinas e vias de sinalizacdo (YOUN et al., 2006). O grupo das catequinas se subdivide em
catequina (C) (estereoisbmero trans), epicatequina (EC) (esteroisdmero cis), e também em
conjugados com grupo galato em epicatequina galato (ECG), epigalocatequina (EGC) e
epigalocatequina galato (EGCG) (BRAICU et al., 2013).

O estresse oxidativo estd relacionado na depressédo bem como em doencas
neurodegenerativas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). As catequinas podem ajudar na
inibicdo de doengas neurodegenerativas por meio da protecdo do excesso do estresse
oxidativo nos neurénios (MANDEL; MAOR; YOUDIM, 2004). As catequinas provenientes
do cha verde foram capazes de reverter a regressao funcional e morfologica no cérebro de
camundongos idosos (UNNO et al., 2004).
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1.5 Modelos animais de depresséo

Véarios modelos animais de inducdo de depressdo s@o elaborados para a continua
pesquisa de novas drogas antidepressivas e maior elucidacdo da fisiopatologia da depressao.
Existem modelos farmacoldgicos (uso da reserpina, triptofano, corticosterona, abstinéncia de
psicotrépicos), inflamatorios, lesdo (bulbectomia olfatdria), estresse psicossocial (estresse
crénico, isolamento social, desamparo aprendido e separacdo materna) e genéticos (SOUSA,
2015).

1.5.1 Modelo de depressao por corticosterona

O estresse psicologico e fisico constitui-se como fator de risco para o desenvolvimento
de diversas psicopatologias (LAGE, 2010; LEBEDEVA; CARUNCHO; KALYNCHUK,
2017). Se vivido com repetitividade, de forma cronica e intensa, ird ocasionar alteracfes no
funcionamento do organismo, comportamentos sociais e afetivos (FINSTERWALD;
ALBERINI, 2014).

Estudos mostram que a exposicdo repetida a glicocorticoides induz comportamentos
depressivos e de ansiedade, bem como alteragdes bioquimicas no cérebro humanos e de
roedores (BROWN, 2009; SHEN et al., 2016; LUO et al., 2017). Glicocorticoides como
prednisona e dexametasona utilizados na farmacoterapia clinica para suprimir o sistema
imunoldgico e a inflamacdo a longo prazo podem ocasionar efeitos colaterais como ganho de
peso, diabetes mellitus, osteoporose, sindromes depressivas e sindrome de Cushing. Estes
corticosteroides estdo relacionados com altera¢@es clinicas no lobo temporal, bem como nas
areas relacionadas ao processamento emocional e cognitivo (BROWN, 2009; BERNINI;
TRICO, 2016). O modelo de depressdo induzido por corticosterona induz mudangas no
comportamento emocional que podem representar os sintomas em humanos de ansiedade e
depressdo, e esta relacionado a disfungdo do eixo HHA (GOURLEY; TAYLOR 2009).

Os glicocorticoides tém forte impacto na regulagdo do eixo HHA, do tamanho
hipocampal, na neurogénese, na resposta emocional ao estresse e controle da memoria.
Entretanto, seu excesso causa prejuizos ao cérebro, seja aumentando danos existentes, seja
potencializando o mau funcionamento do cérebro. Ademais, a hipercortisolemia causada pelo
excesso de glicocorticoides estd relacionada com a redugdo do volume hipocampal e

comprometimentos cognitivos associados a depressdo (ZHAO et al., 2008).

A administracdo cronica de glicocorticoide pode mimetizar a sintomatologia da
depressdo por desregulacdo de receptores de glicocorticoides no hipocampo, alteracdo do
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controle do feedback negativo e alteracdo da neurotransmissdo glutamatérgica. Desse modo,
foi proposto o modelo animal de depressao-simile por corticosterona para estudar a
manifestacdo da sintomatologia depressiva influenciada por glicocorticoides (SOUSA, 2015;
WROBEL et al., 2015). Este modelo é considerado um modelo validado, pois atende aos
quesitos de validade de face (fenétipo semelhante a doenca no humano), validade de
constructo (processos fisiologicos que ocasionam a patologia humana sdo revisados) e

validade preditiva (sensibilidade as intervengdes farmacologicas) (WANG et al., 2017).
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2 RELEVANCIAE JUSTIFICATIVA

A depressdo e ansiedade sdo transtornos mentais comuns recorrentes, de alta
prevaléncia na atualidade e constitui-se como as principais causas de incapacidade no mundo,
repercutindo assim em um problema de satde publica mundial. Estdo associadas a um grande
risco de mortalidade por elevadas taxas de suicidio, maior prevaléncia em adultos jovens e
mulheres, além de causar prejuizos econdmicos globais segundo a OMS. Além disso, a
depressdo esta correlacionada com a ansiedade. E, embora os tratamentos com antidepressivos
existentes sejam eficazes, esses possuem inicio de acdo longo (cerca de 3 a 4 semanas) para
surgirem os primeiros efeitos e estando associados a uma incidéncia de efeitos colaterais e
ndo remissdo dos sintomas (SINGH et al., 2017). Assim, é muito importante a continua
investigacdo de substancias novas ou ja existentes que possam melhorar a terapia
medicamentosa (RUSH et al., 2006; SOUSA et al., 2015).

A pesquisa e 0 estudo de novas moléculas, sejam elas naturais ou sintéticas, por meio
de estudos pré-clinicos e clinicos sdo de suma importancia para elucidacéo e tratamentos para
as diversas enfermidades existentes (GUIDO; ANDRICOPULO; OILVA, 2010).

Nessa perspectiva, este trabalho visou estudar a catequina, um polifenol/flavonoide,
compostos que sdo conhecidos por acgdes antioxidantes e neuroprotetoras, presente em
alimentos como morango, cereja, amora e framboesa; e bebidas como vinho tinto e o cha
verde proveniente da folha de Camellia sinensis (MANDEL; MAOR; YOUDIM, 2004;
BRAICU et al., 2013) em um modelo de depressdo animal induzida por corticosterona em
fémeas para avaliar possiveis a¢Oes antidepressivas, ansioliticas e antioxidantes configurando-

se entdo como uma possivel terapia adjuvante no tratamento da depressao e ansiedade.
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3 OBJETIVOS:
3.1 GERAL.: Avaliar o efeito ansiolitico, antidepressivo e neuroprotetor da catequina sintética

em modelo de depressdo induzido por corticosterona

3.2 ESPECIFICOS:

° Avaliar o efeito modelo de depressdo simile e da catequina sobre o peso e estrado de
salde dos animais.

° Avaliar o efeito ansiolitico e antidepressivo da administracdo da catequina sintética em
modelo de depressao induzido por corticosterona.

° Avaliar o efeito antioxidante da administracdo da catequina sintética sobre parametros
de estresse oxidativo nas areas cerebrais de camundongos submetidos ao modelo de depressao
induzido por corticosterona.

) Avaliar o efeito da catequina na inflamagdo no modelo de depressdo induzida por
corticosterona.
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4 METODOLOGIA
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas (n: 80), linhagem SPF (Specific
Pathogen Free), adultas jovens e em média 18-28g de peso, provenientes do Biotério do
Ndcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade Federal do Ceara
(UFC), mantidos em ambiente com temperatura controlada (22+1°C), ciclo claro/escuro de
doze horas e recebendo dgua e comida a vontade. Este estudo foi desenvolvido de acordo com
0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de
2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), sob aprovacdo de nimero 23251021-0 da Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA — NPDM).

4.2 Drogas

- A Corticosterona (Sigma-Aldrich): a dose utilizada de CORT (20 mg/kg, via
subcutanea) foi escolhida com base em estudos prévios (ZHAO et al., 2008; SILVA, 2013). A
corticosterona foi suspensa em solugéo de tween 80 a 0,3% + solucdo salina e 0,1% de dimetil
sulféxido (DMSO).

- A (+)-Catequina hidratada (Sigma-Aldrich): A dose da catequina (10 mg/kg,
administracdo por via intraperitoneal) foi determinada com base em estudos prévios
(TEIXEIRA et al., 2013). A catequina foi reconstituida em solu¢do de DMSO a 3% e &gua
destilada. Ambas as drogas foram administradas em volume de 0,1ml/10g de peso de animal.

4.3 Desenho experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente, sendo excluidos animas que apresentavam
movimento estereotipado ou algum sinal indicativo de problema de salde, como auséncia de
vibrissas. Os animais foram organizados em quatro grupos de dez animais nomeados como:
Grupo SAL + SAL; SAL + CAT 10; CORT + SAL; CORT + CAT 10.

- Grupo SAL + SAL: os animais receberam uma injecdo diaria de tween 0,3% (via
subcutdnea) durante 21 dias consecutivos, do 15° ao 21° dia receberam uma injecdo de
solucéo salina 0,9% por via intraperitoneal.

- Grupo SAL + CAT 10: os animais receberam uma injecdo diaria de tween 0,3% (via
subcutaneas) durante 21 dias consecutivos, do 15° ao 21° dia receberam uma injecdo de

catequina (10mg/kg) por via intraperitoneal.



33

- Grupo CORT + SAL: os animais receberam uma injecdo diéria de CORT (20mg/kg,
via subcutanea.) durante 21 dias, do 15° ao 21° dia receberam uma injecdo de solugéo salina
0,9% por via intraperitoneal.

- Grupo CORT + CAT 10: os animais receberam uma injecéao diaria de CORT (20mg/kg,
via subcuténea) durante 21 dias, do 15° ao 21° dia receberam uma injecdo de catequina
(10mg/kg) por via intraperitoneal.

Os animais foram pesados uma vez por semana durante o protocolo. Por questdo de
exaustdo e estresse dos animais, os testes comportamentais foram divididos em dois dias. No
20° dia de protocolo todos os animais foram submetidos aos testes comportamentais de placa
perfurada e labirinto em cruz elevada e, no 21° dia ap6s a administracdo das drogas, todos 0s
animais foram submetidos a testes comportamentais de campo aberto, suspensdo de cauda e
nado forcado, uma parte foi eutanasiada por decapitacdo e outra parte foi anestesiada e
submetida a perfuséo transcadiaca. Imediatamente apds foi realizada coleta e dissecacdo de
areas cerebrais (cortex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo) e as amostras armazenadas em
freezer -80°C. O desenho experimental esta ilustrado pela figura 6 a seguir.

Figura 6 — Desenho experimental

DESENHO EXPERIMENTAL

CORTICOESTERONA (20mg/kg, sc)

COLETA DE AMOSTRAS DE CEREBRO
Camundongos T. de Few« t
3 . de comportamento
fémeas Q KA SCane)
Eutandsia
14" dia Catequina 10mg/kg, ip Sl
es0. 1 ?

1°dia 7°dia 15° dia 20° dia
T. de comportamento
PRELCE

ESTRESSE OXIDATIVO

Dosagem dos niveis f e |
L de TBARS, NO; e GSH l o o)
Campo Aberto (CA) (CPF, HC, CE) /

PESAGEM DOS ANIMAIS ‘

.
[ e | IMUNOHISTOQUIMICO

Suspensao de Cauda (SC) = 1.
¢ B == Perfusao cardiaca

(4% PFA e 0,1M PBS)

v N Microscoy pia optica
°l{ ){ (CPF)

GFAP iNOS

birinto em Cruz Elevado
(Plus Maze) (LCE)

Nado Forgado (NF)

Fonte: Elaborado por Sofia Amorim Martins, 2023.

Desenho experimental do protocolo realizado e drogas administradas por 21 dias consecutivos e 0s
procedimentos ao final do protocolo, mostrando 4 grupos de animais. Legenda: Tween + Sal: solugéo de tween
80 e salina; CORT: Corticosterona; CAT: catequina.
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4.4 Avaliagao dos pesos

Os animais foram pesados a cada 7 dias, sendo dias 1, 7, 14 e 21 de cada protocolo,
em horério fixo para acompanhar o estado de saiude dos animais. Ao final, foi calculada a
diferenga entre o peso final e inicial (21° dia — 1° dia) e o resultado exposto em média
(OLIVEIRA et al., 2022).

4.5 Testes comportamentais
4.5.1 Placa Perfurada

O teste de placa perfurada (TPP) foi conduzido com a finalidade de avaliar o
comportamento ansioso-simile de camundongos. O aparato utilizado ilustrado pela figura 7
consiste em uma superficie de acrilico de 20 x 20 cm com 16 orificios equidistantes. Para
cada animal, o numero de mergulhos em cada orificio e o tempo de permanéncia foi
registrado durante 5 minutos (CLARK et al., 1971).

Figura 7 — Teste da placa perfurada

Fonte: Elaborado pelo autor

4.5.2 Labirinto em Cruz Elevada

Teste de labirinto em cruz elevada (LCE) é um modelo muito utilizado para
avaliacdo da atividade ansiolitica de uma substancia. LCE, descrito por LISTER, 1987,
consiste de dois bragos abertos opostos (30 x 5 x 25 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm),
também opostos, em forma de cruz. Os bragos abertos e fechados estdo conectados por uma
plataforma central (5 x 5 cm). A plataforma, as paredes laterais dos bracos fechados sé&o
confeccionadas em acrilico transparente e o chdo em acrilico preto. O aparelho esta elevado a
uma altura de 45 cm do nivel do chdo como ilustrado na figura 8. Camundongos foram

colocados um por vez, no centro do aparelho com a cabega voltada para um dos bracos
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abertos e 0 seu comportamento observado por 5 minutos, apdés um minuto de habituacdo. As
medidas comportamentais registradas no LCE foram: nimero de entradas nos bracos abertos
(NEBA), nimero de entradas nos bracos fechados (NEBF), tempo de permanéncia nos bragcos
abertos (TPBA) e tempo de permanéncia nos bracos fechados (TPBF). Compostos ansioliticos

reduzem a aversdo do animal para os bragos abertos e promovem sua exploragéo.

Figura 8 - Teste do labirinto em cruz elevada

Fonte: Elaborado pelo autor

4.5.3 Campo Aberto

O teste de campo aberto avalia a atividade locomotora e exploratoria do animal.
Consiste em uma caixa de acrilico (paredes transparentes, 60 x 60 x 45 cm) dividido em nove
quadrantes iguais ilustrado na figura 9. Foram contabilizados o nimero de cruzamentos com
as quatros patas (crossing), o numero de levantamentos (rearing) e numero de
comportamentos de autolimpeza (grooming) executados durante 5 minutos com 1 minuto
inicial de adaptacdo (ARCHER, 1973).
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Figura 9 - Teste do campo aberto

Fonte: Elaborado pelo autor

4.5.4 Teste de suspensédo de cauda

Os animais foram suspensos a 50 cm do chdo por meio de uma fita fixada a 1 cm da
ponta da cauda durante 5 minutos como ilustrado na figura 10. O tempo de imobilidade foi
contabilizado durante os 5 minutos e depois analisado. Esse teste é utilizado para screening de

farmacos antidepressivos (STERU, 1985).

Figura 10 - Teste de suspenséo de cauda

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.5.5 Teste de nado forgado

O teste de nado forcado avalia o tempo de imobilidade do animal em um nado forcado,
consistindo em um cilindro aberto (22 cm de didametro; 50 cm de altura) com 30 cm de agua a
25 + 1°C. O animal foi colocado dentro do cilindro e foram analisados o tempo total de
imobilidade (interpretada como o animal repousando na 4gua com velocidade de minima de
movimentacdo, sem lutar, apenas movimentos necessarios para manter a cabeca acima do
nivel da agua), como ilustrado na figura 11, durante o periodo de cinco minutos (PORSOLT;
BERTIN; JALFRE, 1977).

Figura 11 - Teste do nado forgcado (tempo de imobilidade)

A

(A) Animal imével.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 Analise de parametros de estresse oxidativo
4.6.1 Avaliacdo do grau de lipoperoxidagao

O grau de lipoperoxidacdo nas areas cerebrais foi medido por meio da determinacdo
dos niveis de &cido tiobarbitdrico (TBARS) seguindo o seguinte protocolo: foram preparados
0s homogenatos das areas cerebrais a 10% em tampdo fosfato de potassio monobaésico, 50
mM, pH 7,4 e 63uL destes, foram adicionados a 100 pL de acido perclorico 35% em tubos
eppendorf, que serdo centrifugados a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C. Em seguida 150 pL do
sobrenadante foram adicionados a 50 pL de acido tiobarbittrico 1,2%, em seguida ficaram em

banho-maria a 95°C por 30 minutos. Posteriormente, 150 pL. da mistura foram adicionados



38

aos pocos da placa e, posteriormente, foi realizada a leitura a 535nm por ELISA. Os
resultados foram expressos em pg de TBARS/g de tecido (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).

4.6.2 Determinacao das concentragdes de Nitrito

Para a dosagem dos niveis de nitrito, 100 pL do Reagente de Griess (acido fosférico
5%, sulfonilamida 1% em &cido fosférico 5%, NEED 0,1% e &gua destilada) foram
adicionados a 100 uL do sobrenadante do homogenato e incubados a temperatura ambiente
por 10 min (GREEN et al., 1982) A curva padrao foi elaborada com vérias concentracGes de
NaNO: (variando de 0,75 a 100 mM) sob as mesmas condig¢des. Os brancos foram preparados
pela adicdo de 100 uL do Reagente de Griess a 100 uL do tampéo usado para 0 homogenato
(fosfato de potassio monobasico 50 mM, pH 7,4). A absorbancia foi medida em leitor de

microplacas (ELISA) em 540 nm, e o resultado expresso em umol de nitrito/g de tecido.
4.6.3 Determinacéo das concentragdes de Glutationa Reduzida (GSH)

Os niveis de GSH foram avaliados para estimar defesas endégenas contra 0 estresse
oxidativo. O método é baseado na reacdo de reagente de Ellman (DTNB), com grupos tiol
livres. As areas do cérebro foram diluidas em tampdo de 0,02 M de EDTA (10% p/v) e
adicionadas a uma solucéo de acido tricloroacético a 50%. Apos centrifugacdo (3000 rpm/15
min), o sobrenadante foi recolhido. As amostras foram misturadas com 0,4 M de tamp&o tris-
HCI, pH 8,9 € 0,01 M de DTNB. Niveis de GSH foram determinados por espectrofotometria a
412 nm, calculada com base numa curva padrao de glutationa e expressos como pg de GSH/g

de tecido imido (SEDLAK; LINDSAY, 1968).

4.7 Andlise de imuno-histoquimica
4.7.1 Coleta de tecido

Para andlise histolégica os camundongos foram eutanasiados com cetamina (90 mg/kg)
e xilazina (15 mg/kg) via intraperitonial. A caixa toracica foi cortada longitudinalmente
expondo o mediastino. Um scalp n © 21 foi inseridao no ventriculo esquerdo do coragdo. Em
seguida, os animais foram transcardialmente perfundidos com 0,9% de soro fisiolégico (cerca
de 60 mL) para lavagem vascular, e posteriormente, com 60 mL de uma solugdo de 4% de
paraformaldeido (PFA) em soro fisioldgico. Os cérebros foram cuidadosamente coletados,
pos-fixados por 24h na mesma solucdo PFA 4% a 4 °C, e depois crioprotegidos em 30% de
sacarose diluida em PBS (pH 7.4) por 72 h. Os cérebros foram cortados em um criostat (Leica,
Wetzlar, Alemanha) em se¢des coronais de 10 um, que foram armazenadas em crioprotetores

a —20 °C para uso posterior.
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4.7.2 Imunohistoquimica para expresséo de proteina glial fibrilar &cida (GFAP) e 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS).

Ensaios imunohistoquimicos para expressdo de proteina glial fibrilar acida (GFAP) e
oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS) no cortex pré-frontal de camundongos submetidos ao
modelo de depressdo induzida por corticosterona. Para isso, utilizou-se o método
estreptavidina-biotina-peroxidase. As se¢des de 10um do cortex pré-frontal foram imersas em
tampdo citrato de 0,1 M (pH = 6) sob aquecimento de micro-ondas de 18 min, para
recuperacdo de antigeno. Apos o resfriamento a temperatura ambiente por 20 minutos, as
secdes foram lavadas com uma solucdo tamponada com fosfato, seguida por um bloqueio de
15 min com uma solugéo H-0: a 3%. As se¢Oes foram incubadas durante a noite (4°C) com 0s
anticorpos primarios (anti-GFAP e anti-INOS)(Sigma-Aldrich, MO, EUA) e diluidas na PBS,
de acordo com as instrucGes do fabricante. No dia seguinte, as se¢bes foram lavadas em PBS
e incubadas por 30 minutos com o anticorpo de coelho biotinilado secundario (antilgG),
também diluido em PBS (diluicdo de 1:200). Apds a lavagem na PBS, as secBes foram
incubadas por 30 min com o complexo conjugado streptoavidin-peroxidase (ABC
Vectastain® complex, VectorLaboratories, Burlingame, CA, USA). Apos outra lavagem com
PBS, as se¢des foram coradas com 3,3 do cromdgeno diaminobenzidina-perdxido (DAB). As
fotomicrografias foram feitas pelo microscopio (Nikon, Japdo) em ampliacdo de 4x para
analises, e os dados foram semi-quantificados (como densidades dpticas relativas) com o
software Image J, NIH, USA (HSU; RAINE; FANGER, 1981).

4.8. Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism 8.1
San Diego California, EUA. Os resultados foram comparados por analise de variancia de duas
vias seguido pelo teste de Tukey (post hoc test) para comparagGes multiplas. Os fatores
utilizados na analise foram “modelo de corticosterona” e “tratamento”. Para todas as analises,

o nivel de significancia estabelecido foi p<0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Peso dos animais

Na medida de peso ponderal e analise estatistica, foi possivel observar efeito no fator
“modelo de corticosterona” [F (1, 36) = 5,743; P = 0,0219], mas ndo houve efeito no fator
“tratamento” [F (1, 36) = 0,9309; P = 0,3411] bem como na interacdo entre eles [F (1, 36) =
2,930; P = 0,0955]. No teste de post hoc, houve diminuicdo do peso do grupo CORT + CAT
10 em comparagao com o grupo SAL + CAT 10 (P = 0,0304) representado pela figura 12.

Figura 12 — Meédia ponderal do peso dos animais submetidos ao modelo de depresséo

induzido por administracdo crénica de corticosterona e tratados com catequina
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Os animais receberam CORT (20 mg/kg, sc) durante 21 dias. Do 15° ao 21° dia de tratamento, recebem também
SAL 0,9% ou CAT (10mg/kg via IP). Os camundongos foram pesados no primeiro e Ultimo dia e feito a
diferenca como média ponderal. Cada barra representa a média £+ EPM (n=7-10) A andlise dos resultados foi
feita através da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey para maltiplas comparagdes. Na figura, *
P<0,05. Abreviagdes: SAL — solucdo salina; CAT 10 — catequina; CORT — corticosterona.

5.2 Teste da placa perfurada

Na analise da anova para o numero de insercdes da cabeca nos orificios, foi observado
significante efeito do fator “modelo de corticosterona” [F (1, 32) = 15,19; P = 0,0005] e do
“tratamento” [F (1, 32) = 8,962; P = 0,0053], com interagéo entre os fatores [F (1, 32) = 5,463;
P = 0,0258]. No teste post hoc, foi observado aumento do nimero de inser¢fes da cabeca no
grupo SAL + CAT 10 quando comparado ao grupo SAL + SAL (P =0,0024), CORT + SAL (P
< 0,0001) e CORT + CAT 10 (P = 0,0009).
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Em relacéo ao tempo de insercéo nos orificios, foi observado significancia somente no
fator “tratamento” [F (1, 32) = 11,12; P = 0,0022], sem nenhum efeito no fator interacdo [F (1,
32) = 2,622; P =0,1152] e no “modelo de corticosterona” [F (1, 32) = 3,635; P = 0,0656]. No
teste post hoc, o grupo SAL + CAT 10 aumentou o tempo quando comparado ao grupo SAL +
SAL (P = 0,0051) e CORT + SAL (P = 0,0022). Os dados mencionados estdo representados
pela figura 13.

Figura 13 — NUumero de insercGes da cabeca e tempo de permanéncia nos orificios
circulares no Teste de Placa Perfurada dos animais submetidos ao modelo de depressao

induzido por administragdo crénica de corticosterona e tratados com catequina
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Os animais receberam CORT (20 mg/kg, sc) durante 21 dias. Do 15° ao 21° dia de tratamento, receberam
também SAL 0,9% ou CAT (10mg/kg via IP). No 20° dia os camundongos foram submetidos ao teste de placa
perfurada ap6s a administracdo. No teste de placa perfurada foram avaliados o nimero de inser¢des da cabeca
nos orificios (A) e tempo de permanéncia nos orificios (B). Cada barra representa a média + EPM (n=7-10). A
analise dos resultados foi feita através da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey para multiplas
comparacdes. Na figura, ** P<0,01; *** P<0,001; **** p<0,0001. Abreviac¢bes: SAL — solucéo salina; CAT 10 —
catequina; CORT - corticosterona.

5.3 Teste do labirinto em cruz elevada

Nesse teste, a analise da porcentagem de entradas nos bragos abertos mostrou efeito
significativo do fator “modelo de corticosterona” [F (1, 32) = 7,403; P = 0,0104] e
“tratamento” [F (1, 32) = 8,932; P = 0,0053], bem como da interacdo entre eles [F (1, 32) =
4,695; P = 0,0378]. No teste de post hoc, foi observada uma redugéo da porcentagem de
entradas nos bracos abertos do grupo CORT + SAL quando comprado aos grupos SAL + SAL
(P =0,0058) e SAL + CAT 10 (P = 0,0008). Contudo, esse efeito foi revertido no grupo CORT
+ CAT 10 (P = 0,0068) em relagdo ao grupo CORT + SAL.
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Em relagdo a porcentagem de tempo de permanéncia nos bracos abertos, foi observado
efeito significativo no fator “modelo de corticosterona” [F (1, 32) = 4,715; P = 0,0374], sem
nenhum efeito no fator interacdo [F (1, 32) = 2,128; P = 0,1543] e “tratamento” [F (1, 32) =
1,027; P = 0,3185]. Pelo teste de post hoc, ndo houve nenhuma diferenca entre 0s grupos

estudados. Os dados mencionados estdo representados na figura 14.

Figura 14 — Porcentagem de entradas e tempo de permanéncia nos bracos abertos no
Teste de Labirinto em Cruz Elevada dos animais submetidos ao modelo de depressao

induzido por administracdo crénica de corticosterona e tratados com catequina
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Os animais receberam CORT (20 mg/kg, sc) durante 21 dias. Do 15° ao 21° dia de tratamento, receberam
também SAL 0,9% ou CAT (10mg/kg via IP). No 20° dia os camundongos foram submetidos ao teste de
labirinto em cruz elevada. Foram avaliados a porcentagem do nimero de entradas (A) e tempo de permanéncia
(B) nos bracos abertos. Cada barra representa a média + EPM (n=7-10). A analise dos resultados foi feita através
da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey para maltiplas comparagfes. Na figura, ** P<0,01; ***
P<0,001. Abreviag¢Ges: SAL — solugdo salina; CAT 10 — catequina; CORT — corticosterona.

5.4 Campo aberto

Na analise da anova para 0 numero de travessias, foi observado significante efeito do
“modelo de corticosterona” [F (1,32) = 4,611; P = 0,0394] e do “tratamento” [F (1, 32) =
6,611; P=0,0150], mas ndo houve interacdo entre eles [F (1, 32) = 0,8705; P = 0,3578]. No
teste post hoc, foi observada redugdo no numero de travessias (crossing) do grupo CORT +
CAT 10 em relacdo ao grupo SAL + SAL (P = 0,0174).

No que diz respeito ao numero de levantamentos (rearing), houve efeito do “modelo
de corticosterona” [F (1, 32) = 5,061; P=0,0315] e “tratamento” [F (1, 32) = 4,286; P =
0,0466], mas ndo houve interacdes entre eles [F (1, 32) = 1,671; P = 0,2054]. Pelo teste de
post hoc, somente foi observado uma reducdo do numero de levantamentos do CORT + CAT
10 em relacéo ao grupo SAL+ SAL (P =0,0332).
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Em relacdo ao nimero de movimentos de autolimpeza (grooming), foi observado
efeito na interagcdo entre os fatores “modelo de corticosterona” e “tratamento” [F (1, 32) =
5,957; P = 0,0204], com significante efeito no grupo "tratamento” [F (1, 32) = 6,342; P =
0,0170]. No teste de post hoc, houve reducdo no numero de grooming dos grupos SAL + CAT
10 (P =0,0051), CORT + SAL (P = 0,0142), CORT+ CAT 10 (0,0252) quando comparados ao
grupo SAL + SAL (P < 0,001). Todos os dados mencionados estdo representados na figura 15.

Figura 15 — NUmero de travessias, levantamentos e movimentos de autolimpeza no Teste
de Campo Aberto dos animais submetidos ao modelo de depressdo induzido por

administragao cronica de corticosterona e tratados com catequina
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Os animais receberam CORT (20 mg/kg, sc) durante 21 dias. Do 15° ao 21° dia de tratamento, receberam
também SAL 0,9% ou CAT (10mg/kg via IP). No 21° dia os animais foram submetidos ao teste de campo aberto.
Foram avaliados 0 nimero de travessias (A), nimero de levantamentos (B) e o nimero de movimentos de
autolimpeza (C). Cada barra representa a média £ EPM (n=7-10). A andlise dos resultados foi feita através da
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey para multiplas comparag@es. Na figura, * P<0,05; ** P<0,01.
Abreviacbes: SAL — solugdo salina; CAT 10 — catequina; CORT — corticosterona.
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5.5 Teste de suspenséo de cauda

No teste de suspensdo de cauda, somente o “modelo de corticosterona” foi
significativo [F (1, 31) = 12,10; P = 0,0015], sem nenhum efeito no fator interacéo [F (1, 31)
= 0,2589; P = 0,6145] e no “tratamento” [F (1, 31) = 0,004027; P = 0,9498]. No teste de post
hoc, houve aumento do tempo de imobilidade do grupo CORT + CAT 10 em relagdo ao grupo
SAL + CAT 10 (P = 0,0443) representado na figura 16.

Figura 16 — Avaliacdo do tempo de imobilidade no Teste de Suspensdo de Cauda dos
animais submetidos ao modelo de depressdo induzido por administracdo cronica de

corticosterona e tratados com catequina
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Os animais receberam CORT (20 mg/kg, sc) durante 21 dias. Do 15° ao 21° dia de tratamento, receberam
também SAL 0,9% ou CAT (10mg/kg via IP). No 21° dia os animais foram submetidos ao teste de suspensédo de
cauda, em que foi avaliado o tempo de imobilidade. Cada barra representa a média £ EPM (n=7-10). A andlise
dos resultados foi feita através da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey para multiplas comparagoes.
Na figura, * P<0,05. Abreviac@es: SAL — solucéo salina; CAT 10 — catequina; CORT — corticosterona.

5.6 Teste de nado forcado

No tempo de imobilidade, houve efeito na interagdo entre os fatores “modelo de
corticosterona” e “tratamento” [F (1, 32) = 4,636; P = 0,0390], com significante efeito no
grupo "tratamento” [F (1, 32) = 36,86; P < 0,0001]. Pelo teste post hoc, foi observado
aumento do tempo de imobilidade no grupo CORT + SAL em relacgéo ao grupo SAL + SAL (p
=0,0359) e SAL + CAT 10 (P < 0,0001). Alem disso, foi observado uma reversao deste efeito
no tempo de imobilidade do grupo e CORT + CAT 10 (P < 0,0001) quando comparados ao
grupo CORT + SAL. Esse resultado esta representado na figura 17.
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Figura 17 - Avaliacido do tempo de imobilidade no Teste de Nado Forcado dos animais
submetidos ao modelo de depressdo induzido por administragdo cronica de

corticosterona e tratados com catequina
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Os animais receberam CORT (20 mg/kg, sc) durante 21 dias. Do 15° ao 21° dia de tratamento, receberam
também SAL 0,9% ou CAT (10mg/kg via IP). No 21° dia os animais foram submetidos ao teste de nado for¢ado,
em foi avaliado o tempo de imobilidade. Cada barra representa a média £+ EPM (n=7-10). A anélise dos
resultados foi feita através da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey para multiplas comparagdes. Na
figura, * P<0,05; **** p<0,0001. Abreviacfes: SAL — solucdo salina; CAT 10 — catequina; CORT -
corticosterona.

5.7 Determinacédo do grau de peroxidacéo lipidica

Pela analise desse teste nas areas cerebrais de cértex pré-frontal, corpo estriado e
hipocampo, foi possivel observar que na &rea do cortex pre-frontal houve efeito na interacéo
entre os fatores “modelo de corticosterona” e “tratamento” [F (1, 31) = 4,437; P = 0,0434],
com significante efeito no grupo "tratamento” [F (1, 31) = 18,49; P = 0,0002]. No teste de
post hoc, foi observado aumento dos niveis de TBARS no grupo CORT + SAL, sendo esse
efeito revertido pela catequina (CORT + CAT 10) (P = 0,0008). Também foi observado uma
diferenca entre o grupo SAL + CAT 10 (P = 0,0072) quando comparado ao grupo CORT +
SAL.

No corpo estriado, houve um efeito no fator “modelo de corticosterona” [F (1, 32) =
6,375/ P =0,0167] e “tratamento” [F (1, 32) = 26,46; P < 0,0001], sem interacao entre eles [F
(1, 32) = 2,765; P=0,1061]. Pelo teste de post hoc, o grupo CORT + SAL aumentou 0s niveis
de TBARS quando comparado com o grupo SAL + SAL (P = 0,0214), bem como com o
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grupo SAL + CAT 10 (P < 0,0001), sendo esse efeito revertido pela catequina (CORT + CAT
10) (P = 0,0003).

Em relacdo ao hipocampo, ndo houve nenhum efeito nos fatores interagédo [F (1, 31) =
0,01183 / P = 0,9141], “modelo de corticosterona” [F (1, 31) = 0,003772; P = 0,9514] e

“tratamento” [F (1, 31) = 2,573; P =0,1189], bem como pelo teste de post hoc. Os dados estdo
representados na figura 18.

Figura 18 — Avaliacéo dos niveis de reacdo ao acido tiobarbiturico (TBARS) dos animais
submetidos ao modelo de depressdo induzido por administracdo crbnica de
corticosterona e tratados com catequina
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Os animais receberam CORT (20 mg/kg, sc) durante 21 dias. Do 15° ao 21° dia de tratamento, receberam
também SAL 0,9% ou CAT (10mg/kg via IP). Imediatamente apds a UGltima administragdo, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais e, em seguida, eutanasiados para dissecacdo do cortex pré-frontal, corpo
estriado e hipocampo, o qual foi utilizado para determinacao dos niveis de cido tiobarbitdrico no teste TBARS
nas trés areas cerebrais (CPF, CE, HC representado por A, B e C, respectivamente). Cada barra representa a
média + EPM (n=7-10). A anélise dos resultados foi feita através da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Tukey para multiplas comparag@es. Na figura, * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; **** p<0,0001. Abreviacdes:
SAL - solugdo salina; CAT 10 — catequina; CORT — corticosterona.
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5.8 Determinacéo dos niveis de Nitrito

Na area de cortex pré-frontal, houve um efeito somente fator “tratamento” [F (1, 31) =
7,073; P =0,0123], sem nenhuma interacdo entre os fatores [F (1, 31) = 0,7447; P =0,3948], e
no “modelo de corticosterona” [F (1, 31) = 2,730; P = 0,1086]. Pelo teste de post hoc, foi
observado aumento dos niveis de nitrito do grupo CORT + CAT 10 em comparagdo com 0
grupo catequina sozinho (SAL + CAT 10) (P =0,0387).

Na area de corpo estriado, houve efeito no fator “modelo de corticosterona” [F (1, 32)
=24,74; P <0,0001] e “tratamento” [F (1, 32) = 29,05; P < 0,0001], bem como interacdo entre
eles [F (1, 32) = 22,42; P < 0,0001]. Pelo teste de post hoc, o grupo CORT + CAT 10
aumentou os niveis de nitrito em comparag¢do com todos os outros grupos [SAL + SAL (P <
0,0001), SAL + CAT 10 (P < 0,0001), CORT + SAL (P < 0,0001)].

Na area do hipocampo, ndo houve nenhum efeito nos fatores interagéo [F (1, 32) =
0,6411; P = 0,4292], “modelo de corticosterona” [F (1, 32) = 0,2012; P = 0,6567] e
“tratamento” [F (1, 32) = 0,1786; P = 0,6754], bem como pelo teste de post hoc. Os dados
estdo representados na figura 19.
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Figura 19- Avaliacdo dos niveis de nitrito dos animais submetidos ao modelo de

depresséo induzido por administracdo cronica de corticosterona e tratados com

catequina
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Os animais receberam CORT (20 mg/kg, sc) durante 21 dias. Do 15° ao 21° dia de tratamento, receberam
também SAL 0,9% ou CAT (10mg/kg via IP). Imediatamente apds a Gltima administragdo, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais e, em seguida, eutanasiados para dissecacao do cortex pré-frontal, corpo
estriado e hipocampo, o qual foi utilizado para determinacéo dos niveis de nitrito nas trés areas cerebrais (CPF,
CE, HC representado por A, B e C, respectivamente). Cada barra representa a média £ EPM (n=7-10). A anélise
dos resultados foi feita através da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey para multiplas comparag6es.
Na figura, * P<0,05; **** p<0,0001. Abreviacdes: SAL — solugdo salina; CAT 10 — catequina; CORT —
corticosterona.
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5.9 Determinacao dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

Pela analise desse teste, no cortex pré-frontal foi possivel observar efeito no fator
“modelo de corticosterona” [F (1, 31) = 78,93; P < 0,0001], mas sem efeito no “tratamento”
[F (1, 31) = 0,03006; P = 0,8635] e interacédo [F (1, 31) = 1,939; P = 0,1737]. Pelo post hoc,
foi possivel observar que os grupos tratados com CORT (CORT + SAL ou CORT + CAT 10)
reduziram os niveis de GSH em relagdo aos grupos SAL + SAL (P < 0,0001, P < 0,0001) e
SAL + CAT 10 (P < 0,0001, P =0,0001), respectivamente.

Na area de corpo estriado, foi possivel observar efeito no fator “modelo de
corticosterona” [F (1, 31) = 11,44; P = 0,0020] e “tratamento” [F (1, 31) = 32,34; P < 0,0001],
bem como na interacdo entre eles [F (1, 31) = 9,707; P = 0,0039]. Pelo post hoc, foi observada
uma reducdo dos niveis de GSH nos grupos SAL + CAT 10 (P < 0,0001), CORT + SAL (P =
0,0002) e CORT + CAT 10 (P < 0,0001) comparados ao grupo SAL + SAL.

No hipocampo, foi possivel observar efeito na interacdo dos fatores [F (1, 31) = 10,10;
P = 0,0034] e no “modelo de corticosterona [F (1, 31) = 75,17; P < 0,0001], mas ndo no fator
“tratamento” [F (1, 31) = 0,8363; P = 0,3675]. Pelo post hoc, foi possivel observar que houve
reducdo nos niveis de GSH em todos os grupos SAL + CAT 10 (P = 0,0214), CORT + SAL (P
<0,0001) e CORT + CAT 10 (P < 0,0001) em relacéo ao grupo SAL + SAL. Efeito semelhante
foi observado no grupo SAL + CAT 10 em comparacédo ao grupo CORT + SAL (P <0,0001) e
CORT + CAT 10 (P =0,0047). Os dados estéao representados na figura 20.
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Figura 20 - Avaliacdo dos niveis de glutationa reduzida dos animais submetidos ao

modelo de depressdo induzido por administracdo cronica de corticosterona e tratados
com catequina
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Os animais receberam CORT (20 mg/kg, sc) durante 21 dias. Do 15° ao 21° dia de tratamento, receberam
também SAL 0,9% ou CAT (10mg/kg via IP). Imediatamente apés a Gltima administragdo, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais e, em seguida, eutanasiados para dissecacdo do cortex pré-frontal, corpo
estriado e hipocampo, o qual foi utilizado para determinacao dos niveis de GSH nas trés areas cerebrais (CPF,
CE, HC representado por A, B e C, respectivamente). Cada barra representa a média £ EPM (n=7-10). A anélise
dos resultados foi feita através da ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey para multiplas comparagGes.
Na figura, * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; **** p<0,0001. Abrevia¢des: SAL — solucdo salina; CAT 10 —
catequina; CORT - corticosterona.

5.10 Iminohistoquimica de GFAP e INOS

Pela andlise da GFAP, foi possivel observar efeito no fator “modelo de corticosterona”
[F (1, 18) = 5,009; P = 0,0381] e “tratamento” [F (1, 18) = 4,420; P = 0,0499], mas ndo houve
interacdo entre eles. Pelo teste de post hoc, houve aumento da marcacdo da densidade do
grupo CORT + SAL em comparagdo com o grupo SAL + SAL (P = 0,0405) e SAL + CAT 10

(P = 0,0236), sendo observado um efeito de reversdo da corticosterona na presenca da
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catequina (CORT + CAT 10) (P = 0,0488). As imagens e os dados estdo representados na
figura 21.

Com relacdo a marcacdo de inflamacdo por INOS, houve efeito no fator interacdo [F
(1, 29) = 21,25; P < 0,0001], mas sem efeito no fator “modelo de corticosterona” [F (1, 29) =
2,895; P = 0,0995] e “tratamento” [F (1, 29) = 0,8225; P = 0,3719]. Pelo teste de post hoc, 0
grupo CORT + SAL aumentou a marcacdo de densidade em comparacdo ao grupo SAL +
SAL (P = 0,0007), sendo esse efeito revertido pela catequina no grupo CORT + CAT 10 (P =

0,0024). As imagens e os dados estdo representados na figura 22.

Figura 21 - Fotomigrografias (4x) de imuno-histoquimica para GFAP no cértex pré-
frontal dos animais submetidos ao modelo de depressdo induzido por administracéo

crbnica de corticosterona e tratados com catequina
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Os animais receberam CORT (20 mg/kg, sc) durante 21 dias. Do 15° ao 21° dia de tratamento, receberam
também SAL 0,9% ou CAT (10mg/kg via IP). A &rea de cortex pré-frontal foi coletada ap6s perfusdo dos animais,
foram feitas imagens de microscopia Optica em ampliagcdo de 4x da marcagdo de densidade de proteina glial
fibrilar acida (GFAP) representado por (A) SAL + SAL, (B) SAL + CAT 10, (C) CORT + SAL e (D) CORT +
CAT 10. Cada barra do gréafico representa a média + EPM (n=7-10). A andlise dos resultados foi feita através da
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey para multiplas comparagdes. Na figura, * P<0,05. Abreviagoes:
SAL - solugdo salina; CAT 10 — catequina; CORT — corticosterona.
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Figura 22 — Fotomigrografias (4x) de imuno-histoquimica para INOS no cortex pré-

frontal dos animais submetidos ao modelo de depressdo induzido por administragéo

crbnica de corticosterona e tratados com catequina

©
o
1

. SAL
=3 CAT 10

Densidade dptica (iNOS)
N &
T 7

SAL CORT

Grupos

Os animais receberam CORT (20 mg/kg, sc) durante 21 dias. Do 15° ao 21° dia de tratamento, receberam
também SAL 0,9% ou CAT (10mg/kg via IP). A area de cortex pré-frontal foi coletada ap6s perfusdo dos animais,
foram feitas imagens de microscopia 6ptica em ampliacdo de 4x da marcacdo de densidade de 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS) representado por (A) SAL + SAL, (B) SAL + CAT 10, (C) CORT + SAL e (D) CORT +
CAT 10. Cada barra do gréfico representa a média + EPM (n=7-10). A andlise dos resultados foi feita através da
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey para multiplas comparagfes. Na figura, ** P<0,01; ***
P<0,001. Abreviagdes: SAL — solugdo salina; CAT 10 — catequina; CORT — corticosterona.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, foram investigados os efeitos da catequina, um polifenol de origem
vegetal, sobre alteracBes comportamentais e neuroquimicas no modelo de depresséo induzido
por corticosterona. Os resultados deste trabalho mostraram que 0 modelo de depressdo-simile
induzido por corticosterona foi eficaz apresentando reducdo da porcentagem de entradas nos
bragos abertos no teste de labirinto em cruz elevada, aumento no tempo de imobilidade no
teste de suspensé@o de cauda e nado forcado conforme estudo de Oliveira et al. (2017), bem
como com alteracBes no sistema oxidativo verificado pelo aumento nos niveis de TBARS,
nitrito e reducdo dos niveis da enzima glutationa reduzida. Além disso, foi possivel observar a
superexpressdo da proteina glial fibrilar &cida (GFAP) e o aumento da inflamac&o por éxido
nitrico sintase induzivel (iNOS) (CRYAN; HOLMES, 2005). A administracdo somente da
catequina melhorou a exploragdo dos animais nos testes de placa perfurada e labirinto em cruz
elevada. A catequina foi capaz de reverter o efeito da corticosterona no teste de nado forcado,
nos niveis de TBARS nas areas de cortex pré-frontal e corpo estriado, bem como reverteu a
superexpressdo de GFAP na area do cortex pré-frontal e inflamacéo por marcagéo de INOS.

Na avaliacdo do peso corporal nao foi verificado alteracdo de peso no grupo “modelo
de corticosterona”. Nosso resultado esta em desacordo com os achados de OLIVEIRA et al.,
(2022), que utilizaram camundongos sem condicionamento especifico, podendo isso ter
implicagdes sobre o peso dos animais. Vale salientar que em humanos com o quadro de
depressdo, a alteracdo do peso pode variar por ganho e/ou reducgdo, sendo esse achado
individualizado para cada paciente (WHO, 2023). Um resultado nédo esperado foi a reducéo do
peso no grupo CORT + CAT 10 quando comparado com 0 grupo somente com a catequina
(SAL + CAT 10), isso pode ter acontecido pelo metabolismo da catequina na presenca da
corticosterona ou por efeito irritante da catequina. Em um trabalho realizado por Lee e col.
(2013), a catequina reverteu a reducdo no ganho de peso, em que 0s ratos tratados com
catequina 20mg/kg e 40mg/kg aumentaram de peso no modelo de corticosterona. Um estudo
com formulagdo de catequinas do cha verde em altas doses por 28 dias provocou perda de
peso acentuada em ratos, este achado foi associado as propriedades termogénicas e/ou a
presenca de cafeina no extrato (CHENGELIS, 2008).

A perda de peso € um ponto a se considerar, pois foi feito um primeiro protocolo cujo
grupo tratamento ficou muito debilitado, ndo resultando no N amostral necessario. A
catequina na dose de 50mg/kg baseada no estudo de Reinheimer et al. (2020), cujo estudo

realizou administracdo de catequina via intraperitoneal em modelo de distdrbio de mastigacéo
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por reserpina, pareceu ser irritativa no esdfago dos animais SPF quando administrada por via

oral, provocando possivel pneumonia.

Nos testes de avaliacdo do comportamento de ansiedade, o primeiro teste realizado foi
o teste de placa perfurada, em que foi observado um efeito ansiolitico da catequina sozinha e
sendo este efeito perdido na associagdo com a corticosterona. Podemos sugerir que a perda do
efeito ansiolitico da catequina poderia estar relacionada com o seu metabolismo na presenca
da corticosterona. No segundo teste realizado (teste de labirinto em cruz elevada), a catequina
foi capaz de reverter o0 comportamento ansiogénico induzido pelo modelo de corticosterona,
mostrando assim o0 seu potencial efeito ansiolitico. Entretanto, vale salientar que a
corticosterona somente apresentou efeito ansiogénico no teste de labirinto em cruz elevada.

O modelo de depressdo ndo induziu alteragdes significativas no teste de campo aberto,
efeito semelhante foi encontrado no estudo de Silva et al. (2013), indicando que a
administracdo de corticosterona ndo interfere na atividade locomotora e exploratoria do
animal. A literatura é inconclusiva quanto ao significado dos pardmetros do numero de
travessias, levantamentos e movimentos de autolimpeza no teste de campo aberto
(STURMAN; GERMAIN; BOHACEK, 2018; ROSSO et al., 2022). Contudo, 0S Nnossos
resultados mostram que o modelo de depressdo por corticosterona reduziu 0 movimento de
autolimpeza e a catequina néo foi capaz de reverter esse achado.

Em relacdo ao teste de suspensdo de cauda, os resultados estatisticos mostraram que a
corticosterona ndo foi eficaz como modelo de depressdo. Contudo, a catequina quando
associada a corticosterona causou um efeito depressor comparado com a catequina sozinha,
mostrando assim que neste modelo a catequina ndo reverte o efeito da corticosterona. Por
outro lado, no teste de nado forgado considerado o “padrdo ouro” para o estudo de substancias
com ac¢do antidepressiva, 0 modelo de corticosterona foi eficaz para inducdo de depressao nos
camundongos, sendo esse efeito revertido pela associacdo com a catequina. Vale salientar que
a catequina sozinha também diminui o tempo de imobilidade mostrando assim um efeito
antidepressivo. Concordando com 0s nossos resultados, varias pesquisas na literatura
demonstram que a catequina sintética ou isolada de extratos é capaz de reverter o tempo de
imobilidade no teste em varias espécies de roedores (LEE et al., 2013; EL-AKHAL et al.,
2021; RAl et al., 2019).

Esses efeitos comportamentais da catequina no sistema nervoso central podem estar
embasados em uma modulacdo do hipotdlamo na liberagdo de hormoénio liberador de

corticotrofina e do sistema noradrenérgico com diminuicao dos niveis de corticosterona como
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mostrado por Lee et al. (2013), bem como podem estar relacionados com a agdo antioxidante
de enzimas, atenuando o estresse oxidativo (PARVEZ et al., 2006; LI et al., 2020; EL-
AKHAL et al., 2021). No entanto, a acdo da catequina também pode estar relacionada com
outras vias de modulacdo, como sistema de monoaminas; ou alteragdo de proteinas
neuroprotetoras no cerebro. Ainda ndo foi elucidado exatamente quais vias e a principal delas
que a catequina possa atuar (RAI et al., 2019).

Ha décadas vem se estudante uma forte correlacdo entre depressdo e estresse nitro-
oxidativo, assim nos resolvemos analisar o estresse nitro-oxidatvo através dos testes de
TBARS, nitrito e GSH nas areas cerebrais do cortex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo.

Varios estudos com modelo de depressao por corticosterona demonstram eu este induz
desequilibrio oxidativo caracterizado por aumento nos niveis da reacdo ao acido tiobarbitdrico
(TBARS), ao qual indica o nivel de peroxidacao lipidica que causa danos ao tecido biolégico;
reducdo nos niveis de glutationa peroxidase, enzima antioxidante, bem como aumento nos
niveis de nitrito (reacdo ao 6xido nitrico) (GUPTA; RADHAKRISHNAN; KURHE, 2015;
CAMARGO et al.,2018; KV et. al, 2018; DALMAGRO et al., 2020).

Shahid et al. (2016), verificaram a acdo antioxidante da catequina (20mg/kg) em pré-
tratamento por 7 dias contra toxicidade pulmonar, demonstrando reducdo dos niveis de thars,
bem como redugéo na expressdo de NF-kB, IL-6, TNF-a, COX-2 e Caspase-3.

O resultado do presente estudo mostrou que a catequina foi capaz de reverter o
aumento nos niveis de TBARS causado pelo modelo de depressdo induzido por corticosterona
no cortex pré-frontal e corpo estriado. Nossos resultados estdo de acordo com estudo anterior
Rai et al. (2019) que utilizou modelo de estresse cronico e dose de catequina de 50 mg/kg.
Segundo HOSNY; ROSAZZA, (2002), essa reducdo dos niveis de TBARS pela catequina
parece estar embasada na atividade quelante de ferro exercida pela catequina, em que ela
oferece eliminacdo de superdxido e propriedades de reducdo de peroxidacdo lipidica pelas
suas caracteristicas estruturais (grupo catecol no anel B e um grupo hidroxi na posi¢do C3 no
anel C).

Em relacdo aos niveis de GSH, o modelo de depressdo por corticosterona foi eficaz
nas trés areas estudadas, reduzindo os niveis de GSH. No entanto, a catequina néo reverteu
esse efeito, contrastando com os estudos citados no teste de TBARS. Esse resultado sugere
que a catequina atue via peroxidacao lipidica e ndo pela via da glutationa peroxidase no nosso
protocolo de estudo. Contudo, em outros estudos cujos protocolos foram diferentes do nosso,
a catequina teve efeito positivo no teste de GSH (SHAHID et al., 2016, JIANG et al., 2017).
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Quanto aos niveis de nitrito, a administracdo de corticosterona ndo alterou este
pardmetro. Contudo, a catequina se comportou de forma diferente dependendo da area
cerebral estudada, onde podemos observar um aumento nos niveis de nitrito quando a
catequina é associada a corticosterona no cortex pré-frontal e corpo estriado. Tendo em vista
que a via do 6xido nitrico € muito instavel, sugerimos que a catequina possa ter tido
interferéncia na sua via de metabolizagdo na presenca da corticosterona, o que explicaria 0s

diferentes efeitos nos niveis de nitrito.

Embora ndo exista nenhuma pesquisa na literatura nas mesmas condi¢des que Nnosso
protocolo avaliando niveis de nitrito, um estudo da acdo da catequina com aplicacdo de 16
dias em modelo animal de Parkinson observou-se que a dose de 10 mg/kg foi capaz de
reverter 0s niveis de nitrito enquanto que a dose de 30mg/kg aumentou, bem como esta Gltima
dose também diminuiu os niveis de dopamina (TEIXEIRA et al., 2013). Outro estudo mostrou
que ela é facilmente reativa ao 6xido nitrico produzindo metabdlitos nitrosativos toxicos em
condigdes quimicas que simulavam o estdbmago, sendo necessaria a administragdo
concomitante com outro composto que possa inibir a formacdo desses compostos
(VELJOVIC-JOVANOVIC et al., 2014). Esse indicio pode justificar os altos niveis de nitrito
achados neste estudo. Ademais, é relatado na literatura que o 6xido nitrico endogeno inativa a
enzima glutationa peroxidase (MIYAMOTO et al., 2003), o que pode ter repercutido na

diminuicdo no teste de GSH achado neste estudo.

Além disso, também foi visto que a catequina tem a capacidade de atravessar a
barreira hematoencefalica por meio de ligacdo a uma proteina transporte, o que pode explicar
tanto os efeitos neuroprotetores quanto neurotéxicos por metabolizacdo da molécula de
catequina (FARIA et al., 2014; JIANG et al., 2017).

Contudo, se presume que a catequina possa atuar mais como antioxidante por meio de
outras enzimas, como a superdxido dismutase e catalase do que pela glutationa reduzida de
acordo com outros estudos positivos para essas enzimas (SHAHID et al., 2016; RAI et al.,
2019).

Ademais, animais com condicionamento SPF podem ter uma alteracdo na via de
inducdo de depressdo por corticosterona exdgena, nao foi possivel encontrar na literatura
estudos desse modelo de depressdo com animais SPF descritos. Sabe-se que esse tipo de
linhagem e os animais Germ Free (GF) tem sido utilizado no estudo do eixo microbiota-

intestino-cérebro, pois a microbiota interfere no desenvolvimento da depressdo e da
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resiliéncia (PATE et al., 2023). Isso pode justificar a auséncia de analise em uma &rea cerebral
muito relacionada com a depressdao (HC), bem como uma possivel resisténcia ao modelo de
depressdo de corticosterona bastante utilizado nos estudos (SOUSA et al., 2018; OLIVEIRA
etal., 2022).

A reatividade astrocitaria, caracterizada por mudancas moleculares e na morfologia,
fisiologia destas células, ja foi observada em diversas patologias neurais e lesdes cerebrais.
Estes também apresentam reducdo na capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio
(ERO) por diminuicédo na liberacdo de enzimas antioxidantes. No tecido nervoso, 0s astrocitos
sdo as principais células de defesa de sistema antioxidante e quando estdo alterados, ficam
mais vulneraveis a desbalan¢os metabdlicos podendo resultar em producdo de mais estresse
oxidativo (GOMES; TORTELLI; DINIZ, 2013).

Além disso, citocinas inflamatdrias também podem ser produzidas por microglia,
astrdcitos e neurénios. Sendo assim, astrocitos podem ser fontes de elevacdo de citocina pro-
inflamatdrias no hipocampo (DOLOTQV et al., 2022). Estresse agudo causou elevacéo de IL-
1B em astrocitos, bem como o estresse cronico causou a piroptose, uma via inflamatoria de
morte celular, de astrécitos no hipocampo de camundongos (SUGAMA et al., 2011; LI et al.,
2023). Contudo, sugere-se que astrocitos do cortex pré-frontal e hipocampo estdo
relacionados com a regulacdo do humor e, em condicGes patologicas como o estresse, podem
ter o seu funcionamento alterado ocasionando sintomas depressivos e ansiogénicos. E, embora
os glicocorticoides sejam conhecidos pelo seu efeito anti-inflamatério potente, tem sido
demonstrado sua acdo pré-inflamatéria com producdo de citocinas inflamatérias (ZHOU et
al., 2019; DOLOTOV et al., 2022).

Foi observada reducdo da expressao de receptores de glicocorticoides de astrcitos no
cortex pré-frontal e hipocampo em modelo de estresse por derrota social crbnica em
camundongos e modelo de estresse cronico, consecutivamente, houve reducdo na liberacdo de
ATP pelos astrdcitos para regular o comportamento depressivo; além disso, a auséncia desses
receptores nos astrdcitos induziu comportamento do tipo depressivo e ansioso, e a restauracdo
dessa expressdo atenuou esse comportamento. Contudo, sugere-se que 0s receptores de
glicocorticoides de astrocitos sdo mais sensiveis ao estresse do que os de neurdnio e, além
disso, estes receptores exercem influéncia no controle de feedback negativo do horménio
glicocorticoide. Ademais, esses resultados estdo relacionados com achados de elevagéo de

niveis de citocinas inflamatorias, sugerindo que o papel dos astrocitos na neuroinflamacéo
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também estd implicado no desenvolvimento da depressdéo (MURPHY-ROYAL et al., 2019;
WIKTOROWSKA et al., 2022; LU et al., 2022).

Todavia, conclui-se que os astrocitos estdo envolvidos na homeostase neuronal
secretando uma variedade de fatores, como fatores de crescimento e neurotréficos, mantendo
a plasticidade sinaptica, no entanto, astrocitos alterados podem contribuir patologicamente
liberando fatores tOxicos, como espécies reativas de oxigénio, citocinas que ocasionam
neuroinflamacéo (LIAO et al., 2021).

Além disso, tem sido observado efeitos dos antidepressivos convencionais como
fluoxetina, paroxetina, imipramina e amitriptilina, sobre os astrocitos, influenciando na
producdo e causando aumento de fatores neurotr6ficos como BDNF e GDNF, bem como a
fluoxetina demonstrou promover a autofagia no hipocampo de camundongos em modelo de
estresse cronico para eliminar mitocondrias danificadas diminuindo a morte celular,
melhorando assim as alteracfes astrociticas. Com isso, surge uma nova possibilidade de
abordagem terapéutica da depressdo dependente de astrdcitos (SHU et al., 2019; DOLOTOV
etal., 2022).

Cobb e colaboradores (2016), verificaram reducéo da densidade de astrocitos reativos
para GFAP no tecido hipocampal p6s morte em pacientes depressivos que nao estavam
tomando a medicacdo, bem como ndo houve diferenca na densidade entre pacientes em uso de
medicacdo em relacdo a pacientes controle. No entanto, os dados sobre a presenca de
alteracbes nas densidades de astrocitos na depressdo em diversas regides do cérebro sdo
contraditérios, também foi relatado aumento de células da glia no hipocampo em pacientes
com depressdo de inicio tardio, sendo caracterizada pela astrogliose. Além disso, ja foram
observadas algumas diferencas entre achados em cérebros humanos e de roedores p6s morte.
Sendo assim, a proteina glial fibrilar &cida (GFAP) mede apenas uma parte dos astrocitos
existentes; e a reatividade astrocitaria com aumento na superexpressdo e marcacao de
densidade pode significar um mecanismo compensatorio (RAJOWSKA; STOCKMEEIER,
2013; DOSSI et al., 2018).

O resultado deste estudo mostrou aumento da marcacdo de densidade de GFAP pelo
grupo modelo de depressdo por corticosterona mostrando uma superexpressao da proteina
como possivel mecanismo compensatorio na tentativa de manter a homeostase neuronal,
reduzindo as alteracbes na morfologia, forca e funcionalidade dos astrocitos. Isso concorda

com achados da depressao e de outras patologias com aumento da densidade (ZHANG et al.,
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2021; AQUINO et al., 2022). A catequina foi capaz de reverter essa possivel superexpressao
como mecanismo compensatorio, provavelmente pela acdo de atenuacdo da inflamag&o. No

entanto, ndo foram encontrados estudos que corroborem esse achado.

A sintase de oOxido nitrico induzivel (iNOS) tem sido utilizada na investigacao
neuroinflamatdria em vérias patologias como a depressao, ela pode ser expressa por diversas
vias inflamatdrias de sinalizacdo, € principalmente expressa em células gliais e neurénios no
cérebro, e pode causar efeitos toxicos com repercussdo em déficits cognitivos e fenotipo do
tipo depressivo (ZHOU et al., 2017; BASSETT et al., 2021; WANG et al., 2021). O modelo
de depresséo por corticosterona, bem como outros modelos de depressdo causam aumento de
INOS por neuroinflamagéo (KV et al., 2018; CAO et al., 2022). Neste estudo o modelo por
corticosterona também causou aumento dos niveis de INOS no cértex pré-frontal, e a
catequina foi capaz de reverter esse achado. Isso sugere que a catequina possa atuar na

atenuacdo na via de inflamac&o causada por células gliais e neurénios.

A catequina ja demonstrou atenuar de maneira dose-dependente a expressao de COX-
2, IL-6, NF-xkB e TNF-a, aumentou niveis de enzimas antioxidantes como SOD, catalase e
glutationa reduzida no pulmao de camundongos, bem como protegeu contra danos em termos
de histologia (SHAHID et al., 2016). Em outro estudo, 0 modelo de corticosterona aumentou
a imunorreatividade celular do fator liberador de corticotrofina (CRF) e tirosina hidroxilase
(TH), e a catequina na dose de 40mg/kg, mas ndo na dose de 20mg/kg foi capaz de reverter
esse aumento (LEE et al., 2013). Em um modelo animal de Parkinson, a catequina na dose de
30mg/kg também foi capaz de reduzir a imunorreatividade para TH (TEIXEIRA et al., 2013).
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7 CONCLUSOES

Em conclusdo, 0s nossos resultados demonstraram que a catequina apresentou um
efeito ansiolitico e antidepressivo nos testes comportamentais induzidos por CORT e estes
feitos parecem estar relacionados com agdo antioxidante, neuroinflamatéria e protecdo dos
defeitos sinépticos induzida pela CORT.

A catequina pode atuar em varias vias de atenuacdo de inflamagdo, bem como
producdo de defesa antioxidante. Além disso, sabe-se que ela age de forma dose-dependente e
possivelmente tempo-dependente, variando entre seus efeitos benéficos e toxicos. No entanto,
sd80 necessarios mais estudos para uma melhor investigacdo e elucidacdo dos efeitos da
catequina e por quais vias comprovadamente ela atua.

Neste estudo houve algumas limitacdes que possam ter interferido na melhor
elucidacdo, o que possibilita mais investigacdes acerca da pesquisa pré-clinica em depressado

sobre modelo de depressao e uso de animais em condicionamento SPF.
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