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RESUMO

OKINGA, Anicet. Avaliagcéo do efeito do extrato hidroalcodlico do carogo da Euterpe
oleracea Mart. (acai) em modelo experimental de depressdo. 2018. 154 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias - Fisiopatologia Clinica e Experimental) - Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a depresséao afeta cerca
de 20% da populagdo mundial. Evidéncias do nosso grupo demonstraram que o extrato
hidroalcodlico do carogo da Euterpe oleracea Mart. (acai) (ASE), rico em polifendis,
promove efeitos anti-hipertensivo, antioxidante e vasodilatador. O objetivo desse trabalho
foi investigar o potencial antidepressivo do ASE comparando-o com a fluoxetina (FLU),
um farmaco inibidor seletivo da recaptacado de serotonina com efeitos antidepressivos
bem estabelecidos. Ratas Wistar foram colocadas para acasalar e apds o nascimento, os
filhotes machos foram separados em nove grupos experimentais: controle (CON; agua),
CON+ASE (200mg/kg/dia), CON+FLU (20 mg/Kg/dia); separa¢gao materna crénica (SMC;
agua), SMC+ASE (200 mg/Kg/dia), SMC+FLU (20 mg/Kg/dia); separagdo materna unica
(SMU; agua), SMU+ASE (200 mg/Kg/dia) e SMU+FLU (20 mg/Kg/dia). O protocolo de
SMC teve inicio no segundo dia pés-natal (PN2), os filhotes foram separados da mée por
3 h durante 14 dias. O protocolo de SMU também teve inicio no dia PN2 e os filhotes
foram separados da mae por 8 minutos, apenas uma vez. A partir do dia PN76, os grupos
tratados receberam ASE ou fluoxetina por gavagem intragastrica. Foram realizados os
testes comportamentais de Porsolt e campo aberto. Apds a eutanasia, os animais tiveram
0 sangue coletado para detecgdo das concentragbes plasmaticas de CRH e GR; as
glédndulas adrenais retiradas para deteccdo das monoaminas dopamina (DA) e
norepinefrina (NE), e em homogenato do hipotadlamo foi realizada a quantificagdo do TrkB
por ELISA. A expressao proteica de GR, PDES5, PPARYy, pro-BDNF e BDNF foi realizada
por western blotting em homogenato de hipotalamo e de hipocampo. As analises de dano
oxidativo e de atividade enzimatica foram realizadas por espectrofotometria em
homogenato de tronco encefalico. Em relagdo aos grupos que nao foram submetidos a
separagao materna, os tratamentos com ASE e FLU reduziram o tempo de imobilidade e
a expressao do GR no hipotalamo. O ASE reduziu os niveis de CRH, e aumentou os
niveis de NE, DA e de TRKB. Por outro lado, a FLU aumentou os niveis de CRH, e reduziu
os niveis de DA e TRKB, ocasionando ainda dano oxidativo, e redugcao da atividade da
GPx e dos niveis de nitrito. Os grupos SMC e SMU apresentaram aumento do dano
oxidativo, reducao da atividade antioxidante, assim como menor expressao de BDNF, GR,
PDES5 e PPARYy. Os tratamentos com ASE e com FLU reduziram o dano oxidativo, os
niveis de CRH, e aumentaram os niveis de DA, de nitrito e a atividade antioxidante em
animais submetidos a separagcdo materna. Somente o ASE foi capaz de aumentar a
expressao de PPARy e do GR, assim como de elevar os niveis de TRKB em animais
deprimidos. O tratamento com FLU diferente do ASE aumentou a expressao de BDNF.
Nossos resultados indicam que o ASE reduziu os efeitos deletérios da separacéo
materna, através do seu efeito antioxidante, da redugao da ativacdo do eixo HPA, do
aumento de neurotransmissores e de proteinas essenciais para a neuromodulagao
negativa da depresséo, demonstrando potencial antidepressivo.

Palavras-chaves: Euterpe Oleracea Mart.; Depressao; Separagao materna;

Fluoxetina



ABSTRACT

OKINGA, Anicet. Evaluation of the effect of hydroalcoholic extract of Euterpe
oleracea Mart. (agai) in an experimental model of depression. 2018. 154 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias - Fisiopatologia Clinica e Experimental) - Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

The World Health Organization (WHO) demonstrated that depression affects
about 20% of the world's population. Evidence from our group showed that the
hydroalcoholic extract of Euterpe oleracea Mart. (ASE), rich in polyphenols, has an
antihypertensive, antioxidant and vasodilator effects. The aim of the study was to
investigate the antidepressant potential of ASE by comparing it with fluoxetine (FLU),
a selective serotonin reuptake inhibitor with well-established antidepressant effects.
Female Wistar rats were placed to mate, and after birth the male offspring were
separated into nine experimental groups: control (CON, water), CON + ASE (200mg /
kg / day), CON + FLU ( 20mg / kg / day ); chronic maternal separation (SMC, water);
SMC + ASE (200 mg / kg / day), SMC + FLU (20 mg / kg / day); single maternal
separation (SMU, water), SMU + ASE (200 mg / kg / day) and SMU + FLU (20 mg / kg
/ day). The SMC protocol started on the second post-natal day (PN2), the pups were
separated from their mothers during 3 hours for 14 days. The SMU protocol also
started on day PN2 and the pups were separated from their mothers for 8 minutes,
only once. From day PN76, treated groups received ASE or fluoxetine by intragastric
gavage. Porsolt and open field behavioral tests were performed. After euthanasia, the
animals’ blood was collected for the detection of CRH and GR plasma levels; the
adrenal glands were removed for the detection of the monoamines dopamine (DA) and
norepinephrine (NE), and in the homogenate of the hypothalamus was quantified the
TrkB by ELISA. The protein expression of GR, PDE5, PPARYy, pro-BDNF and BDNF
was performed by western blotting on the hypothalamus and hippocampal
homogenates. The analysis of oxidative damage and enzymatic activity were
performed by spectrophotometry in brainstem homogenate. For the groups that were
not submitted to maternal separation, the ASE and FLU treatments reduced the
immobility time and the GR expression in the hypothalamus. ASE reduced CRH levels,
and increased NE, DA, and TRKB levels. However, FLU increased CRH levels and
reduced DA and TRKB levels, elevated oxidative damage, and reduced GPx activity
and nitrite levels. The SMC and SMU groups showed increased oxidative damage,
reduced antioxidant activity, as well as lower expression of BDNF, GR, PDE5, and
PPARy. ASE and FLU treatments reduced oxidative damage, CRH levels, and
increased levels of DA, nitrite and antioxidant activity in animals submitted to maternal
separation. Only the ASE was able to increase the expression of PPARy and GR, as
well as to enhance the levels of TRKB in depressed animals. The FLU treatment, unlike
the ASE, increased BDNF expression. Our results indicate that ASE reduced the
deleterious effects of maternal separation through its antioxidant effect, reduced HPA
axis activation, increased neurotransmitters and proteins essential for negative
neuromodulation of depression, demonstrating antidepressant potential.

Keywords: Euterpe Oleracea Mart.; Depression; Maternal separation; Fluoxetine
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INTRODUGAO

Disturbios do sistema nervoso central (SNC) afetam milhdes de pessoas no
mundo, podendo, em geral, comprometer varios aspectos do comportamento humano,
tais como pensamento, emogdes, memodria, sensagdes, linguagem, equilibrio e
movimento. Em 2002, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimou que, no
mundo, aproximadamente 450 milhdes de pessoas ja sofriam com algum tipo de
doenca mental. Esse numero atingiu 700 milhdes em 2013 e, segundo a OMS,
representa 13% de todas as doencgas, sendo que os transtornos mentais mais comuns
se referem a duas principais categorias de diagndstico: transtornos de ansiedade e
transtornos depressivos.

Esses dois transtornos sdo altamente prevalentes na populagdo e impactam o
humor ou os sentimentos de pessoas acometidas. Os sintomas variam em termos de
gravidade (de leve a grave) e duragao (de meses a anos). Ambos os transtornos sao
condi¢des diagnosticaveis de saude e distintos dos sentimentos de tristeza, estresse
ou medo que qualquer pessoa possa experimentar de tempos em tempos, ao longo
de sua vida (DSM-5).

Nemeroff, em 2008, destacou que as taxas de depressao maior nos Estados
Unidos aumentaram acentuadamente durante o periodo de 1991-1992 a 2001-2002
(de 3,33% para 7,06%), demonstrando que a depressdo era um fator de risco
significativo para o suicidio que, naquela década, ja representava uma das principais
causas de morte no mundo, especialmente em adolescentes, adultos jovens e idosos.
A depressao também foi apresentada por Nemeroff (2008) como um importante fator
de risco tanto para o desenvolvimento de doenca cardiovascular, incluindo infarto do
miocardio e insuficiéncia cardiaca congestiva, assim como para uma resposta
reduzida ao tratamento nesses pacientes.

Em 2015, estimou-se que mais de 300 milhdes de pessoas sofriam de
depressao (17 milhdes delas somente no Brasil), o equivalente a 4,4% da populagéo
mundial. Quase a totalidade desse numero sofre ainda de ansiedade, uma vez que
muitas pessoas experimentam as duas comorbidades simultaneamente (OMS, 2016,
2017).

A depressdo também é classificada pela OMS como o maior contribuinte

individual para a incapacidade no mundo (7,5% de todos os anos vividos com
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inaptiddo em 2015), sendo também o principal contribuinte para as mortes por
suicidio, que chegam a 800 mil por ano. As consequéncias desse transtorno em
termos de gasto de saude publica sdo enormes. E oportuno ressaltar que, de acordo
com a OMS, a populagao brasileira € a mais deprimida da América Latina (GAVIOLI
et al., 2013; OMS, 2017; BAIMA; GRANDELLE, 2017).

Muito embora a depressao possa afetar pessoas de todas as idades e de todas
as classes sociais, o risco de desenvolvimento desse transtorno de humor é
aumentado pela pobreza, desemprego, vicissitudes da vida como a morte de um ente
querido ou um rompimento de relacionamento, problemas causados pelo uso de
alcool e drogas, doenca fisica e experiéncias precoces adversas na infancia (OMS,
2017; MACRI; CHIAROTTI; WURBEL, 2008).

De acordo com sua identificagao, a depressao € comumente classificada pela
Classificagao Internacional de Doengas, 10a. Revisao (CID.10) (OMS, 1992) e pelo
Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais 52 revisdo (DSM-5). A
primeira é publicada pela OMS e a segunda pela American Psychiatry Association
(APA).

Segundo a CID.10, o quadro que se entende por depressao esta classificado
dentro dos Transtornos Afetivos, ou seja, aqueles nos quais a perturbacao
fundamental é uma alteracdo do humor ou afeto, na qual se enquadra
a depressao (com ou sem ansiedade associada) ou uma euforia. Em geral, a
alteracdo do humor € seguida pela alteragao sistémica de atividade, e a maioria dos
episédios destes transtornos tende a ser recorrente e pode estar associada as
situacdes ou fatos estressantes.

Entretanto, a classificacdo mais bem aceita e utilizada é a do DSM-5 que
fundamenta a classificacdo da depressao em episddios depressivos e a engloba
dentro dos transtornos do humor (afeto), a saber, transtorno disruptivo da
desregulagdo do humor, transtorno depressivo maior (mais comumente chamado
Depressao Maior), transtorno depressivo persistente (distimia), transtorno depressivo
induzido por substancia/medicamento, transtorno disférico pré-menstrual, transtorno
depressivo devido a outra condigdo médica, outro transtorno depressivo especificado
e transtorno depressivo nao especificado (APA, 2014).

Desses transtornos, a depressao maior (DM) representa a principal condigao e,
em geral, é caracterizada por alteragdes no humor (afeto), na cognigao e em fungdes

neurovegetativas (DSM-5). De acordo com a DSM-5, o diagnostico da DM pode ser


https://saude.abril.com.br/tudo-sobre/depressao
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Macr%C3%AC%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Chiarotti%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22W%C3%BCrbel%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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estabelecido quando o individuo apresenta cinco (ou mais) dos sintomas listados
abaixo (durante o mesmo periodo de duas semanas):
1. Humor deprimido na maior parte do dia, quase todos os dias (sente-se triste,
vazio, sem esperanca ou parece choroso, humor irritavel em criangas e
adolescentes);
2. Acentuada diminuigao do interesse ou prazer em todas ou quase todas as
atividades na maior parte do dia, quase todos os dias;
3. Perda ou ganho significativo do peso corporal sem estar fazendo dieta, ou
redugcao ou aumento do apetite quase todos os dias;
. Insénia ou hipersonia quase todos os dias;
. Agitagéo ou retardo psicomotor quase todos os dias;
. Fadiga ou perda de energia quase todos os dias;

. Sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva quase todos os dias;

o N o O &

. Capacidade diminuida para pensar ou se concentrar, ou indecisdo, quase
todos os dias;

9. Pensamentos recorrentes de morte, ideacdo suicida recorrente, uma

tentativa de suicidio ou plano especifico para cometer suicidio;

O conjunto desses sintomas representa um episédio depressivo maior e causa
prejuizo aos aspectos sociais, profissionais ou em outras areas importantes da vida
do individuo. Vale ressaltar que o episédio ndo € atribuivel aos efeitos fisioldgicos de
uma substancia ou a outra condigao médica (APA, 2014).

Em virtude dos aspectos mencionados, percebe-se a importancia do estudo
das bases biolégicas da depressao e os esfor¢gos envidados no mundo cientifico para
o desenvolvimento de farmacos antidepressivos com o minimo de efeitos colaterais.
No intuito de se compreender as causas da depressdo, muitas hipoteses
fisiopatolégicas sao descritas e varios estudos sugerem que diferentes substancias
estdo envolvidas na sua fisiopatologia (HOLMES et al., 2003). A DM é geralmente
tratada com antidepressivos, incluindo os ftriciclicos (desipramina e imipramina), os
inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (IRSS; fluoxetina e paroxetina) e os
inibidores da monoaminaoxidase (IMAO, fenelzina e trianilcipromina) (JUAN et al.,
20006).

Estudos com animais e evidéncias clinicas demonstram a participacdo de

neurotransmissores monoaminérgicos [serotonina (5-HT), norepinefrina (NE) e
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dopamina (DA)] e de fatores neurotroficos na patogénese da depressdao (MANJI;
DREVETS; CHARNEY, 2001; PALAZIDOU, 2012).



1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Fisiopatologia da depressao

A coexisténcia de diversos sintomas relativos a depressao reflete a fungao
alterada de muitas partes do encéfalo. Por esta razdo, muita atencado tem se dado ao
papel difuso dos sistemas modulatérios, com seus efeitos de longo alcance (BEAR et
al., 2017). Atualmente, uma combinacdo de fatores (genéticos, ambientais,
imunoldgicos, neurogénese, deficiéncia de aminas biogénicas e endocrinos) tem sido
implicados na patogénese da depressao (JESULOLA; MICALOS; BAGULEY, 2018).

Indiscutivelmente, o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (também chamado de
eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)) fornece a principal ligagdo neurobiolégica
entre esses fatores e o desenvolvimento da depressao. Assim, estressores ambientais
e fatores genéticos hereditarios que atuam através de respostas imunoldgicas e
enddcrinas iniciam mudancgas estruturais e funcionais em muitas regides cerebrais,
resultando em neurogénese e neurotransmissao catecolaminérgica disfuncionais que
se manifestam como uma constelacdo de sintomas que sao tipicos da depressao
(SHARPLEY; BITSIKA, 2010; SHARPLEY; AGNEW, 2011; JESULOLA; MICALOCS;
BAGULEY, 2018). Com efeito, estressores ambientais ativam o eixo HPA e aumentam
a secregao do hormonio liberador de corticotrofina (CRH — do inglés — corticotrophin
releasing hormone) levando a hipercortisolemia observada na depresséo
(NEMEROFF, 196; GILLESPIE; NEMEROFF; 2005; DU et al., 2009). Todavia, a mera
associacao entre esses fatores e a depressdo € inadequada para explicar
completamente por que a depressao se desenvolve. Esta claro, portanto, que a
depressdao € um disturbio complexo no qual uma interacdo de multiplos fatores
contribui para seu desenvolvimento (NEMEROFF, 2008; PARIANTE; LIGHTMAN,
2008; SHARPLEY; BITSIKA, 2010). Contudo, o eixo HPA fornece uma ligagao central
entre os varios fatores que contribuem para o desenvolvimento da depressao
(RAISON; CAPURON; MILLER, 2006; SHARPLEY; BITSIKA, 2010), o que tem sido
descrito como a "hipdtese diastesia-estresse" (MONROE; SIMONS, 1991; BEAR et

al., 2017). Porém, recentemente novas pesquisas revelaram que a reducao de fatores
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de crescimento, principalmente o BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro) pode
estar envolvido na génese da depressdo (DRZYZGA; MARCINOWSKA,;
OBUCHOWICZ, 2009; LEE; KIM, 2010; PERITO; FORTUNATO, 2012; PHILLIPS,
2017; MARSHALL et al., 2018). Do mesmo modo, varios estudos destacam o papel
da fosfodiesterase (PDE) nas fungdes celulares e possiveis mecanismos etioldgicos
mais recentes da depressao (VASANTMEGHNA; MANGOT, 2015).

1.1.1 Hipdtese Monoaminérgica

Apesar das novas hipéteses que tratam da depressao, uma das mais antigas €
a hipétese monoaminérgica proposta por Schildkraut em 1965 (RANG et al., 2016),
que postulou que a depressdo esta relacionada a redugdo da biossintese do
neurotransmissor monoaminérgico, Norepinefrina. Essa hipotese foi reformulada por
Coppen et al. (1989) para incorporar também a 5-HT e a DA no encéfalo (VAN
AMSTERDAM; OPPERHUIZEN, 1999). Essa hipotese ainda continua impulsionando
o desenvolvimento clinico de novos antidepressivos (MORET; BRILEY, 2011).
Praticamente todos os antidepressivos atualmente disponiveis agem em um ou mais
mecanismos compativeis com a hipotese das monoaminas: promovendo a inibicdo da
recaptacédo de 5-HT ou NE pelo antagonismo inibitério pré-sinaptico da 5-HT ou dos
receptores da NE, ou ainda, inibicAio da monoamina oxidase. Todos esses
mecanismos resultam em um aumento da neurotransmissdo de 5-HT e/ou NE
(BRAND; MOLLER; HARVEY, 2015). A confirmagdo da atividade clinica desses
antidepressivos contribuiu muito para reforgar a hipétese das monoaminas (MORET;
BRILEY, 2011).

Uma associagao de caracteristicas e sintomas especificos de depressdo a uma
deficiéncia ou disfuncdo desses neurotransmissores foi proposta. Assim, uma
deficiéncia de 5-HT esta relacionada com ansiedade, obsessbes e compulsdes; a
neurotransmissao reduzida de NE esta associada a diminui¢do do estado de alerta,
baixa energia, problemas de desatenc¢do, concentragdo e habilidade; enquanto a
atividade disfuncional da dopamina (DA) é implicada em problemas de motivagéo,

prazer e recompensa. Curiosamente, o aumento da atividade da 5-HT pode estar


http://sci-hub.tw/49051465/
http://www.ijp-online.com/searchresult.asp?search=&author=Vasantmeghna+S+Murthy&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://www.ijp-online.com/searchresult.asp?search=&author=Ajish+G+Mangot&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
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associado a certos sintomas como fadiga (MARIN; MENZA, 2005; MORET; BRILEY,
2011).

Varias linhas de evidéncia sugerem que a NE é o neurotransmissor de maior
importancia na fisiopatologia e no tratamento de transtornos depressivos (STAHL,
2008). Por exemplo, em seu relatorio, Moret e Briley (2011) citam cinco principais
linhas de evidéncia que apontam a importancia da NE na depresséao: (1) projegdes de
NE do locus cceruleus inervam o sistema limbico, que é implicado na regulagédo de
emocgdes; (2) varias diferengcas foram achadas nos elementos do sistema
noradrenérgico dos cérebros post mortem de pacientes depressivos, comparados a
controles sadios (NEMEROFF, 2008); (3) estudos genéticos mostram que
camundongos com aumento funcional do sistema noradrenérgico geneticamente
modificado sdo protegidos de comportamentos depressivos induzidos por estresse;
(4) a deplegao experimental da NE no cérebro resulta no retorno de sintomas
depressivos apos um tratamento bem-sucedido com farmacos antidepressivos que
atuam no sistema NE e (5) agentes terapéuticos que aumentam especificamente a

atividade da NE sao antidepressivos reconhecidos como eficazes.

1.1.2 Eixo Hipotalamo-Hipo6fise-Adrenal (HPA); Receptor de Glicocorticoide (GR):

Hormonio Liberador de Corticotropina (CRH).

Um estressor € um evento que ameaga de forma real ou imaginaria a
homeostase de um organismo. O estressor € percebido e interpretado pelo cértex
frontal, hipocampo e a amigdala e avaliado se potencialmente nocivo; assim sendo,
ativa o hipotalamo a secretar o CRH que estimula o lobo anterior da hipofise a liberar
o horménio adrenocorticotréfico (ACTH) na corrente sanguinea. O ACTH liga-se aos
receptores presentes nas glandulas adrenais e estimula a secregao de glicocorticoides
(cortisol em humanos, corticosterona em roedores), levando a um aumento dos niveis
de cortisol (ou corticosterona) no sangue, uma condigdo denominada
hipercortisolemia (BEAR et al., 2017). Esta sequéncia de eventos bioldgicos é
denominada de eixo HPA. O cortisol (ou corticosterona) estimula um potente efeito

sobre o metabolismo sistémico, e no encéfalo ele atua diretamente em diversas
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regides; mas principalmente, exerce um controle de feedback negativo na liberagao
de CRH do hipotalamo (Figura 1A e 1B) (BAINS; CUSULIN; INQUE, 2015).

Figura 1: A. Relagéo entre o eixo HPA e a depresséo.
B. Regulagao do eixo HPA (feedback negativo pelo cortisol)
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Portanto, a ativagdo do eixo HPA leva a liberagao de glicocorticoides (GC)
pela glandula adrenal (supra-renal) (HERMAN; CULLINAN, 1997; HERMAN, 2018) e
a persisténcia e intensidade exagerada do estresse, bem como a incapacidade do
organismo em combater esse estresse, podem tornar o eixo hiper-reativo, com
prejuizos potenciais ao organismo (HUETHER et al., 1999).

Em pacientes deprimidos, o controle inibitério da atividade do eixo HPA esta
comprometido. Esses pacientes podem apresentar niveis basais elevados de cortisol,
visto que apresentam hipersecre¢cao do CRH e do cortisol, mecanismos de feedback
de glicocorticoides disfuncionais, comprometimento da sinalizagao dos receptores GR
e podem n&o responder ao teste de supressdao com o corticosteroide sintético
dexametasona (BAUNGARTNER; GRAF; KURTEN, 1985; HOLSBOER, 2000; SHER,
et al.,, 2013; JURUENA, 2014). Essas alteragdes no eixo HPA junto com a elevagao
cronica dos niveis do CRH estédo associadas as desordens afetivas relacionadas ao


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bains%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26087679
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estresse em humanos, principalmente ansiedade e depressao (ARBORELIUS et al,,
1999; DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005; HOLSBOER; ISING, 2010; SUBHANI
et al., 2018).

Alguns sinais e sintomas depressivos, como excesso de culpa pessoal e
desesperanga, diminuicdo do apetite, perda de peso, diminuicdo do comportamento
sexual, disturbios do sono, atividade psicomotora alterada e resposta hiperativa a
estressores psicologicos tém sido relacionados a disfuncéo do eixo HPA (LOPEZ-
DURAN; KOVACS; GEORGE, 2009; SHER, et al., 2013). Isso pode explicar em parte
porque os pacientes com doenga ou sindrome de Cushing (uma condigao clinica na
qual ha hipersecre¢cdo de cortisol) frequentemente experimentam depresséo
(BRIGITTA, 2002; NEMEROFF, 2008). Com efeito, o envolvimento do eixo HPA na
neurobiologia da depresséo também foi demonstrado nos pacientes com sindrome de
Cushing pela observacao de que esses individuos apresentam déficits cognitivos e
alteragdes na estrutura e na fungédo do hipocampo semelhantes aquelas encontradas
em pacientes com depressdao (STARKMAN et al., 1992). A exposicdo a um agente
emocional traumatizante parece ser um dos principais fatores ambientais que
predispdem um individuo & depressdo (MACRI; CHIAROTTI; WURBEL, 2008).

Varios fatores podem regular a atividade do eixo HPA, como a serotonina (5-
HT), que estimula a liberagdo do CRH através dos receptores 5-HT1A, 5-HT1B, 5-
HT1C e 5-HT2 (POMPILI et al., 2010). Pesquisas em animais e humanos demonstram
que o CRH é critico na fisiopatogenia da depressdao (ARBORELIUS, 1999; INDA et
al., 2017). O CRH é um importante neurotransmissor e mediador da resposta
neuroenddcrina, cardiovascular, autonémica e imunoldgica, desempenhando assim
um papel fundamental na resposta adaptativa e comportamental que ocorre durante
periodos de estresse (NEMEROFF, 2008; BONFIGLIO, 2011; INDA et al., 2017,
JESULOLA; MICALOS; BAGULEY, 2018).

Estudos pré-clinicos em macacos Rhesus relacionam o estresse
experimentado nos primeiros meses de vida com alteracbes no eixo HPA e
consequentes mudancgas nos niveis de CRH. Os macacos criados na auséncia das
maes respondem ao estresse do isolamento social com uma ativagdo mais vigorosa
do eixo HPA e elevagdes do CRH no liquor cefalorraquidiano quando comparados aos
controles (COPLAN et al., 2001). Semelhantemente, a privagdo materna nos ratos
aumenta os niveis de ACTH na adenohipdfise e de CRH no hipotalamo (REUS et al.,

2011). A administragao intraventricular de CRH induz mudangas comportamentais que
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mimetizam a ansiedade no ser humano, e leva ao aumento das concentragcdes
plasmaticas de epinefrina, norepinefrina, bem como ao aumento da presséao arterial e
frequéncia cardiaca, resultando na caracterizacdo do estresse (KORTE; BOUWS;
BOHUS, 1993; INDA et al., 2017). No entanto, apds administracao sistémica de CRH,
esse efeito ndo é observado e tampouco reduzido pela hipofisectomia ou por
supressdo do eixo HPA com glicocorticoides (KOOB et al.,, 1993). Portanto, esses
aspectos mencionados sugerem que o circuito neuronal do SNC que se encontra além
do eixo HPA desempenha um papel importante nos efeitos comportamentais
mediados pelo CRH (VALENTINO, FOOTE, ASTON-JONES, 1983).

A hiperatividade do eixo HPA na depressédo também pode ser atribuida a uma
alteracdo nos receptores GRs localizados no sistema limbico-hipocampal
(PARIANTE; MILLER, 2001). Os glicocorticoides promovem suas agdes por meio de
dois subtipos de receptores intracelulares, o receptor mineralocorticoide (RM) e RG
(DE KLOET et al., 1998). O receptor de mineralocorticéide (RM) tem alta afinidade
pelos corticosteroides enddégenos e o GR possui uma alta afinidade pelos
glicocorticoides sintéticos; portanto, acredita-se que o GR seja mais importante, na
regulacédo do eixo HPA por retroalimentacdo negativa, em resposta ao estresse
quando os niveis endégenos de glicocorticoides estdo aumentados (SPENCER et al,,
1998; DE KLOET et al., 1998; ODAKA; ADACHI; NUMAKAWA, 2017; OKAMOTO et
al., 2015). No entanto, os pacientes com depressdao nado respondem a
retroalimentagao negativa em fungao do cortisol elevado (NEMEROFF, 1996, 2008),
e essa situacao foi descrita por varios estudos como sendo devido a uma funcgao
reduzida dos GRs em pacientes com depresséo. Sugere-se que os antidepressivos
atuem revertendo essa suposta alteragdo, aumentando a expressdao dos GRs
(intensificando sua fungao) e a atividade do eixo HPA (PARIANTE; MILLER, 2001;
NIKISCH et al., 2005; PAN et al., 2010; YANG et al., 2014).

1.1.3 Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro/ Receptor Quinase Relacionado a
Tropomiosina (BDNF/TrkB)

Tratamentos efetivos para a depressao estao disponiveis ha mais de 35 anos,

mas os efeitos neuroquimicos subjacentes a acéo terapéutica desses tratamentos
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permanecem em grande parte desconhecidos. Muitos antidepressivos aumentam
imediatamente os niveis de monoaminas, mas o requerimento pela administracao
cronica e repetitiva tem levado a hipétese de que adaptagdes de longo prazo séo
necessarias para as agoes terapéuticas desses tratamentos (DUMAN; HENINGER,;
NESTLER, 1994; NIBUYA; MORINOBU; DUMAN, 1995). Da mesma forma, o
mecanismo de acdo dos choques eletroconvulsivos (ECS), provavelmente o
tratamento mais eficaz para a depressao, incluindo casos que néo respondem a
esquemas antidepressivos, nao tiveram seus efeitos de longo prazo identificados
(SINGH; KAR, 2017). Trabalhos recentes levantaram a nova possibilidade de que
entre os muitos alvos de longo prazo de tratamentos antidepressivos, as neurotrofinas
podem ser um deles (KRISHNAN; NESTLER, 2008; BRAND; MOLLER; HARVEY,
2015; PHILLIPS, 2017; MARSHALL et al., 2018). As neurotrofinas promovem o
crescimento e desenvolvimento de neurdnios imaturos e melhoram a sobrevivéncia e
funcao de neurdnios adultos (NIBUYA; MORINOBU; DUMAN, 1995; KAO e al, 2018).

Nos ultimos anos, muitos pesquisadores tém concentrado seus estudos sobre
a importancia das neurotrofinas envolvidas na plasticidade celular. Uma das mais
importantes neurotrofinas é o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), segundo
membro da familia “neurotréfica” de fatores neurotroficos, que, em 1982, demonstrou
promover sobrevida de uma subpopulagdo de neurdnios do ganglio da raiz dorsal
(BARDE et al, 1982). Cada neurotrofina se liga a um ou mais dos receptores quinase
relacionados a tropomiosina (Trk), membros da familia dos receptores tirosina kinases
(PATAPOUTIAN; REICHARDT, 2001; BINDER e SCHARFMAN, 2004; PHILLIPS,
2017).

O BDNF se liga ao receptor TrkB (Figura 2), que existe tanto na forma de
comprimento total (TrkB.FL) como nas formas truncadas (TrkB.T1. trkB.T2) sem o
dominio quinase (EIDE et al., 1996; FRYER et al., 1997). Embora a maioria das
funcdes atribuidas ao BDNF esteja associada ao TrkB.FL, varios papéis tém sido
sugeridos para os receptores truncados, incluindo crescimento, desenvolvimento
(FRYER et al., 1997), modulacao negativa da expressao e da fungao do receptor TrkB
(EIDE et al., 1996; HAAPASALO et al., 2001, 2002). Os mRNA do BDNF e do TrkB
tém ampla distribuicdo no sistema nervoso central, onde o BDNF ¢é transportado de
forma anterdgrada. O pré-BDNF é transportado a partir da Rede Trans do Golgi em
granulos de secrecgao, onde é clivado pelo pro-horménio convertase 1 (PC1) em BDNF
(BINDER; SHARMAN, 2004; PHILLIPS, 2017; MARSHALL et al., 2018).



27

A sinalizagdo do BDNF também pode estar envolvida em comportamentos
afetivos (ALTAR, 1999). Os efeitos do BDNF s&o principalmente mediados pela
inibicdo das vias de morte celular e ativagao das vias de sinalizagado das proteinas
quinases ativadas por mitégenos - originalmente quinases reguladas por sinais
extracelulares — (MAPK/ERK) e as vias fosfatidil inositol-3 quinase (PI-3K)/Akt
(proteina quinase serina/treonina) (Figura 2). O aumento da atividade dos receptores
serotoninérgicos e adrenérgicos ativa a cascata do cAMP que, por sua vez, leva a
ativacdo do CREB (BRAND; MOLLER; HARVEY, 2015). Esse aumento de cAMP
acaba levando ao aumento da expressao do BDNF que subsequentemente ativa a via
MAPK/ERK que é uma via importante envolvida no crescimento e proliferagao celular
(REUS et al., 2014). Os neurdnios monoaminérgicos experimentam um aumento no
crescimento ap6ds a ativacao da via MAPK/ERK, sendo assim, essa via € responsavel
pela forma como o BDNF modula o sistema monoaminérgico (DUMAN; VOLETI,
2012). A ativacao da cascata da via PI-3K pelo BDNF leva a fosforilagdo de Akt, uma
molécula medeia seus efeitos entre a sobrevida celular e morte celular (KAMADA et
al., 2007) (Figura 2). A ativacao da Akt apds a fosforilagéo leva a atividade aumentada
de mTOR, responsavel pela regulacdo da expressao de varios genes envolvidos no
crescimento celular, particularmente um grupo de genes associados a sinapse e que
tem sido diretamente ligado a eventos neuroplasticos (L/ et al., 2010). Por outro lado,
a inativacao de Akt pela desfosforilacdo leva a uma diminuicdo na fosforilacdo e
subsequente ativagdo do agente promotor de morte celular associado a Bcl-xL/Bcl-2
(Bad) (Figura 2), uma molécula pré-apoptotica (KAMADA et al., 2007). Portanto, em
virtude dos aspectos mencionados, evidencia-se que a associagcdo das vias
MAPK/ERK e PI-3K é, em grande parte, responsavel pelos eventos de
neuroplasticidade que ocorrem durante a resposta antidepressiva e, além disso,
vincula diretamente as agdes do BDNF a esses processos (BRAND; MOLLER;
HARVEY, 2015).

O estresse ambiental, como imobilizacao, que induz depressao também diminui
o mMRNA do BDNF (SMITH et al.,1995). Estudos mostraram que antidepressivos
eficazes aumentam o mMRNA do BDNF (DIAS et al., 2003; BAJ et al., 2012) e a
expressdo do BDNF (CHEN et al., 2001; ALTAR et al., 2003). Além disso, tem sido
relatado que niveis desta neurotrofina estdo reduzidos no soro e em amostras de
cérebros post mortem de pacientes com depressao, bem como a atenuagao da sua

neurogénese foi encontrada nos cérebros de animais expostos a um modelo de
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estresse crénico (IBARGUEN-VARGAS, 2008). Outrossim, foi demonstrado que a
secrecdo exdgena do BDNF promove a fungdo e o crescimento de neurbnios
serotoninérgicos em ceérebros de ratos adultos (MAMOUNAS et al., 1995) e
camundongos deficientes em BDNF também s&o deficientes em inervagao
serotoninérgica (LYONS et al., 1999).

Um importante papel tem sido atribuido ao BDNF, a neurotrofina mais
abundante no cérebro, na acdo dos tratamentos antidepressivos, sendo apoiado por
varias linhas de evidéncias. 1) Convulsdes induzidas por energia elétrica ou quimica
aumentam a expressao do BDNF e seu receptor, TrkB, no cérebro (ERNFORS et al.,
1991; ISACKSON et al., 1991). 2) A infusao local de BDNF no mesencéfalo tem efeitos
antidepressivos em dois modelos comportamentais de depresséo: o teste de nado
forcado (TNF) e os paradigmas do desamparo aprendido (SIUCIAK et al., 1994),
sugerindo que o aumento da expressdo do BDNF endbégeno pode ter efeitos
antidepressivos. 3) O estresse diminui a expressao do BDNF no hipocampo e em
outras regides limbicas do cérebro (SMITH et al., 1995), um efeito que poderia
contribuir para a atrofia que ocorre em neurbnios vulneraveis ao estresse no
hipocampo (UNO et al., 1989; WATANABE; GOULD; McEWEN, 1992; STEIN-
BEHRENS et al., 1994). A atrofia induzida pelo estresse e, em casos extremos, a
morte celular, podem contribuir para a perda do controle hipocampal do eixo HPA e
para o hipercortisolismo frequentemente exibido na depressdo (JACOBSON;
SAPOLSKY, 1991; YOUNG et al., 1991).
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Figura 2: Uma visado geral das principais moléculas neuroprotetoras e neurotéxicas envolvidas na
neuroplasticidade induzida por farmacos (antidepressivos etc.).

NA/5-HT

Membrana Celular

GSK-3p C:scata de

Legendas: (B): receptor beta-adrenérgico; (az): receptor alfa-2 adrenérgico; (TrkB): Receptor de
BDNF (ver o texto para detalhes / abreviaturas adicionais que n&o sao aqui
mencionados).

Fonte: Adaptado de BRAND; MOLLER; HARVEY, 2015

Portanto, percebe-se que o BDNF é um alvo de primordial importéancia na
neurobiologia e no tratamento da depressé&o, assim, novas estratégias de farmacos
estdo focadas no papel antidepressivo potencial do BDNF (figura 2) (BINDER e
SCHARFMAN, 2004; BRAND; MOLLER; HARVEY, 2015; PHILLIPS, 2017;
MARSHALL et al., 2018).
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1.1.4 Nucleotideos Ciclicos

As fosfodiesterases (PDE) representam novos alvos na medicina. Essas
enzimas sao metabolizadoras de nucleotideos ciclicos, alguns dos mediadores chave
de funcdes celulares no corpo e, portanto, sao sitios atrativos para modulacdes
induzidas por farmacos. Pesquisas sobre moléculas que alteram as a¢des da PDE
tem se expandido no campo da psiquiatria e das neurosciéncias, nos ultimos tempos.
Por exemplo, a introdugdo do benzodiazepinico Tofisopam que € um ansiolitico nao
sedativo, que nao atua no sitio do receptor do acido gama aminobutirico (GABA), mas
tem acgdes inibitérias na PDE, possuindo propriedades ansioliticas sem ter acdes
sedativas, anticonvulsivantes, amneésicas ou relaxantes musculares
(VASANTMEGHNA; MANGOT, 2015).

Quando um ligante se liga ao seu receptor da superficie celular, a concentragéo
de moléculas intracelulares chamadas de segundos mensageiros € alterada, o que
resulta na transmissao do sinal dentro da célula. Estes incluem adenosina 3', 5-
monofosfato ciclico (cCAMP), ions de calcio (Ca?*), diacilglicerol (DAG) e inositol 1, 4,
5-trifosfato (IP3) (RANG et al, 2016). As PDEs de nucleotideos ciclicos sdo uma
familia de enzimas onipresentes, que seletivamente hidrolisam a ligagéo 3' do fosfato
ciclico no cAMP e/ou guanosina 3’,5’-monofosfato ciclico (cGMP). O cAMP e o cGMP
sao conhecidos como o0s segundos mensageiros na cascata de sinalizagao
intracelular. Sdo moléculas ativas que sao produzidas pela acdo das enzimas adenilil
ou guanililciclase sobre o ATP e o GTP respectivamente. O cAMP/cGMP na maioria
das vezes ativam proteinas quinases especificas, que regulam a sinalizagéo celular
(Figura 3). Por outro lado, sempre que € necessario interromper a sinalizagao
intracelular, ocorre a inativacdo desses segundos mensageiros pela hidrélise das
ligagdes de fosfato ciclico pela PDE. Isso causa uma redugéo na transmissao do sinal
intracelular (BRAND; MOLLER; HARVEY, 2015; RANG et al., 2016).
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Figura 3: A. Inibicdo de PDEs leva a aumento de cAMP e cGMP culminando a expresséo de
genes relacionados a plasticidade. B. Inibicdo de PDEs pode levar a fosforilagdo de
receptores AMPA e sua incorporagao na sinapse.
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Fonte: Adaptado de MEDINA, 2011.

Atualmente, sao identificadas 11 isoenzimas de PDE. Cada isoenzima possui
varias isoformas. As PDEs sao distribuidas em quase todas as células, mas séo suas
varias isoenzimas, e isoformas, que sdo expressas diferencialmente em varios tecidos
(BOSWELL-SMITH; SPINA; PAGE, 2006).

A inibicdo das PDEs pode promover a plasticidade neuronal. Sabe-se que a
transmissao glutamatérgica leva a um aumento dos niveis intracelulares de Ca*™ e
AMPc/cGMP, desencadeando cascatas que levardo a fosforilagdo e ativagdo dos
fatores de transcricdo como a proteina de ligacao ao elemento responsivo ao cAMP
(CREB) e fator de resposta sérica (SRF) (Figura 4A). A ativacdo do CREB e/ou SRF
pode levar a expresséo de genes relacionados a plasticidade, que por sua vez
promovem as alteragdes funcionais e morfolégicas necessarias para que a
plasticidade neuronal ocorra (ATKINS et al., 1998; SILVA et al., 1998; JOSSELYN;
NGUYEN, 2005; ETKIN et al., 2006; PINTCHOVSKI et al., 2009).

Outra maneira pela qual a inibicado da PDE pode melhorar a plasticidade
neuronal é através da potencializacdo da transmissao glutamatérgica (Figura 3B). O
aumento nos niveis de cAMP/ cGMP, causado pela inibicdo da PDE, pode levar a

fosforilagdo dos receptores AMPA promovendo sua incorporacdo na sinapse
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(SERULLE et al., 2007) ocasionando a facilitagdo da transmissao glutamatérgica. Os
receptores AMPA também podem entrar e sair da membrana sinaptica afetando a
transmissao glutamatérgica, tornando os receptores do acido N-metil-D-aspartico
(NMDA) funcionais (MEDINA, 2011).

Desde os anos 80, o rolipram, inibidor seletivo da PDE4, foi investigado por
seus potenciais efeitos antidepressivos. Existem varios mecanismos possiveis pelos
quais esse efeito é alcancado. Por exemplo, estimulacdo da tirosina hidroxilase,
aumentando a disponibilidade de 3,4-diidroxifenilalanina (DOPA); aumento na sintese
e liberacdo de norepinefrina e indugdo de BDNF como um resultado da inibicdo da
PDE4 (REDROBE et al., 2014). Verificou-se ser comparavel aos antidepressivos
triciclicos em eficacia, sem os efeitos adversos anticolinérgicos perturbadores que tém
reduzido amplamente a popularidade dos antidepressivos triciclicos (BOBON et al.,
1988; REDROBE et al., 2014). Muito embora o rolipram tenha sido um protétipo para
alguns medicamentos desenvolvidos posteriormente, o fabricante o0 abandonou como
antidepressivo porque sua dosagem efetiva causou efeitos colaterais adversos
significativos. Entretanto, o rolipram pode acelerar a atividade dos proteossomas para
a eliminacdo de agregados proteicos toxicos que Ilevam a doencgas
neurodegenerativas (MYEKU et al., 2016; ACS, 2016).

Todavia, muitos estudos apontam que os inibidores de PDE4 demonstram ter
acdes antidepressivas, antipsicéticas e que aumentam a memodria em modelos de
roedores e em humanos (O'DONNELL; ZHANG, 2004; KANES et al., 2007; HALENE;
SIEGEL 2008; MUELLER; HOFMANN; CHERRY, 2010; TITUS et al. 2013; BOLGER,
2017). Um estudo realizado na india, demonstrou a eficacia do Cilostazol, um inibidor
da PDE3, em modelos de depresséo e ansiedade em camundongos (PATEL; ANAND;
BHATT, 2012). Neste estudo, o TNF e teste de suspensao da cauda foram os modelos
de depressao e o tempo de imobilidade medido indicou o efeito antidepressivo. Outro
estudo a destacar diz respeito ao inibidor da PDE2, “Bay 60-7550" que regulou os
niveis de superoxido dismutase de Cu/Zn diferencialmente no hipocampo e na
amigdala, quando administrado antes do estresse crénico. O inibidor também regulou
as anormalidades de Bax, Caspase 3 e Bcl-2, que desempenham papel importante na
apoptose (DEVAN et al., 2005).

Aliado ao estresse, o eixo HPA disfuncional ou o equilibrio
oxidativo/antioxidante também desempenham um papel muito importante na

precipitacdo/agravamento da ansiedade e da depressdo (VASANTMEGHNA,;
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MANGOT, 2015 ). Assim, a inibicdo de PDEs pode ser uma estratégia de tratamento
inovadora para desordens psiquiatricas, tais como depresséao e ansiedade, aliviando
o estresse oxidativo e modulando a maquinaria apoptética (Figura 4).

Os inibidores da fosfodiesterase tipo 5 (PDES5) sdo comumente usados para
tratar a disfuncao erétil (DE), mas também apresentam propriedades benéficas
adicionais, como os efeitos sobre a hipertensdo pulmonar e a hiperplasia prostatica
benigna (SHIM et al., 2013; LAN et al., 2018; CALOGERO et al., 2018).

Além disso, os inibidores da PDES5 sao conhecidos por serem eficazes no
tratamento de acidentes vasculares cerebrais e no déficit cognitivo. Esses
medicamentos atravessam prontamente a barreira hematoencefalica e a
administragcdo subcrénica do sildenafil demonstrou aumentar o cGMP cortical em
modelo animal. Estas concentracbes aumentadas na via intracelular ativam os
receptores NMDA, para mediar a potencializagao a longo prazo e a consolidacéo da
memoéria (SHIM et al., 2013). Os nucleotideos ciclicos tém papéis criticos na regulagéo
da plasticidade sinaptica e, consequentemente, os inibidores de PDE sao de
consideravel interesse como tratamentos para disfungdo cognitiva, depressao e
somatizacao (SHIM et al., 2013).

1.1.5 Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma — gama (PPARYy)

Dados na literatura apontam a ativagcdo dos receptores ativados por
proliferadores do peroxissoma (PPARs) como um dos mecanismos envolvidos no
contrabalanco enddégeno quando ocorre um estimulo inflamatério ou imunolégico
(GALEA et al., 2003; KAPADIA et al., 2008). Estes receptores constituem uma
subfamilia incluida na superfamilia de receptores hormonais nucleares
(HOUSEKNECHT et al., 2002), atuando como fatores de transcricdo dependentes de
ligantes, e regulando a expresséo de genes relacionados a lipidios, ao metabolismo
da glicose, a processos inflamatorios e a diferenciac&o celular (KAPADIA et al., 2008).
Os receptores PPARs sdo expressos principalmente no encéfalo e nas células imunes
periféricas (HENEKA; LANDRETH, 2007).

Estudos demonstraram que os PPARs (principalmente a isoforma PPARYy) sédo

reguladores mestres da fisiologia cerebral e potenciais alvos terapéuticos para o
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tratamento de varias condi¢cdes patologicas relacionadas a neuroinflamagao no SNC.
Assim, as funcgdes anti-inflamatoérias do PPARy receberam muita atencdo desde que
0s seus agonistas mostraram exercer um amplo espectro de efeitos protetores em
diversos modelos animais de doengas neurologica e cardiovascular (FEINSTEIN,
2003; HENEKA; LANDRETH, 2007; KAPADIA et al., 2008). Além disso, Garcia-Bueno
et al. (2005) demonstraram que tanto os ligantes sintéticos como naturais de PPARy
previnem o efeito inflamatério e as consequéncias oxidativas/nitrosativas da
exposicao ao estresse no cérebro. Waku et al. (2010) demonstraram que o0s
metabdlitos da 5-HT atuam como agonistas do receptor PPARYy na periferia, o que
indica ainda a possibilidade de uma ligacao subjacente entre as vias bioquimicas dos
transtornos de humor, do efeito pré-inflamatério e do dano oxidativo. Ademais, a
existéncia de um mecanismo pré-energético anti-citotoxico para agonistas do PPARy
no cérebro estressado também tem sido sugerido (MARTINEZ-GRAS et al., 2011).

1.2 Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio sdo produzidas de
forma continua pelas células como parte de seus processos metabdlicos. Em
condigdes fisiolégicas normais as EROs encontram-se em baixas concentragdes.
Entretanto, tém efeitos deletérios quando produzidas em excesso, 0 que gera uma
condigao patoldégica no organismo (Ahmed & Tang, 2012). Em condigdes patoldgicas,
o estresse oxidativo representa um desequilibrio entre a formagao e remocao dessas
especies, decorrente da diminuicdo dos antioxidantes enddgenos ou ainda do
aumento da geracéo de espécies oxidantes (TOUYZ, 2004; DURACKOVA, 2010). O
estresse oxidativo pode ser definido como a oxidagdo de macromoléculas biologicas
como lipideos, proteinas, DNA, carboidratos, e ocorre quando a concentracdo de
substancias oxidantes supera a concentragdo de antioxidantes (CAl; HARRISON,
2000). As EROs sao geradas principalmente por reagdo-redox em organismos Vvivos
(WANG et al., 2009).

As EROs, por definicdo, sdo moléculas ou fragmentos moleculares contendo
um ou mais elétrons desemparelhados no orbital atdmico ou molecular (Halliwell &

Gutteridge, 1999). Estas sao derivadas do metabolismo do oxigénio encontradas no
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ambiente e em todos os sistemas biologicos (TOUYZ; SHIFFRIN, 2004;
MONTEZANO, 2015). A formagéao das referidas moléculas é determinada pela perda
ou ganho de um elétron, ficando o outro desemparelhado. A formacéo das EROs
ocorre durante os processos oxidativos biolégicos, sendo assim formados
fisiologicamente nos sistemas biolégicos a partir de compostos endégenos. Da
mesma forma, podem ser oriundos do metabolismo de alguns compostos exdgenos
ao organismo, gerando diferentes radicais livres (BELLO, 2002).

As EROs possuem uma importante fungdo de defesa nos organismos vivos,
pois combatem muitos agentes infecciosos. Elas influenciam as fungdes cerebrais,
vasculares, renais e cardiacas, e podem influenciar essas fungdes por modulagao do
crescimento celular, contracao/dilatacdo e respostas inflamatérias por vias de
sinalizagcado redox-dependentes (TOUYZ; BRIONES, 2011; MONTEZANO et al.,
2015).

1.2.1 Radicais livres e mecanismos de defesa antioxidante

Por sua elevada reatividade, os radicais livres, produzidos a partir de
transferéncias de elétrons, podem reagir e formar uma série de compostos
intermediarios altamente reativos, tais como as EROs, e, obviamente, quando nao
neutralizadas, podem levar ao estresse oxidativo, exacerbar a inflamacao e promover
dano tecidual. Dentre esses radicais, destacam-se, o anion superoxido (-O27), o
peréxido de hidrogénio (H202), o radical hidroxil (OH‘), radical perdxido(ROO:)
(BELLO, 2002; LOUKIDES; BAKAKOS; KOSTIKAS, 2011); bem como as espécies
reativas do nitrogénio (ERN), tais como o 6xido nitrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO")
(MOSLEY et al., 2006).

A mitocondria € a principal organela produtora de EROs, sendo a NAD(P)H
oxidase, a maior fonte. Outras fontes enzimaticas sao capazes de gerar EROs, como
a xantina oxidase, o citocromo p450, a cicloxigenase e enzimas da cadeia respiratoria
mitocondrial. A enzima 6xido nitrico sintase (NOS) que é responsavel pela formagao
do oxido nitrico (NO), também é capaz de produzir O2" quando se encontra
desacoplada, podendo ser uma importante fonte de EROs, pela formagao de O2" e

posteriormente de ONOO- (TOUYZ, 2004). Com efeito, grande atengéo tem sido dada
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as agoes bioquimicas e moleculares do NO, em condigbes normais, assim também
como sua alteragao potencial em condi¢cdes patologicas como a depressédo (GARG;
KUMAR, 2008). Elevados niveis de ONOO-, gerado a partir da inativagdo do NO pelo
‘027, podem estar associados a fisiopatologia da depresséo induzida pelo estresse
(figura 4) (RICHARD; WANG; JELINEK, 2007; SANDERS; KORF, 2007; WEGENER
et al., 2009).

Os elementos gerados durante o metabolismo do oxigénio podem agredir os
diferentes constituintes celulares, causando danos em lipidios, proteinas e DNA
(KOHEN; NYSKA, 2002). A membrana é o constituinte celular mais vulneravel as
EROs, devido a peroxidacao lipidica e a oxidacao de proteinas, uma vez que ela é
formada por acidos graxos insaturados e proteinas, levando a alteragdes na sua
estrutura e na permeabilidade celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; LIU et al.,
2014).

Figura 4: Interrelacao entre Glutamato, o sistema cAMP/cGMP, PDE, estresse oxidativo,
dano oxidativo, monoaminas, regulagdo do humor e atuagdo dos antioxidantes e
antidepressivos
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Para se proteger e evitar os danos causados pelas EROs, o organismo
desenvolveu varios mecanismos de defesa, potenciais de neutralizagdo das acdes
dos radicais livres, chamados de antioxidantes enzimaticos e n&o enzimaticos (SINGH
et al., 2010). O mecanismo de acédo dos antioxidantes é bem variado, desde a
remogao do oxigénio do meio, varredura das EROs ou seus precursores, inibicdo da
formacédo das EROs, sequestro dos metais catalisadores da formacido de radicais
livres, aumento da geracédo de antioxidantes endégenos ou mesmo a interacédo de
mais de um mecanismo (BELLO, 2002).

O sistema enzimatico é formado por diversas enzimas, destacando-se as
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
tioredoxina. Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo exdégenos em sua maioria. Os
principais séo: os bioflavondides, vitamina C (acido ascorbico), vitamina E (alfa
tocoferol) e outras pequenas moléculas (HALLIWELL, 1999; VIRDIS et al., 2011).

As enzimas atuam como uma linha de defesa antioxidante do organismo. A
primeira linha de defesa oxidante € ocasionada pela SOD. Existem trés isoformas da
enzima SOD, a forma cobre-zinco citosoélica (CuZn-SOD, SOD1), a SOD-manganés
na mitocéndria (Mn-SOD, SOD2) e a SOD extracelular (ecSOD, SOD3) (FRIDOVICH,
1997; MONTEZANO; TOUYZ, 2012; SANDSTROM et al., 1994; SUN et al., 1995). A
SOD é responsavel por catalisar a conversao de dois radicais O2™, que sao altamente
reativos, em H202, que € um pouco menos reativo, e Oz na presencga do préton H*
(FRIDOVICH, 1995; PARAVICINI; TOUYZ, 2008; WOLIN, 2000) (Figura 5).

Em animais, o H202 formado pela SOD é detoxificado pela CAT e pela GPx. A
CAT é uma hemeproteina citoplasmatica, localizada nos peroxissomas e também no
citosol, que impede a formacao do radical hidroxil e consequente dano celular, pois
reage eficientemente com H20:2 e catalisa sua conversdo em agua e oxigénio (H20 +
0O2). A catalase esta presente em todos os tipos de células de mamiferos, porém é
uma enzima altamente especifica, pois possui atividade apenas para perdxidos de
hidrogénio, de etila e de metila (CHANCE; SIES; BOVERIS, 1979).
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Figura 5: Agdo catalisadora das enzimas antioxidantes sobre os agentes reativos.
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A catalase é muito efetiva em niveis altos de estresse oxidativo e protege as
células da producdo de H202. A suplementacdo de catalase exdgena previne a
oxidacao de GSH mediada pelo H202 (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; HECK et al.,
2010).

A GPx é uma enzima que contém selénio no seu sitio ativo, necessitando de
selénio proveniente da dieta para exercer sua atividade antioxidante. Encontra-se
tanto no citosol, como na mitocondria (matriz mitocondrial) e no meio extracelular. A
sua agao antioxidante é catalisar a redugao de H202 a agua e peroxidos organicos a
seus correspondentes alcoois as custas da conversdo de glutationa (GSH) em
glutationa oxidada (GSSG) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Em seguida, a GSH é
regenerada pela acdo da glutationa redutase (GR). Assim, ela protege células de
mamiferos contra o dano oxidativo, sendo o metabolismo da glutationa um dos mais

essenciais mecanismos de defesa antioxidantes (DIAZ-VIVANCOS et al., 2015).

1.2.2 Estresse oxidativo e depressao

Alteragdes na biologia oxidativa estdo sendo reconhecidas amplamente como
uma das causas do dano que envolve a fisiopatologia das doengas psiquiatricas
induzidas pelo estresse (BERK, 2011). O aumento do estresse oxidativo ocorre na DM
como evidenciado pela deficiéncia de mecanismos de defesa antioxidantes no plasma

em associagao com o aumento da peroxidacgao lipidica nesses pacientes (CHUNG et
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al.,, 2013). Em 2014, Palta et al. mostraram que ha uma relagao estreita entre a
depressao e o dano oxidativo do DNA. A depressao é caracterizada pela ativagao da
resposta inflamatéria com o aumento da producido de citocinas pré-inflamatérias.
Essas citocinas, induzem a geragcao das ERNs e EROs, aumentando a peroxidagao
lipidica e o dano tecidual. As ERNs e EROs contribuem para o dano tecidual e lesédo
do DNA ao reagir com biomoléculas como os lipidios, proteinas e acidos nucleicos
(GEHRMANN; ELSNER; LENZEN, 2010; DANTZER et al., 2011). Além disso, o
estresse psicolégico, que acompanha a depressao severa, € capaz de aumentar a
peroxidagao lipidica (YAGER; FORLENZA; MILLER, 2010).

Amoroso et al., em 2000, apontaram que nos disturbios do humor, o estresse
oxidativo desencadeia ou exacerba inumeras vias de danos tais como: a disfungao
mitocondrial, desregulacdo da homeostase do calcio e interrupgdo dos caminhos
energéticos, ocasionando danos nos precursores neuronais, impedimento da
neurogénese (KROEMER, 1997) e indugao de eventos de sinalizagdo na morte celular
apoptética (CREAGAN et al, 2002). Os eventos mencionados contribuem
significativamente para a fisiopatologia dos disturbios depressivos, como evidenciado
pelas alteragbes morfolégicas no cérebro, por exemplo atrofia (COTTER et al., 2002).
Para contrabalancear esses danos, existem varios mecanismos de defesa
antioxidantes no cérebro que neutralizam os danos das ERNs e EROs.

Contudo, com a depressao, a perda da eficiéncia desses mecanismos e as
alteragcdes do sistema de citocinas pro-inflamatérias resultam no aumento da
formacao de radicais livres (KIM; KIM, 2010). Além disso, as espécies reativas podem
induzir dano neuronal via deplec¢ao do sistema antioxidante n&o-enzimatico no cérebro
e reducgdo da atividade das enzimas antioxidantes como a glutationa S-transferase,
glutationa peroxidase, catalase e superoxido dismutase (LESGARDS et al., 2011).
Alguns estudos demonstram que farmacos antidepressivos apresentam supra
regulacdo da expressao génica e aumento da atividade da superoxido dismutase
(KOLLA et al., 2005; REUS et al., 2010; OMAR et al., 2011).
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1.3 Modelo experimental de Depressao

A exposicao precoce a um ambiente adverso, ao estresse ou a traumatismos
pode propiciar condi¢des que levarao os organismos a uma variedade de doengas,
desde desordens cardiovasculares até psicopatologias, que se manifestam
tardiamente na vida em humanos e em animais (WINNICOTT, 1987; BARKER et
al., 1989; JOYNT; WHELLAN; O'CONNOR, 2003; MACRI; CHIAROTTI; WURBEL,
2008). Por exemplo, Post (1992) demonstrou que em cerca de 60% dos casos, 0s
episodios depressivos sado precedidos pela ocorréncia de fatores ou eventos
traumatizantes, principalmente de origem psicossocial (POST, 1992). Outros estudos
demonstraram que os individuos que sofreram abusos fisico, sexual e emocional ou
que foram abandonados na infancia apresentam um risco aumentado de
desenvolver um transtorno emocional na vida adulta como: estresse pos-
traumatico, panico, fobias, ansiedade generalizada, hiperatividade, déficit de
atencdo, transtornos depressivos etc. (WINNICOTT, 1948; BECK, 1976; HEIM;
NEMEROFF, 2001; NEMEROFF, 2004). Isto posto, para mimetizar situacdes
comportamentais humanas em animais, a maior parte dos modelos
comportamentais animais, como os de depressao, tais como o teste do nado
forcado (TNF), o estresse perinatal, o estresse crdnico, avaliam o desenvolvimento
de alteragdes comportamentais e fisiolégicas em resposta a pré-exposicdo a
evento traumatizante inescapavel (PINTO et al., 2008).

A separagcdo materna vivida nas primeiras 24 horas apds o nascimento é
suficiente para alterar a atividade do eixo HPA e produzir, na idade adulta,
diferentes alteragdes no comportamento animal. A titulo de exemplo, a separacgao
materna altera as respostas a situagdes que envolvem medo, emocionalidade, bem
como um comportamento condicionado a uma situagao adversa (GARTSIDE et al.,
2003). Estudos mostram que ratos adultos que foram submetidos ao estresse
induzido por uma breve separacdo materna, depois do nascimento, apresentaram
uma alteragao da atividade exploratéria quando avaliados no teste de campo aberto
(MUNEOKA et al., 1994).
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1.4 Tratamento farmacolégico da depressao

Os farmacos antidepressivos sao substancias que possuem em comum a
propriedade de aliviar sintomas de depressao em seres humanos (STAHL, 2008; APA,
2014).

O tratamento da depressédo atualmente se baseia no uso de farmacos que
modulam a disponibilidade de NE, 5-HT e, em menor extensdo, de DA nas sinapses
centrais. Essa modulagao pode ocorrer por intermédio de trés mecanismos de agao:
(1) inibicado da enzima monoamina oxidase (MAO) que metaboliza as monoaminas
nos terminais nervosos; (2) bloqueio de proteinas transportadoras pré-sinapticas de
monoaminas que removem 0s neurotransmissores liberados na fenda sinaptica e (3)
interacdo com receptores pré- ou poés-sinapticos reguladores da liberagdo das
monoaminas (NEMEROFF; OWENS, 2002; BRUNTON, CHABNER; KNOLLMANN,
2017) (figura 6).

Um aumento na neurotransmissao de 5-HT e NE pode ser propiciado por meio
do bloqueio dos transportadores de 5-HT (SERT) e de NE (NET) pelos farmacos
denominados inibidores da recaptagéo de NE e 5-HT (IRSNSs), inibidores seletivos da
receptacdo de serotonina (ISRSs) e pelos antidepressivos triciclicos (ADTs). A
inibicdo da metabolizagdo de NE e 5-HT proporciona um aumento nos niveis
sinapticos desses neurotransmissores pelos inibidores da MAO (IMAOs) (RANG et al.,
2016). No tocante a DA, o farmaco bupropiona, através do bloqueio de DA (DAT),
aumenta os niveis sinapticos de DA, resultando em uma melhora na neurotransmisséo
dopaminérgica (FOLEY; DESANTY; KAST, 2006).

Cabe ressaltar que o tratamento duradouro com esses farmacos
antidepressivos pode levar a efeitos tardios, tal como a dessensibilizagédo de
receptores que induz alteragbes de longa duragdo na neurotransmissao
monoaminérgica. Ademais, a relacdo existente entre os sistemas de
neurotransmissao noradreneérgica e serotoninérgica pode promover uma modulagao
efetiva interdependente entre os dois sistemas (O'DONNELL; SHELTON, 2012).

Diversos farmacos que atuam sobre a recaptacdo e a liberacdo de
noradrenalina foram largamente utilizados no tratamento da depresséo, no entanto,
uma parcela de pacientes nado respondia satisfatoriamente a esses agentes

farmacoldgicos, em virtude dos diversos efeitos colaterais, como alteragbes na



42

condugdo do potencial de acgdo cardiaco, antagonismo dos receptores

histaminérgicos, dopaminérgicos e colinérgicos (O'DONNELL; SHELTON, 2012;
RANG et al., 2016).

Figura 6: Locais de ac&o dos antidepressivos
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Fonte: Adaptado de BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN. Goodman &
Gilman: 2017.

Para minimizar os efeitos nao terapéuticos dos antidepressivos ftriciclicos,
surgiram os inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (ISRS) que apresentam
a mesma eficiéncia, contudo, ndo sao cardiotoxicos e ndo apresentam afinidade por
receptores histaminérgicos, adrenérgicos e dopaminérgicos (BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMANN, 2017). Entretanto, uma alteracdo no metabolismo da indolamina, que
altera a biodisponibilidade da serotonina, favorece a ativagao simpatica e a liberacao
de cortisol pelas glandulas adrenais, o que pode levar a ansiedade (RICHELSON,
2001). Faz-se necessario salientar que os inibidores da recaptacdo de monoaminas
podem provocar, dentre outros efeitos adversos, nausea, anorexia, insénia, perda da
libido e frigidez e, quando usados em combinagdo com IMAOs, podem causar a
“sindrome da serotonina”, caracterizada por tremores, hipertermia e colapso

cardiovascular, podendo levar a morte (RANG et al., 2016; BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMANN, 2017).



43

Cabe ainda frisar que todos os antidepressivos, em uso atualmente, possuem
algumas limitagdes quanto a sua eficacia. Aproximadamente 40% dos pacientes
podem ser refratarios ao tratamento, independentemente da adeséo ao tratamento,
isto é, utilizacdo de doses adequadas. Além disso, ainda existe um gap de
aproximadamente duas semanas para se obter uma resposta terapéutica esperada
(NEMEROFF; OWENS, 2002; O'DONNELL; SHELTON, 2012; BRUNTON,
CHABNER e KNOLLMANN, 2017).

Além disso, o tratamento farmacoldgico da depressao é oneroso e, geralmente,
perdura por meses. Em 2011, o mercado mundial de antidepressivos chegou a US$ 7
bilhdes anualmente e, apenas no Brasil, houve um gasto de US$ 133 milhdes/ano
(GONCALVES, 2011). Em 2016, um estudo demonstrou que houve um salto de 74%
no consumo de antidepressivos em seis anos (2010-2016) no Brasil (MORAES, 2017).
Deste modo, faz-se necessario o desenvolvimento de novos farmacos que possam

atuar com menos efeitos colaterais e de forma mais seletiva, eficaz e rapida.
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1.5 Plantas medicinais e a depressao

O uso de plantas medicinais com efeitos psicotropicos tem sido registrado no
mundo inteiro. Neste sentido, estudos descrevem a atividade antidepressiva de
inumeras espécies de plantas, como a Abelmoschus manihot (GUO et al., 2011),
Hemerocallis citrina (GU et al., 2012), Annona cherimélia (MARTINEZ-VASQUEZ et
al., 2012), Hypericum perforatum (ALVES et al., 2014 ), Litsea glaucescens
(GUZMAN-GUTIERREZ et al., 2015) e a Eugenia brasiliensis Lam (COLLA et al.,
2012). Alguns componentes ativos tém sido identificados (CARLINI, 2003; ZENI et al.,
2011; ALVES et al., 2014; GUZMAN-GUTIERREZ et al., 2015), como por exemplo, 0s
compostos ativos hipericina e hiperforina (ALVES et al., 2014) da planta Hypericum
perforatum (erva-de-Sao-Joao). Estudos sobre os possiveis mecanismos de agéo dos
compostos ativos hipericina e hiperforina mostram uma modulacdo do sistema
monoaminérgico (BILIA; GALLORI; VINCIERI, 2002; WURGLICS; SCHUBERT-
ZSILAVECZ, 2006).

As plantas tém sido uma importante fonte de ingredientes terapéuticos, muitos
dos quais se estabeleceram como protétipos para a sintese de grande numero de
farmacos (CALIXTO, 2005). Por isso, na busca de novos farmacos e compostos com
atividade terapéutica, as plantas medicinais tornaram-se um insumo de grande
importancia para as industrias farmacéuticas e institutos de pesquisa (EVANS, 1996).
Dessa forma, a procura por novos compostos isolados de plantas com acgao
farmacoldgica no SNC tem aumentado muito nas ultimas décadas. Por consequéncia,
varias formulagdes farmacéuticas contendo extratos de plantas tém sido usadas na
melhora da cognicdo, ou como ansioliticos, ou ainda como antidepressivos. Cabe
ressaltar que, depois de numerosos ensaios clinicos randomizados e controlados e
testes de eficacia e seguranga, algumas dessas formulagdes foram introduzidas na
pratica clinica (LINDE et al., 2011, 2015). Estima-se que cerca de 25% dos farmacos
atualmente disponiveis foram desenvolvidos, direta ou indiretamente, a partir de
plantas medicinais (WACHTEL-GALOR; BENZIE, 2011).

Contudo, no tocante as plantas da flora brasileira, carece-se ainda de muitos
estudos para caracterizacido de inumeras plantas como medicinais, visto que o Brasil
€ 0 pais que possui a maior flora existente e biodiversidade em seu meio ambiente
(OLIVEIRA; GILBERT, 2015).
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1.6 Extrato Hidroalcodlico do carogo da Euterpe Oleracea Mart.

A Euterpe oleracea Mart., popularmente conhecida como acgaizeiro € uma
palmacea pertencente a familia Aracaceae, e nativa da regido Amazonica do Brasil,
sendo encontrada principalmente nos Estados do Para, Amazonas, Tocantins,
Maranh&o e Amapa (MUNIZ-MIRET et al., 1996). O agaizeiro atinge de 2 a 30 metros
de altura e possui folhas longas e segmentadas, flores em espiga e multiplas hastes
(que suportam em torno de 3 a 8 cachos de frutos com aproximadamente 900 frutos
por cacho), (CAMPOS; BOVI; IADEROZA, 1991, 1991; SANTOS, 2015) (Figura 8A).

Os frutos de acai s&o de cor roxa a preta e de tamanho pequeno, possuindo
em torno de 1-1,5 cm de didmetro. Além da pequena quantidade de polpa, o acai
contém uma semente (um carogo) que corresponde a cerca de 85% do tamanho do
fruto (STRUDWICK; SOBEL, 1988; PESSOA; Da SILVA; SILVA, 2007) (Figura 7B). A
polpa do fruto de acai € comumente consumida pelos povos nativos e da zona rural
(GOULDING; SMITH, 2007). Essas populag¢des tém atribuido ao fruto de agai, a casca
do tronco e as folhas da palmeira do agai, varios efeitos benéficos tais como, nas
discrasias sanguineas, disturbios do trato gastrointestinal, dor e febre (MATHEUS et
al., 2007). Hoje em dia, com a ascens&o da comercializagdo nacional e internacional
do acai, o fruto vem sendo usado na producido de inumeros produtos alimenticios,
como alimentos e bebidas a base de acai (COISSON et al., 2005; SILVA, 2008).

Estudos quimicos tém mostrado que o acgai € rico em polifendis como
epicatequina, catequina e antocianinas (cianidina 3-glucosideo, cianidina-3-
rutinosideo) e outros polifendis como (-) epicatequinas, (+) catequinas homo-orientina,
orientina, isovitexina e taxifolina deoxihexose (BOBBIO et al., 2000; POZO-INSFRAN
et al., 2004; GALLORI et al., 2004; RODRIGUES et al., 2006; GARZON et al., 2017).
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Figura 7: llustragbes da Euterpe oleracea Mart. (Agai). (A) Palmeira com cachos contendo o fruto;

(B) frutos drupaceos maduros de acgai colhidos.
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Fonte: (A) Disponivel em: https://www.embrapa.br/en/amapa/busca-de-imagens/-
/midia/3630003/acaizeiro-em-produgédo “Acesso em 10 abr. 2018"; (B) Disponivel em:
https://alfonsin.com.br/agricultores-familiares-tm-desconto-em-17-produtos/ “Acesso em 10 abr.

2018".

Estudos pioneiros realizados pelo nosso grupo demonstraram que o extrato
hidroalcéolico do carogo do agai (ASE), uma parte habitualmente negligenciada do
fruto € rico em catequina, epicatequina e procianidinas poliméricas (figura 8),
apresentando conteudo polifendlico mais expressivo que a polpa, e ainda uma agao

vasodilatadora mais intensa do que a obtida com o extrato de polpa de agai (ROCHA

et al., 2007).
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Figura 8- Analise por HPLC do ASE.
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Legenda: Os picos destacados nos tempos de eluigdo de 27, 38 e 51 min correspondem a
catequina,epicatequina e taninos condensados oligoméricos e poliméricos,
respectivamente (OLIVEIRA et al., 2015)

Nos ultimos anos, as propriedades farmacologicas do ASE, rico em polifendis,
vém sendo estudadas pelo nosso grupo e um significativo efeito vasodilatador
dependente de endotélio (ROCHA et al., 2007) foi observado. O ASE induz efeitos
anti-hipertensivo, antioxidante (ROCHA et al., 2008; DA COSTA, 2012; de BEM et al.,
2017; CORDEIRO et al., 2015), assim como efeitos anti-hiperglicémico (de OLIVEIRA
et al., 2010,; de BEM et al., 2017), hipolipidémico (de OLIVEIRA et al., 2010; 2015) e
antiinflamatério (SOARES de MOURA et al., 2012).

Os multiplos efeitos do ASE no sistema cardiovascular e metabdlico, bem como
sua agao na fome e na saciedade (DE OLIVEIRA, 2010, 2015), sugerem que o extrato
pode ter alguma atuagao no Sistema Nervoso Central, interferindo de forma indireta
ou direta na agao de neuropeptidios, como a NE e CRH, e possivelmente apresentar
alguma atividade antidepressiva. A hipétese de uma acao central do ASE é reforcada
por evidéncias recentes observadas pelo nosso grupo, que revelaram uma importante
acao antinociceptiva em modelos experimentais de dor neuropatica, com eficacia
similar a amitriptilina (Sudo et al., 2015). Seu mecanismo de agao ainda nao esta
claro, mas pode agir na modulagdo opidide, catecolaminérgica e pode atuar
indiretamente via NO (SUDO et al, 2015).

Outrossim, o ASE tem acdo sobre a resisténcia insulinica, o que pode
desempenhar um papel importante na meméria (de OLIVEIRA et al., 2010; 2015), uma

vez que um estudo recente demonstrou que a resisténcia insulinica tem papel
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importante na deméncia (LOURENCO et al., 2013). Outro estudo, desenvolvido por
Wong et al. (2013), utilizando modelo experimental para doenca de Alzheimer in vitro,
demonstrou que o suco de acai apresenta importante efeito neuroprotetor em células
PC12, inibindo a formagao de fibrilas e agregados amiloides, bem como protegendo
as células contra a exposicdo a p-amieldide 1-42. Recentemente, o flavondide
apigenina encontrado no agai foi identificado como uma biomolécula neuroprotetora
contra a doenga de Alzheimer, doenga de Parkinson e a les&o isquémica (MACHADO
et al., 2016).

Além disso, um estudo recente descreveu a eficacia do suco de agai na reducao
de convulsdes induzidas quimicamente por um agente convulsivante, o antagonista
do GABA, pentilenotetrazol (SOUZA-MONTEIRO et al., 2015). Portanto, esses dados
em conjunto, sugerem que as moléculas ativas do fruto da Euterpe Oleracea Mart.
devem possuir um potencial efeito neuroprotetor contra a progressédo de doengas
neurodegenerativas, tais como a doencga de Alzheimer, Parkinson e a epilepsia. Dessa
forma, sugere-se que o acgai pode apresentar relevantes atividades protetoras ao
organismo possivelmente atuando contra doengas neuropsiquiatricas como a
depressao.

Estudos recentes tém sugerido uma conexao entre o consumo de frutos e as
alteragdes relacionadas com a idade na cognigdo e no funcionamento neuronal.
Frutos contendo componentes polifendlicos, tais como flavonoides, parecem mitigar
déficits cognitivos relacionados com a idade, através de mecanismos antioxidantes e
anti-inflamatério ou via efeitos diretos no cérebro (CAREY et al., 2017). Estudos
envolvendo ratos idosos demonstraram a capacidade de frutos ricos em polifendis (por
exemplo, blueberry, strawberry, uvas Concord, etc.) em reverter ou aliviar os déficits
relacionados a idade no que diz respeito as tarefas cognitivas, incluindo as que
requerem o uso de memoria e aprendizagem espaciais (MALIN DH et al., 2011;
SHUKITT-HALE B, 2006; SHUKITT-HALE et al., 2009). Em um estudo comparativo
entre Euterpe oleracea e a Euterpe precatoria, Carey et al. (2017) demonstraram que
apenas a suplementacado dietética com Euterpe oleracea foi associada a uma
melhora, tanto na memoria de referéncia quanto na memoaria de trabalho, em ratos
submetidos ao teste do labirinto aquatico de Morris (CAREY et al., 2017), apesar da
Euterpe precatéria apresentar maior conteudo polifendlico (ODENDAAL, 2014;
POULOSE, 2014).
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Esses achados como um todo sugerem um importante potencial do ASE, como
uma planta medicinal, com propriedades farmacologicas uteis para um possivel uso
terapéutico no tratamento de doencgas cardiometabdlicas, assim como, as que afetam
o SNC. Baseando-se nas evidéncias recentes de uma possivel acdo neuroprotetora
da Euterpe oleracea, acreditamos que o ASE possa desempenhar um efeito relevante
no SNC, com beneficios sobre a depresséo.

Portanto, com base nesses achados e dos estudos do nosso grupo que
sugerem uma possivel agado central do ASE, torna-se importante avaliar possiveis

efeitos benéficos do ASE sobre a depresséo.



2 OBJETIVO DO ESTUDO

21 Objetivo Geral

O presente trabalho visa avaliar a agao antidepressiva do ASE (extrato
hidroalcodlico de caroco de acgai) em ratos Wistar adultos submetidos a Separacgao
materna unica (SMU) ou crénica (SMC) e nado submetidos a nenhuma separagao
(controles - CON), através de suas ag¢des sobre parédmetros comportamentais,

moleculares e bioquimicos.

2.2 Objetivos Especificos

Como objetivos especificos o presente trabalho visa avaliar:

v" O tempo de imobilidade (teste de Porsolt) dos ratos tratados ou ndo com ASE ou
Fluoxetina;

v A atividade locomotora (teste de campo aberto) de ratos tratados ou ndo com ASE
ou Fluoxetina;

v A expressao das proteinas BDNF, pr6-BDNF, GR, PDE5, PPAR-y (no hipocampo)
e das proteinas GR, PDE5 e PPAR-y (no hipotalamo);

v" A peroxidacgao lipidica (MDA), a carbonilagdo de proteinas e a atividade das
enzimas antioxidantes, SOD, catalase e GPx em homogenato do tronco encefalico;

v A produgao de NO em homogenato do tronco encefalico;

v' Medida das proteinas TrkB (homogenato do hipotalamo), GR e CRH (plasma);

v' Medida das catecolaminas NA e DA (glandula adrenal).



3 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos descritos a seguir, foram previamente aprovados, pelo
Comité de Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ (CEUA/069/2012), que segue as
diretrizes adotadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), de acordo com a Lei n 11.794, sancionada em 2008. Todos os
experimentos foram realizados para minimizar o numero de ratos e, o sofrimento

causado pelos procedimentos.

3.1. Preparo do extrato hidroalcodlico do caro¢o da Euterpe oleracea Mart.

Utilizamos frutos da planta Euterpe oleracea Mart. (acgai), provenientes de
Belém, fornecidos pelo nosso colaborador Professor Dr. Pergentino José Cunha
Souza, docente da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Para. Apds a
lavagem dos frutos, aproximadamente 200 g de carogo foram separados, triturados,
embebidos em 400 mL de agua destilada e entdo fervidos por cinco minutos.
Imediatamente apdés a fervura acrescentou-se 400 mL de etanol. O extrato
hidroalcodlico foi guardado em geladeira e agitado periodicamente por 2 a4 h ao longo
de 10 dias. Ao final deste periodo, o extrato foi filtrado em papel de filtro tipo xarope e
posteriormente em papel de filtro tipo Whatman numero 1. Posteriormente, todo o
etanol foi evaporado a baixa pressao na temperatura de 50° a 60°C. O residuo foi
liofilizado e mantido a -20°C até o uso (Rocha et al., 2007) (Figura 9). Apds o preparo
de todos os extratos, o conteudo de polifendis foi medido por Folin Ciocalteau, assim
como, o seu potencial vasodilator verificado através da reatividade vascular, essas
medidas sao utilizadas como controle de qualidade e viabilidade do extrato para a
posterior utilizacdo. A dose tdxica de administracdo do ASE é a partir de 1,5 g/kg

(dados néao publicados).
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Figura 9. Processamento do extrato hidro-alcodlico do carocgo de agai (ASE). (A) Fruto do acai; (B)
Carogo do agai; (C) Extrato pronto, ja evaporado e liofilizado, diluido em H20O destilada [100 mg/mL].
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Fonte: DA COSTA, 2012.

3.2. Animais

Ratas Wistar nuliparas normotensas com trés meses de idade (250-300g) de
nossa proépria colénia foram usadas. Os animais foram mantidos no biotério do
Departamento de Farmacologia e Psicobiologia da UERJ, com acesso livre a comida
e agua potavel ad libitum, em uma sala sob controle ambiental: ciclo claro-escuro (12h
claro/ 12 h escuro; claridade das 6:00 as 18h), com temperatura em torno de 23+1°C;
por um periodo de aclimatizacéo de pelo menos duas semanas. Apds esse periodo,
durante o acasalamento as ratas foram mantidas em gaiola padrao de laboratério (39
cm comprimento x 32 cm largura x 16 cm altura) e acasaladas na proporg¢ao de trés
fémeas para um macho. Apos a constatagcédo da gravidez, as fémeas gravidas foram
separadas em gaiolas individuais (29 cm comprimento x 18 cm largura x 12 cm altura),
e observadas diariamente para a monitorizagdo do nascimento dos filhotes. As
ninhadas selecionadas para uso nos experimentos foram provenientes de maes que
tiveram entre 8 a 12 filhotes com o objetivo de tornar mais homogéneo o aleitamento
e o0 padrao de cuidado dos filhotes. No dia do nascimento dos filhotes, os animais
excedentes foram excluidos do estudo e cada rata amamentou somente oito (8)
filhotes (concordando com o numero de mamilos) e os filhotes (machos e fémeas)
foram mantidos juntos durante todo o experimento, em gaiolas (39cm comprimento x
32cm largura x 16¢cm altura). Os filhotes foram submetidos a separagao materna unica

(SMU), sofreram a separacao no dia seguinte ao nascimento (PN 2). Os filhotes que



53

foram submetidos a separacdo materna cronica (SMC), sofreram a separagéo no dia
PN2 durante 3 semanas por um periodo de 3 horas. Em PN21 os filhotes foram
separados das progenitoras, sendo mantidos na mesma caixa até completarem a
idade de PN30 (inicio da adolescéncia) (Adriani et al., 2002). Desta data em diante,
0s animais foram separados por sexo em gaiolas com no minimo 2 € no maximo 4
animais, sempre do mesmo sexo. Durante todo o periodo experimental, nenhum
animal ficou sozinho em gaiola no biotério. Neste estudo, usamos apenas os animais

machos como objeto de estudo.

3.2.1 Delineamento experimental

Noventa e cinco (95) ninhadas foram utilizadas neste estudo. Apdés o desmame,
cada animal foi identificado, marcado no rabo com caneta de tinta atoxica e alocado
em gaiola com trés outros animais, com todo controle das ninhadas, identificando
todos os irmaos.

Todos o0s animais comegaram a ser tratados a partir do dia PN76, e a partir do
dia PN106 os testes comportamentais iniciaram-se.

Dessa forma, trabalhamos com os seguintes grupos experimentais:

1) Grupo Controle (CON) (agua; por gavagem);

2) CON+ASE (200 mg/Kg/dia; por gavagem);

3) CON+FLU (10mg/Kg; por gavagem);

4) SMU (agua; por gavagem);

5) SMU+ASE (200 mg/Kg/dia; por gavagem);

6) SMU+FLU: (10mg/Kg; por gavagem);

7) SMC (agua; por gavagem);

8) SMC+ASE (200 mg/Kg/dia; por gavagem);

9) SMC+FLU (10mg/Kg; por gavagem).

Os grupos tratados com ASE ou fluoxetina receberam o tratamento por
gavagem. Assim, os animais dos grupos controle (CON), SMU e SMC também foram
submetidos ao procedimento de gavagem com a agua destilada, veiculo dos
tratamentos, para mimetizar o mesmo estresse dos demais. O periodo de tratamento

iniciou-se a partir do dia PN106 e se estendeu até o dia PN116.
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Todos os animais foram submetidos aos testes de Porsolt e Open field. Ao final
de todos os testes comportamentais os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e os tecidos de interesse (hipocampo, tronco-encefalico, glandula adrenal e
sangue) foram coletados para analises posteriores. Ao todo foram utilizados 22
animais do grupo CON, 17 animais do grupo ASE, 28 animais do grupo FLU, 14
animais do grupo SMU, 13 animais do grupo SMU+ASE, 16 animais do grupo
SMU+FLU, 15 animais do grupo SMC, 13 animais do grupo SMC+ASE e 17 animais
do grupo SMC+FLU.

3.2.2 Separacio Materna Unica e Crénica

No segundo dia apos o nascimento, os filhotes foram removidos das méaes e
colocados em uma nova gaiola sem maravalha em outra sala a temperatura de 22°C.
Toda prole fémea foi excluida do estudo e cada rata amamentou somente oito (8)
filhotes machos. Os procedimentos de separagao que representam o estresse pos-
natal consistiram em: (a) separagdo materna unica (SMU), com uma duracgéo de oito
minutos e em seguida os filhotes foram devolvidos a sua gaiola de origem para suas
respectivas maes e (b) separagdo materna crénica (SMC), com uma duragao de trés
horas e em seguida os filhotes foram devolvidos a sua gaiola de origem para suas

respectivas maes, por um periodo de 3 semanas.

3.3 Testes de comportamento

Os animais dos diferentes grupos experimentais foram submetidos a testes
comportamentais, a partir do PN106. Todos os testes foram filmados e analisados
posteriormente. Antes dos testes comportamentais serem iniciados, os animais foram
levados a sala de testes, permanecendo por 15 minutos, a fim de promover uma
aclimatacao no local da sala de testes, objetivando assim o comprometimento das

analises comportamentais. No momento do teste, o animal & colocado no
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equipamento e permanece sozinho na sala. Apds cada teste, o animal era retirado do
equipamento, o qual era limpo com papel toalha e alcool etilico hidratado 70 °GL para
remover urina, fezes e odores deixados pelo animal avaliado. Os testes eram
realizados sempre no periodo da manha e no periodo da tarde; foi efetuado apenas
um tipo de teste por dia. Foram utilizados protocolos de testes comportamentais para
controle dos testes realizados e identificagdo do animal testado, contendo neste
protocolo informacgdes, tais como dia e horario da realizagdo de cada teste (ANEXO
1). Os testes realizados por cada animal foram filmados, utilizando para isso camera
flmadora Sony Standard Definition DCR-PJ6 (Preta com LCD de 2,7”, Zoom Optico
70x, Estabilizador de Imagem, Projetor Integrado 60' + Cartdo de 16GB). As analises
dos videos foram realizadas pelo pesquisador através do programa ACC PlusM 102
Avaliagcdo Computadorizada de Comportamento, desenvolvido no laboratério de
neurofisiologia (DCF/IBRAG/UERJ). Para avaliagdo do teste de ansiedade e do teste
de Porsolt foi utilizado: ACC PlusM 102 e Anl Plus M Ext 102, e para o teste de busca
por novos estimulos: ACC OpF HB Rat e Anl OpF HB Rat Ext, possibilitando assim a

transformacao de dados qualitativos em dados quantitativos.

3.3.1 Teste do campo aberto

O modelo consiste em colocar os animais para se locomoverem livremente,
individualmente, no centro de uma caixa quadrada de madeira (72cm x 72cm, 40cm
de altura), dividida em 16 quadrantes (18cm x 18cm), por um periodo de 5 min.
Durante esse periodo, sdo contados os numeros de cruzamentos que o animal faz
entre os quadrantes, sendo que cada cruzamento s6 € contado quando o animal
atravessa com as quatro patas de um quadrante para o outro. O numero de
cruzamentos realizado por cada animal nesse periodo serviu como indice de sua

atividade locomotora.
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3.3.2 Teste do nado forcado (teste de Porsolt)

O Teste de Porsolt consiste em submeter os animais a uma sessao de nado
forcado de 15 minutos (pré- teste), seguido por uma sessao de 5 minutos (teste)
depois de 24 horas (MEZADRI et al., 2010) (Figura 10). Para a realizagao do nado, os
animais foram colocados individualmente em um cilindro (altura=40 cm; didmetro=
15cm) contendo 20 cm de agua na temperatura de 25°C + 1° de onde ndo conseguiam
escapar e nem se apoiar no fundo do cilindro. A variavel analisada € o tempo de
imobilidade. O animal foi considerado imoével quando permaneceu flutuando na agua,
fazendo apenas movimentos suaves necessarios para manter a cabeca acima da

agua.

Figura 10 - Vista lateral do teste de Porsolt; Figura 11 - Vista superior do campo aberto
Rato com postura tipica de imobilidade

Fonte: O autor, 2018. Fonte: O autor, 2018.

Os animais, um por vez, foram colocados numa esquina do campo aberto onde
o0 numero de cruzamentos com as quatro patas (atividade locomotora espontanea;
ALE) foi registrado durante um tempo de 5 minutos (figura 11). As variaveis registradas
foram: o tempo gasto na periferia (locomogéao periférica) e o tempo gasto na area

central (locomogao central).
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3.4. Analise da expressao de proteinas por Western Blotting

O hipotalamo e o hipocampo foram homogeneizados em tampao de lise (Tris-
HCI 50 mM, NaF 50 mM, NaCl 150 mM , EDTA 5 mM, Triton x100 e SDS 0,1%, pH
7.4) com 1 pl de coquetel de inibidores de proteases (Complete™ Protease
InhibitorCocktail Tablet, EDTA-free, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA)
e centrifugados trés vezes (13000 rpm, 4°C por 25 min).

A concentragao proteica foi determinada usando ensaio colorimétrico do kit
BCA ProteinAssay (ThermoScientific Inc., Barrington, IL, EUA), seguindo as
recomendacgdes do fabricante e a leitura foi realizada a 540 nm. As amostras foram
desnaturadas em tampao de amostras (Tris-HCI 50 mM, pH: 6,8, 1% SDS, 5% 2-
mercaptoetanol, 10% glicerol e 0,001% azul de bromofenol) e aquecidas a 95°C por 5
min. Em seguida, as amostras foram analisadas em condicdo desnaturante por
eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE).
Foram aplicados 20 ug de proteina do homogenato em pogos no gel de 10% de
poliacrilamida para eletro-separagao, de acordo com o tamanho e carga da proteina.
Em seguida, as proteinas foram transferidas por eletroforese para membranas de
nitrocelulose (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA).

Para inibir ligagdes inespecificas do anticorpo, as membranas foram incubadas
(172 h) em T-TBS acrescido de albumina a 5% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
por 90 min. Posteriormente, as membranas foram lavadas com T-TBS e incubadas
com o anticorpo primario especifico para cada proteina (overnight, a 5°C): anti-BDNF
(1:1000), anti-GR (1:1000), anti-PDE5 (1:1000) e anti-PPAR-y (1:1000). O anticorpo
constitutivo utilizado para todas as membranas foi o anti-p actina (1:500) (Anticorpos
da Santa Cruz Biotechnology Inc.; CA, EUA). Apés este periodo, as membranas foram
lavadas e incubadas com o anticorpo secundario biotinilado (1:1000) por 40 minutos
(25°C) sob agitagdo constante. Posteriormente, as membranas foram lavadas e
incubadas com estreptavidina (1:1000), por 40 minutos sob agitacdo constante. As
membranas foram lavadas novamente com T-TBS e tratadas com kit de
quimioluminescéncia (ECL-plus; Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ,
EUA) e as imagens das bandas foram obtidas com o sistema ChemiDoc XRS de

imagens moleculares (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).
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As imagens das bandas foram analisadas e quantificadas com auxilio do
programa Adobe Photoshop Elements 11, versdo: 11.0 (Adobe Systems

Incorporated).

3.5. Determinagao por Imunoensaio enzimatico (Elisa)

A determinacédo da concentragdo plasmatica do CRH e do GR foi realizada
através dos kits comerciais “Rat CRH (Corticotropin Releasing Hormone) ELISA Kit,
Catalog No : E-EL-R0270” e “Rat GR(Glucocorticoid Receptor) ELISA Kit, Catalog
number:E-EL-R0422” da ELABSCIENCE, segundo as instrugdes do fabricante.

A determinacdo quantitativa da concentragdo do TrkB foi feita a partir do
homogenato do hipotalamo e foi realizada através do kit comercial “Rat TRKB
(Tyrosine receptor kinase B) ELISA Kit, Catalog No: MBS2512413” da MyBioSource,
segundo as instrugdes do fabricante.

A determinacao das catecolaminas NA e DA foi feita a partir do homogenato da
glandula adrenal e foi realizada através do kit comercial “3-CAT (Research) ELISA,

Catalog no: IB89156”, seguindo as instru¢des do fabricante.

3.6 Ensaios préo-oxidantes

3.6.1 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Este método é utilizado para a avaliacido do estado de oxidacdo dos acidos
graxos em sistemas biolégicos. O dano em lipideos de membrana é determinado pela
formagdo de subprodutos da peroxidacdo lipidca (malondialdeido-MDA), que sé&o
substancias reativas ao aquecimento do acido tiobarbiturico (TBA) formadas durante
a peroxidagao em sistemas de membranas e microssomos. MDA reage com o TBA

gerando um produto colorido réseo lido em espectrofotdmetro (532 nm). Esta
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padronizagao foi realizada utilizando a técnica descrita por Draper e Hadley (1990) e
adaptada para medida em plasma.

Foram utilizados 200 pL de homogenato de tronco encefalico para 400 pL de
acido tricloroacético (TCA). As amostras foram centrifugadas por dez min em 1000
rom a 4°C. Separou-se 500 uL do sobrenadante em um tubo de ensaio com tampa e
adicionou 500 yL de TBA (0,67%). Os tubos foram colocados em um banho seco
(100°C) por trinta minutos. Deixou-se esfriar por cinco minutos e posteriormente foi
feita a leitura em espectrofotdmetro (532 nm; Ultrospec 2100 Pro, Amersham

Biosciences, Buckinghamshire, UK).

3.6.2 Carbonilacido de Proteinas

Este método é utilizado para dosagem de oxidagdo de proteinas e se baseia
no principio de que varios radicais livres atacam residuos de aminoacidos de
proteinas, (histidina, arginina, lisina e prolina) para produzir produtos com o grupo
carbonil, o qual pode ser medido através da reagao com 2,4-dinitrofenilhidrazina. O
conteudo de carbonil é determinado por espectrofoto metria em 370 nm usando um
coeficiente 22.0000 molar'em nmol/mg de proteinas, como descrito por Levine et al.
(1990).

Foram utilizados 100uL de homogenato de tronco encefalico em duplicata.
Foram realizadas lavagens com solucdo de TCA 10% e etanol-acetato de etila. Em
cada lavagem as amostras foram centrifugadas por 2 min a 2000 rpm, e descartado o
sobrenadante. Uma parte das amostras foi incubada com 2,4-dinitropheniylhydrazine
e outra parte incubada com HCI 2 M por 1. Em seguida, adicionou-se a solugéo de
TCA 10% , sendo as amostras posteriormente centrifugadas e o sobrenadante
descartado. Todas as amostras foram incubadas com guanidina 6 M, centrifugadas
por 3 min a 5000 rpm e foi realizada a leitura da absorvancia do sobrenadante em
espectrofotometro (370 nm; Ultrospec 2100 Pro, Amersham Biosciences,

Buckinghamshire, UK).
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3.7 Atividades das enzimas antioxidantes

A medida da atividade das enzimas antioxidantes superoxido desmutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), foi realizada em homogenato
de tronco encefalico preparados com tampao fosfato (NaCl 5,84 g, NaH2PO4 13,8 g,
Na2HPO4 26,8 g, KCI 7,45 g, EDTA 2,28 g) em pH: 7 4.

3.7.1 Medida da Superéxido Dismutase

O produto resultante da reacéo catalisada pela SOD é o H202 que deve ser
retirado do meio o mais rapido possivel. Uma unidade de enzima é definida pela
quantidade transformada em 1 ymol de substrato por minuto. A atividade enzimatica
foi estimada pela inibicio da autooxidacdo da adrenalina medida
espectrofometricamente (480 nm). A adrenalina é oxidada pelo O2- para formar um
produto réseo, adrenocromo. Esta padronizagao foi realizada utilizando a técnica
descrita por Bannister e cols. (1987) e adaptada para o tecido encefalico.

Foram utilizados 20, 40 e 60 uL de cada amostra de homogenato de tronco
encefalico em cubetas separadas. As amostras foram incubadas com 1940 uL de
tampao glicina (3,75 mg/mL de agua destilada) e 60 uL de noradrenalina (19 mg/mL
de agua destilada). Também foram adicionados 20 uL da enzima catalase (1,2 mg/ml
de agua destilada) ao meio para retirar o peréxido de hidrogénio formado pela reagéo
catalisada pela SOD. A concentragdo de adenocromo foi medida
espectrofotometricamente (480 nm; Ultrospec 2100 Pro, Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK) em um intervalo de cento e oitenta segundos.

Para o calculo foi utilizado o alfa da reta de cada amostra em todas as
concentracdes utilizadas em planilha do excel. Os resultados foram ponderados em

mg de proteina.
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3.7.2 Medida da catalase

A catalase € uma hemoproteina que catalisa a degradacao do H202. Na reacéo,
uma das moléculas de H202 € oxidada a oxigénio molecular e a outra é reduzida a
agua. Este método mede a atividade da enzima produzida pelas células e organelas
em resposta a quantidade de H202, medido pelo espectrofotdmetro. A atividade da
enzima, portanto, foi avaliada através do consumo de peréxido de hidrogénio pela
reacao.

Foram utilizados 50 uL de homogenato de tronco encefalico em cubetas
separadas (quartzo). As amostras foram incubadas com 2 mL de tampao fosfato e
peréxido de hidrogénio (0.16%). A concentracdo de H202 foi avaliada durante
sessenta segundos por espectrofotometria (240 nm; Ultrospec 2100 Pro, Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, UK) em um intervalo de sessenta segundos (Aebi,
1984).

3.7.3 Medida da Glutationa Peroxidase

A GPx é uma enzima selénio-dependente que catalisa a redugdo do H202 e
hidroperdxidos organicos (ROOH) para H20 e alcool, usando a glutationa (GSH)
como doador de elétrons. Ela esta localizada tanto no citosol quanto na matriz
mitocondrial. A determinagdo da atividade da GPX foi realizada a partir da taxa de
decaimento da NADPH, determinada por espectrofotometro, no comprimento de onda
de 340 nm.

Foram utilizados 100 uL de homogenato de tronco encefalico em cubetas
separadas. As amostras foram incubadas com 1550 uL de tampéao fosfato, glutationa
reduzida (2 mM), GR (0.11 mg/mL) e azida sédica (0,065 mg/mL) durante dez minutos.
Apds o tempo de incubagao, 200 uL de NADPH (10 mM) foi adicionado ao meio e
foram realizadas as leituras em um intervalo de cento e oitenta segundos.
Posteriormente, 200 uL de H202 (3%) foi adicionado e uma nova leitura foi realiza por

duzentos e quarenta segundos. O decaimento da NADPH foi determinado por
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espectrofotometria (340 nm; Ultrospec 2100 Pro, Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK). Esta padronizagao foi realizada utilizando a técnica descrita

por Flohé e Gunzler (1984) e adaptada para o os tecidos estudados.

3.8 Medida de nitrito

Como o NO possui um tempo de meia vida muito curto, a determinacéo da
producao deste radical € mensurada pela formacao do nitrito (NO2), um produto de
degradacéao estavel e ndo volatil. A dosagem de nitrito pode ser realizada pelo método
de Griess, no qual o principio de reagao € baseado na formag¢ao de um azo composto.
Neste método, o nitrito primeiramente reage com a sulfanilamida em meio acido para
formar um composto intermediario, o sal diazénio. Em seguida, este sal reage com N-
naftil-etilenodiamina (NED), formando um composto azo estavel de coloragao purpura,
lido no comprimento de onda de 540 nm (Green et al., 1982; Sun et al., 2003).

Solugao 1: sulfanilamida 1% em solucao de acido fosférico 2,5%.

Solugao 2: N-naftil-etilenodiamina 0,1% em solugao de acido fosforico a 2,5%.

Para a reagao, foram adicionados100 uL de homogenato de tronco encefalico
em 50 uL da solugao 1. Apés um tempo de dez minutos foram adicionados 50 uL da
solucdo 2. Apdés a homogeneizagdo, a leitura foi realizada a 540 nm em
espectrofotdmetro ou leitor de microplacas. O resultado foi representado em uM (ou

mMol)/ mg proteina.



4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média = erro padrao da média (EPM). O
programa GraphPadPrism (GraphPad Software, CA USA) foi utilizado para as
analises estatisticas e para obtencdo dos graficos. Os dados foram analisados
utilizando-se one- way analysis of variance (ANOVA), para comparar as diferengas
entre os diferentes grupos experimentais, com posterior uso do pods-teste Tukey,
sendo considerados significativos quando p<0,05.

Para as analises dos testes comportamentais, a analise quantitativa foi iniciada
com a verificagdo da normalidade das distribuicdes das variaveis comportamentais
pelo teste Kolmogorov-Smirnov para umaamostra (K-S). Tanto no teste de Porsolt
como no teste de campo aberto, foirealizada uma ANOVA univariada (ANOVAu) onde
o fator analisado foi GRUPO e a variavel principal no teste de Porsolt foi o tempo de
imobilidade e no tempo de campo aberto, o tempo gasto na periferia (locomogao
periférica) e o tempo gasto na area central (locomogédo central). Para analisar e
destacar as diferencas entre dois grupos, foi utilizado o Teste-t de Student n&o

pareado.



5 RESULTADOS

5.1 Testes comportamentais

5.1.1 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre o tempo de imobilidade

em ratos controles submetidos ao teste de Porsolt

Para a analise do fator GRUPO (CONTROLE, ASE, FLUOXETINA) sobre a
variavel “tempo de imobilidade” foi utilizada a ANOVA que demonstrou um efeito
significativo de GRUPO (p < 0,05). O efeito de GRUPO na variavel analisada esta
apresentado na tabela 1 abaixo:

Tabela 1 - Efeito de GRUPO na variavel “tempo de imobilidade” medida pelo teste de
Porsolt

Tempo de imobilidade F=4,596;gl=2;,p=0,0185

Fonte: O autor, 2018.

Nos grupos ASE e FLU houve uma redugéao (p<0,05) no tempo de imobilidade
em relagdo ao grupo controle (CON) (Figura 12). Contudo, o tratamento com ASE né&o

modificou o tempo de imobilidade quando comparado ao grupo FLU (Figura 12).
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Figura 12 — Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre o tempo de imobilidade

em ratos submetidos ao teste de Porsolt.
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Legenda: Animais controles sem tratamento (CON), animais controles tratados com ASE
(CON+ASE), animais controles tratados com fluoxetina (CON+FLU).
Notas: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da media, n=10 ratos Wistar
machos por grupo. Para todos os grupos *p<0,05 em relagéo ao grupo CON,
conforme determinado pelo método one-way ANOVA.

Fonte: O autor, 2018.

5.1.2 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre o tempo de imobilidade

em ratos submetidos a separacdo materna cronica no teste de Porsolt

Para a analise do fator GRUPO (CONTROLE, SMC, SMC+ASE e SMC+FLU)
sobre a variavel “tempo de imobilidade” foi utilizada a ANOVAu que demonstrou um
efeito significativo de GRUPO (p < 0,05). O efeito de GRUPO na variavel analisada

esta apresentado na tabela 2 abaixo:
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Tabela 2 - Efeito de GRUPO na variavel “tempo de imobilidade” medida pelo teste de
Porsolt em animais submetidos a SMC

Tempo de imobilidade F=13,55;gl=3; p=0,0001
Fonte: O autor, 2018.

Nos grupos SMC, SMC+ASE e SMC+FLU houve uma redugdo (p<0,05) no
tempo de imobilidade em relagao ao grupo controle (Figura 13).

O tratamento com a fluoxetina reduziu (p<0,05) o tempo de imobilidade no
grupo SMC+FLU quando comparado ao grupo SMC (Figura 13). Contudo, o
tratamento com ASE ndo modificou o tempo de imobilidade quando comparado ao
grupo SMC (Figura 13).

Figura 13 — Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre o tempo de imobilidade

em ratos submetidos ao teste de Porsolt.
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Legenda: Animais controles sem tratamento (CON), animais submetidos a separagao
maternal crénica (SMC), submetidos a separagdo maternal cronica tratados com
ASE (SMC+ASE), submetidos a separagdo maternal crbnica tratados com
fluoxetina (SMC + FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em média £ erro padrdo da media, n=10 ratos Wistar
machos por grupo. Para todos os grupos *p<0,05 em relagdo ao grupo CON.
+p<0,05 em relagéo ao grupo SMC, conforme determinado pelo método one-way
ANOVA.

Fonte: O autor, 2018.
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5.1.3 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre o tempo de imobilidade

em ratos submetidos a separacido materna unica no teste de Porsolt

Para a analise do fator GRUPO (CONTROLE, SMU, SMU+ASE e SMU+FLU)
sobre a variavel “tempo de imobilidade” foi utilizada a ANOVAu que demonstrou um
efeito significativo de GRUPO (p < 0,05). O efeito de GRUPO na variavel analisada

esta apresentado na tabela 3 abaixo:

Tabela 3 - Efeito de GRUPO na variavel “tempo de imobilidade” medida pelo teste de
Porsolt em animais submetidos a SMU

Tempo de imobilidade F=9, 378; gl=3; p=0,0001

Fonte: O autor, 2018.

No grupo SMU+FLU houve uma redugéao (p<0,05) no tempo de imobilidade em
relacdo aos grupos CON, SMU+ASE e SMU (Figura 14). Contudo, o tratamento com
ASE nao modificou o tempo de imobilidade quando comparado ao grupo SMU (Figura
14). No tocante ao grupo SMU, notou-se uma redugao significativa no tempo de
imobilidade quando comparado com o grupo CON pelo teste T ndo pareado (Figura
14).
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Figura 14 — Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre o tempo de imobilidade

em ratos submetidos ao teste de Porsolt.
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Legenda: Animais controles sem tratamento (CON), animais submetidos a separagao
maternal unica (SMU), submetidos a separagdo maternal Unica tratados com ASE
(SMU+ASE), submetidos a separagao maternal unica tratados com fluoxetina
(SMU + FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da media, n=10 ratos Wistar
machos por grupo. Para todos os grupos *p<0,05 em relagdo ao grupo CON.
+p<0,05 em relagdo ao grupo SMU, #p<0,05 em relagdo ao grupo SMC+ASE
conforme determinado pelo método one-way ANOVA, ep<0,05 em relagdo ao
grupo CON conforme determinado pelo teste T de Student n&o pareado.

Fonte: O autor, 2018.

5.1.4 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a atividade locomotora de

ratos controles submetidos ao teste de campo aberto

Para a analise do fator GRUPO (CONTROLE, ASE, FLUOXETINA) sobre a
variavel principal “tempo de locomog¢ao na periferia” ou a variavel principal “tempo de
locomogédo no centro” foi utilizada a ANOVA que ndo demonstrou nenhum efeito
significativo de GRUPO. O efeito de GRUPO em cada variavel analisada esta

apresentado na tabela 4 abaixo:
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Tabela 4 - Efeito de GRUPO na variavel “atividade locomotora” medida pelo teste de campo
aberto em animais submetidos a SMU

Tempo de locomogao na periferia F=0,2922;gl=2;,p=0,7489

Tempo de locomogao no centro F=0,2922;gl=2;,p=0,7489

Fonte: O autor, 2018.

Nao foi observada diferenga entre o grupo ASE e controle (CON) e nem entre

o grupo FLU e controle no que diz respeito as duas variaveis tempo de locomogao na

periferia e tempo de locomogéo no centro (Figura 15).

Figura 15 — Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a atividade locomotora

em ratos submetidos ao teste de campo aberto.
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Legenda: Animais controles sem tratamento (CON), animais controles tratados com ASE
(ASE), animais controles tratados com fluoxetina (FLU).
Notas: Os valores estdo expressos em média + erro padrdao da media, n=10 ratos Wistar
Machos por grupo. Os resultados sdo conforme determinados pelo método
one-way ANOVA.
Fonte: O autor, 2018.
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5.1.5 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a atividade locomotora
de ratos submetidos a separacdo materna cronica no teste de campo aberto

Para a analise do fator GRUPO [(CONTROLE, SMC, SMC+ASE, SMC+FLU)
sobre a variavel principal “tempo de locomoc¢ao na periferia” ou a variavel principal
“tempo de locomogéao no centro” foi utilizada a ANOVAu que ndo demonstrou nenhum
efeito significativo de GRUPO. O efeito de GRUPO em cada variavel analisada esta

apresentado na tabela 5 abaixo:

Tabela 5 - Efeito de GRUPO na variavel “atividade locomotora” medida pelo teste de
campo aberto em animais submetidos a SMC

Tempo de locomogao na periferia F=0,09638;gl=3;p=0,4192

Tempo de locomogao no centro F=0,2922;gl=2;p=0,7489
Fonte: O autor, 2018.

Nao foram observadas diferengas estatisticas no tempo de locomogéao no
centro e na periferia da arena entre os diferentes grupos estudados (Figura 16A e
16B).
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Figura 16— Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a atividade locomotora dos ratos

submetidos ao teste de campo aberto
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Legenda: Tempo de permanéncia no centro do campo (A) e na periferia do campo (B). Animais
controles sem tratamento (CON), animais submetidos a separagdo maternal crbnica
(SMC), submetidos a separagdo maternal cronica tratados com ASE (SMC+ASE),
submetidos a separagcéo maternal crénica tratados com fluoxetina (SMC + FLU).
Notas: Os valores estdo expressos em média + erro padrao da media, n=10 Wistar machos
por grupo.

Fonte: O autor, 2018.

5.1.6 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a atividade locomotora

de ratos submetidos a separacdo materna unica no teste de campo aberto

Para a analise do fator GRUPO (CONTROLE, SMU, SMU+ASE, SMU+FLU)
sobre a variavel principal “tempo de locomoc¢ao na periferia” ou a variavel principal
“tempo de locomogéao no centro” foi utilizada a ANOVA que ndo demonstrou nenhum
efeito significativo de GRUPO. O efeito de GRUPO em cada variavel analisada esta

apresentado na tabela 6 abaixo:
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Tabela 6 - Efeito de GRUPO na variavel “atividade locomotora” medida pelo teste de
campo aberto em animais submetidos a SMU

Tempo de locomogao na periferia F=1,175;9l=3; p=0, 3321

Tempo de locomogao no centro F=1,175;9l=3; p=0, 3321
Fonte: O autor, 2018.

Nao foram observadas diferengas estatisticas na frequéncia de locomogao no
centro e na periferia da arena entre os diferentes grupos estudados (Figura 17A e
17B).

Figura 17 — Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a atividade locomotora
dos ratos submetidos ao teste de campo aberto
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Legenda: Tempo de permanéncia no centro do campo (A) e na periferia do campo (B).
Animais controles sem tratamento (CON), animais submetidos a separagao
maternal Unica (SMU), submetidos a separagao maternal Unica tratados com ASE
(SMU+ASE), submetidos a separagdo maternal Unica tratados com fluoxetina
(SMU + FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em média * erro padrdo da media, n=10 Wistar machos

por grupo.

Fonte: O autor, 2018.
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5.2 Determinacao da quantificagcao de proteinas por ELISA

5.2.1 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis de

catecolaminas em ratos controles

Os niveis de DA em homogenato da glandula adrenal foram maiores (p<0,05)
no grupo tratado com ASE (CON+ASE) em relagdo ao grupo controle (CON) e ao
grupo tratado com fluoxetina (CON+FLU) (Figura 18A). Nao houve diferenga entre os
grupos CON+FLU e CON.

Os niveis de noradrenalina (NA) em homogenato da glandula adrenal também
foram maiores (P<0,05) no grupo tratado com ASE (CON+ASE) em relagédo ao grupo
controle (CON) (Figura 18B). Nao houve diferenga do grupo CON+FLU em relacao
aos grupos CON+ASE e CON (Figura 18B).

Figura 18 — Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis de catecolaminas em ratos

controles
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Legenda: Niveis de DA (A) e de NE (B) em homogenato da glandula adrenal. Animais
controles sem tratamento (CON), animais controles tratados com ASE
(CON+ASE), tratados com fluoxetina (CON+FLU).

Notas: Os valores estao expressos em média + erro padrdo da média, n=10 Wistar
machos por grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo CON, conforme determinado
pelo método one-way ANOVA. #p<0,05 em relagdo ao grupo CON+ASE;
conforme determinado pelo método one-way ANOVA.

Fonte: O autor, 2018.
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5.2.2 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis de catecolaminas

em ratos submetidos a separacido materna crénica

Nao houve diferenga estatistica nos niveis de DA em homogenato da glandula
adrenal entre os grupos controle e SMC (Figura 19A). Todavia, o tratamento com ASE
e com FLU aumentaram (p<0,05) esses niveis nos grupos SMC+ASE e SMC+FLU em
comparagao ao grupo SMC (Figura 19A).

Também nao foi observada diferenga estatistica nos niveis de NE em
homogenato da glandula adrenal entre os grupos controle e SMC (Figura 19B). Nao
obstante, o tratamento com ASE reduziu (p<0,05) esses niveis no grupo SMC+ASE

em comparagao aos grupos SMC e SMC+FLU (Figura 19B).

Figura 19 — Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis de catecolaminas
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Legenda: Niveis de DA (A) e de NE (B) em homogenato da glandula adrenal. Animais controles sem
tratamento (CON), animais submetidos a separagao maternal crénica (SMC), submetidos a
separagdo maternal cronica tratados com ASE (SMC+ASE), submetidos a separagéo
maternal cronica tratados com fluoxetina (SMC + FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em média + erro padrao da média, n=10 Wistar machos por grupo.
+p<0,05 em relagéo ao grupo SMC, conforme determinado pelo método one-way ANOVA.
+p<0,05 em relacédo ao grupo SMC; #p<0,05 em relagao ao grupo SMC+ASE, conforme
determinado pelo método do teste-T de Student ndo-pareado.

Fonte: O autor, 2018.
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5.2.3 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis de catecolaminas

em ratos submetidos a separacdo materna unica

Nao houve diferenga estatistica nos niveis de DA em homogenato da glandula
adrenal entre os grupos controle e SMU (Figura 20A). Todavia, o tratamento com ASE
aumentou (p<0,05) esses niveis no grupo SMU+ASE em comparagao aos grupos
CON, SMU e SMU+FLU (Figura 20A). Nao houve diferenga entre os grupos
SMU+FLU, SMU e CON.

Por outro lado, foi observada diferenga estatistica nos niveis de NE em
homogenato da glandula adrenal entre os grupos controle e SMU (Figura 20B).
Outrossim, o tratamento com ASE reduziu (p<0,05) esses niveis no grupo SMU+ASE

em comparagao aos grupos SMU (Figura 20B).

Figura 20 — Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis de catecolaminas
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Legenda: Niveis de DA (A) e de NE (B) em homogenato da glandula adrenal. Animais controles sem
tratamento (CON), animais submetidos a separagdo maternal unica (SMU), submetidos a
separagao maternal Unica tratados com ASE (SMU+ASE), submetidos a separagao maternal
Unica tratados com fluoxetina (SMU + FLU).

Notas: Os valores estao expressos em média + erro padrao da média, n=10 Wistar machos por grupo.
*p<0,05 em relagéo ao grupo CON, +p<0,05 em relagédo ao grupo SMU, conforme determinado
pelo método one-way ANOVA; #p<0,05 em relacdo ao grupo SMU+ASE, conforme
determinado pelo método do teste-T de Student ndo-pareado.

Fonte: O autor, 2018.
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5.2.4 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis plasmaticos de

CRH e GR em ratos controles

Os niveis plasmaticos de CRH foram menores (p<0,05) no grupo tratado com
ASE (CON+ASE) em relagcdo ao grupo controle (CON) e ao grupo tratado com
fluoxetina (CON+FLU) (Figura 21A). Nao houve diferenca entre os grupos CON+FLU

e CON (Figura 21A).

No tocante aos niveis plasmaticos do GR, foi observada (P<0,05) entre o grupo
tratado com fluoxetina (CON+FLU) e o grupo controle (CON) (Figura 21B). Nao houve

diferenca entre os grupos CON+ASE e CON (Figura 21B).

Figura 21 — Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis plasmaticos de CRH e GR

em ratos controles
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Legenda: Niveis plasmaticos de CRH (A) e do

GR (ng/mL)
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(B). Animais controles sem tratamento (CON), animais controles tratados com ASE
(CON+ASE), tratados com fluoxetina (CON + FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em média + erro padrao da média, n=10 Wistar machos
por grupo. *p<0,05 em relagao ao grupo CON, #p<0,05 em relagdo ao grupo

CON+ASE conforme determinado pelo método one-way ANOVA.

Fonte: O autor, 2018.
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5.2.5 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis plasmaticos de

CRH e GR em ratos submetidos a separacdo materna crbénica

Nao houve diferenga estatistica nos niveis plasmaticos de CRH entre os grupos
controle e SMC (Figura 22A). Contudo, o tratamento com ASE e com FLU
aumentaram (p<0,05) esses niveis nos grupos SMC+ASE e SMC+FLU em
comparacao ao grupo SMC (Figura 22A).

Nao foram observadas diferencas estatisticas nos niveis plasmaticos do GR

entre os diferentes grupos estudados (Figura 22B).

Figura 22 — Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis plasmaticos de CRH
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Legenda: Niveis plasmaticos de CRH (A) e do GR (B). Animais controles sem tratamento (CON),
animais submetidos a separagao maternal crénica (SMC), submetidos a separagdo maternal
cronica tratados com ASE (SMC+ASE), submetidos a separagéo maternal crénica tratados
com fluoxetina (SMC + FLU).

Notas: Os valores estao expressos em média + erro padrao da média, n=10 Wistar machos por grupo.
+p<0,05 em relagédo ao grupo SMC, conforme determinado pelo método one-way ANOVA.

Fonte: O autor, 2018.
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5.2.6 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis de CRH e GR

em ratos submetidos a separacdo materna unica

Nao houve diferenga estatistica nos niveis plasmaticos de CRH entre os grupos
estudados (Figura 23A).

Nao foram observadas diferencas estatisticas nos niveis plasmaticos do GR
entre os grupos SMU e controle (CON). Contudo, houve aumento dos niveis de GR

nos grupos SMU+ASE e SMU+FLU (P<0,05) em relagao ao grupo SMU (Figura 23B).

Figura 23 — Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis plasmaticos de CRH e GR
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Legenda: Niveis plasmaticos de CRH (A) e do GR (B). Animais controles sem tratamento
(CON), animais submetidos a separagéo maternal Unica (SMU), submetidos
a separacao maternal unica tratados com ASE (SMU+ASE), submetidos a
separagao maternal crénica tratados com fluoxetina (SMU + FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=10 Wistar
machos por grupo. +p<0,05 em relagdo ao grupo SMU, conforme
determinado pelo método one-way ANOVA, +p<0,05 em relagdo ao grupo
SMU, conforme determinado pelo método do teste T de Student n&o pareado.

Fonte: O autor, 2018.



79

5.2.7 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis do receptor TrkB

em ratos controles

Os niveis do receptor TrkB em homogenato do hipocampo foram maiores
(p<0,05) no grupo tratado com ASE (CON+ASE) em relagao ao grupo controle (CON)
e ao grupo tratado com fluoxetina (CON+FLU) (Figura 24). Nao houve diferenga entre
os grupos CON+FLU e CON (Figura 24).

Figura 24: Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis do receptor TRKB em

ratos ndo separados
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Legenda: Animais controles sem tratamento (CON), animais controles tratados com ASE (CON+ASE),
tratados com fluoxetina (CON + FLU).

Notas: Os valores estao expressos em média * erro padrdo da média, n=10 Wistar machos por
grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle e #p<0,05 em relagdo ao grupo CON+ASE,
conforme determinado pelo método one-way ANOVA.

Fonte: O autor, 2018.
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5.2.8 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis do receptor TRkB

em ratos submetidos a separacido materna crénica

Nao houve diferenga estatistica nos niveis do receptor TrkB em homogenato
de hipocampo entre os grupos CON e SMC (Figura 25). Contudo, o tratamento com
ASE aumentou (p<0,05) esses niveis no grupo SMC+ASE em comparag¢ao aos grupos
SMC e SMC+FLU (Figura 25). Nao houve diferenga entre os grupos SMC+FLU e SMC
(Figura 25).

Figura 25:; Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis do receptor TRkB em

ratos submetidos a SMC
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Legenda: Animais controles sem tratamento (CON), animais submetidos a separagao maternal crénica
(SMC), submetidos a separagdo maternal crénica tratados com ASE (SMC+ASE),
submetidos a separagao maternal crénica tratados com fluoxetina (SMC + FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em média + erro padrao da média, n=10 Wistar machos por grupo.
*p<0,05 em relagéo ao grupo controle, +p<0,05 em relagdo ao grupo SMC, e #p<0,05 em
relacdo ao grupo SMC+ASE, conforme determinado pelo método one-way ANOVA e pos
teste turkey ndo-pareado.

Fonte: O autor, 2018.
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5.2.9 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis do receptor TRkB

em ratos submetidos a separacido materna unica

Nao houve diferenga estatistica nos niveis do receptor TrkB em homogenato
de hipocampo entre os grupos controle (CON) e SMU (Figura 26). Contudo, o
tratamento com ASE aumentou (p<0,05) esses niveis no grupo SMU+ASE em
comparagao ao grupo CON e, de igual modo, esses niveis aumentaram no grupo

SMU+FLU em comparacéo ao grupo CON (Figura 26).

Figura 26: Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre os niveis do receptor TRKkB em

ratos submetidos a SMU
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Legenda: Animais controles sem tratamento (CON), animais submetidos a separagao maternal Unica
(SMU), submetidos a separagao maternal Unica tratados com ASE (SMU+ASE), submetidos
a separagao maternal Unica tratados com fluoxetina (SMU + FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em média * erro padrdo da média, n=10 Wistar machos por
grupo. *p<0,05 em relagéo ao grupo controle, *p<0,05 em relagdo ao grupo CON conforme
determinado pelo método one-way ANOVA.

Fonte: O autor, 2018.
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5.3 Determinacao da expressao de proteinas por Western Blotting

5.3.1 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressio do BDNF em

ratos controles

A proteina [1-actina constitutiva foi utilizada como controle interno das amostras
no hipocampo. Os niveis proteicos nao diferiram entre os grupos (Figura 27A).

Os grupos controle (CON), os tratados com ASE (CON+ASE) e com fluoxetina
(CON+FLU) (Figura 27A e B) ndo demonstraram nenhuma diferenga estatistica entre
si, no que tange a expressao do Pro-BDNF e do BDNF maduro em homogenato de
hipocampo. Portanto, os tratamentos com ASE e com fluoxetina ndo foram capazes
de modificar a expressao do BDNF maduro (Figura 27 B) e tampouco a do pro-BDNF
(Figura 27 A).

Figura 27: Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressdo do BDNF em
ratos controles

e W= (-actina -ee

- (A) = B @ Pro-BDNF
7 B)
£ - N T L
a s
=] = 15' -|_
(] —I— o
é 51 & 121
s g o] —L
2 S
2 37 2 6
L o
o

0 . T = 0
o) =z T T
o D < o
s Y ‘g?_‘o Q GOQ x?‘éo Q*Qs

° S S

Legenda: Expresséo do pro-BDNF (A) e do BDNF-mad (B). Animais controles sem tratamento
(CON), animais controles tratados com ASE (CON+ASE), tratados com fluoxetina
(CON+FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em média * erro padrao da média, n=4 Wistar machos
por grupo.

Fonte: O autor, 2018.
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5.3.2 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressio do BDNF em

ratos submetidos a separacido materna crbnica

A proteina [1-actina constitutiva foi utilizada como controle interno das amostras
no hipocampo. Os niveis proteicos ndo diferiram entre os grupos controles e os
submetidos a SMC (Figura 28A).

Os grupos SMC, SMC+ASE e SMC+FLU demonstraram uma redugao (p<0,05)
da expressao do Pr6-BDNF em homogenato de hipocampo quando comparados ao
grupo controle (Figura 28A). Os tratamentos com ASE e com FLU n&o foram capazes
de modificar a expressao dessa proteina quando comparados ao grupo SMC (Figura
28A).

A expressao do BDNF maduro em homogenato de hipocampo foi menor
(p<0,05) no grupo SMC em relag&o ao grupo controle (Figura 28B). O tratamento com
FLU aumentou (p<0,05) a expressao desse fator neurotrofico no grupo SMC+FLU, em
comparagao ao grupo SMC (Figura 28B). Entretanto, o tratamento com ASE néo
modificou a expressao dessa proteina em comparagao aos animais do grupo SMC
(Figura 28B).
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Figura 28 - Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressao do BDNF em ratos

submetidos a SMC
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Legenda: Expresséo do pro-BDNF (A) e do BDNF-mad (B). Animais controles sem tratamento (CON),
animais submetidos a separagao maternal crénica (SMC), submetidos a separacdo maternal
cronica tratados com ASE (SMC+ASE), submetidos a separagdo maternal crénica tratados
com fluoxetina (SMC + FLU).

Notas: Os valores estao expressos em média * erro padrao da média, n=4 Wistar machos por grupo.
*p<0,05 em relagéo ao grupo controle, conforme determinado pelo método one-way ANOVA.
+p<0,05 em relagdo ao grupo SMC, conforme determinado pelo test-T de Student néo-
pareado.

Fonte: O autor, 2018.

5.3.3 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressdo do BDNF em

ratos submetidos a separacdo materna Unica

A proteina [1-actina constitutiva foi utilizada como controle interno das amostras
no hipocampo. Os niveis proteicos nao diferiram entre os grupos controles e os
submetidos a SMU (Figura 29A).

Os grupos SMU+ASE e SMU+FLU demonstraram uma reducgao (p<0,05) da
expressdo do Pr6-BDNF em homogenato de hipocampo quando comparados ao
grupo controle (Figura 29A). Os tratamentos com ASE e com FLU nao foram capazes
de modificar a expressao dessa proteina quando comparados ao grupo SMU (Figura
29A).
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A expressao do BDNF maduro em homogenato de hipocampo foi menor
(p<0,05) no grupo SMU em relagao ao grupo controle e ao grupo SMU-ASE (Figura
29B). O tratamento com FLU néo foi capaz de modificar a expressao desse fator

neurotréfico em comparagéo ao grupo SMU e controle (Figura 29B).

Figura 29 - Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressao do BDNF em ratos
submetidos a SMU
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Legenda: Expresséo do pr6-BDNF (A) e do BDNF-mad (B). Animais controles sem tratamento (CON),
animais submetidos a separagcao maternal cronica (SMU), submetidos a separagdo maternal
cronica tratados com ASE (SMU+ASE), submetidos a separagdo maternal crbnica tratados
com fluoxetina (SMU + FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em média + erro padrao da média, n=4 Wistar machos por grupo.

proBDNF (Unidades arbitrarias)
*
*
BDNF mad (Unidades arbitrarias)

*p<0,05 em relagado ao grupo controle, conforme determinado pelo método one-way ANOVA.
+p<0,05 em relagéo ao grupo SMU, conforme determinado pelo test-T ndo pareado.
Fonte: O autor, 2018.

5.3.4 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressao de

GR em ratos controles no hipocampo e no hipotalamo

A proteina [I-actina constitutiva foi utilizada como controle interno das amostras
no hipocampo e no hipotalamo. Os niveis proteicos n&o diferiram entre os grupos

controles e os tratados com ASE e fluoxetina (Figura 30A e 30B).
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A expressao do GR em homogenato de hipocampo ndo demonstrou diferenca
estatistica entre os grupos controle (CON), tratados com ASE (CON+ASE) e tratados
com fluoxetina (CON+FLU) (Figura 30A).

No tocante a expressdao do GR no hipotalamo, houve redugdo do GR nos
grupos tratados com ASE e fluoxetina (p<0,05) em relagao ao grupo controle (Figura
30B). Assim sendo, os tratamentos com ASE e com FLU modificaram
significativamente a expressao desse receptor em comparagéo aos animais do grupo
controle (CON).

Figura 30 - Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressao de GR em ratos

controles
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Legenda: Receptor GR em homogenato de hipocampo (A) e em homogenato de hipotalamo (B).
Animais controles sem tratamento (CON), tratados com ASE (CON+ASE), tratados com
fluoxetina (CON+FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em média * erro padrao da média, n=4 Wistar machos por

grupo. *p<0,05 em relagéo ao grupo controle, conforme determinado pelo método one-way
ANOVA.
Fonte: O autor, 2018.
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5.3.5 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressdo de GR

em ratos submetidos a separacido materna crénica no hipocampo e hipotalamo

A proteina [1-actina constitutiva foi utilizada como controle interno das amostras
no hipocampo e no hipotalamo. Os niveis proteicos n&o diferiram entre os grupos os
grupos controles e os submetidos a SMC (Figura 31A e 31B).

A expressao do GR em homogenato de hipocampo foi menor (p<0,05) no grupo
SMC em relagao ao grupo controle (Figura 31A). Os tratamentos com ASE e com FLU
nao modificaram significativamente a expressédo desse receptor em comparagao aos
animais do grupo SMC (Figura 31A).

A expressdao do GR em homogenato de hipotalamo foi menor (p<0,05) nos
grupos SMC e SMC+FLU em relagao ao grupo controle (Figura 31B). O tratamento
com ASE aumentou (p<0,05) a expressao desse receptor no grupo SMC+ASE, em
comparagao ao grupo SMC (Figura 31B). Entretanto, o tratamento com FLU néo
modificou a expressao dessa proteina em comparagao aos animais do grupo SMC
(Figura 31B).
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Figura 31: Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressdo de GR em ratos

submetidos a separagao materna crénica
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Legenda: Receptor GR em homogenato de hipocampo (A) e em homogenato de hipotalamo (B).
Animais controles sem tratamento (CON), animais submetidos a separagédo maternal crénica
(SMC), submetidos a separagdo maternal cronica tratados com ASE (SMC+ASE),
submetidos a separacao maternal crénica tratados com fluoxetina (SMC + FLU).

Notas: Os valores estao expressos em média + erro padrao da média, n=4 Wistar machos por grupo.
*p<0,05 em relagdo ao grupo controle; +p<0,05 em relagdo ao grupo SMC, conforme
determinado pelo método one-way ANOVA. #p<0,05 em relagdo ao grupo SMC+ASE,
conforme determinado pelo método do test-T de Student ndo pareado.

Fonte: O autor, 2018.

5.3.6 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressido de GR em

ratos submetidos a separacio materna Unica no hipocampo e no hipotalamo

A proteina [1-actina constitutiva foi utilizada como controle interno das amostras
no hipocampo e no hipotalamo. Os niveis proteicos n&o diferiram entre os grupos os
grupos controles e os submetidos a SMU (Figura 32A e 32B).

A expressdo do GR em homogenato de hipocampo foi menor (p<0,05) no grupo
SMU e SMU+ASE em relagdo ao grupo controle (Figura 32A). Os tratamentos com
ASE e com fluoxetina ndao modificaram a expressido desse receptor em comparagao
aos animais do grupo SMU (Figura 32A).

A expressdao do GR em homogenato de hipotalamo foi menor (p<0,05) nos
grupos SMU, SMC+ASE e SMU+FLU em relagdo ao grupo controle (Figura 32B). Os
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tratamentos com ASE e com fluoxetina ndo modificaram a expressao dessa proteina

em comparagao aos animais do grupo SMU (Figura 32B).

Figura 32 - Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressao de GR em ratos

submetidos a separagao materna Unica
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Legenda: Receptor GR em homogenato de hipocampo (A) e em homogenato de hipotalamo (B).
Animais controles sem tratamento (CON), animais submetidos a separagdo maternal Unica
(SMU), submetidos a separagao maternal Unica tratados com ASE (SMU+ASE), submetidos
a separagao maternal Unica tratados com fluoxetina (SMU + FLU).
Notas: Os valores estao expressos em média + erro padrao da média, n=4 Wistar machos por grupo.
*p<0,05 em relagéo ao grupo controle, conforme determinado pelo método one-way ANOVA.
Fonte: O autor, 2018.
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5.3.7 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressao de

PDE5 em ratos controles no hipocampo e no hipotalamo

A proteina [1-actina constitutiva foi utilizada como controle interno das amostras
no hipocampo e no hipotalamo. Os niveis proteicos ndo diferiram entre os grupos
controles e os tratados com ASE e fluoxetina (Figura 33A e B).

A expressédo do PDE5 em homogenato, tanto do hipocampo como do
hipotalamo (Figuras 33 A e B, respectivamente), ndo demonstrou diferencga estatistica
entre os grupos controle (CON), tratados com ASE (CON+ASE) e tratados com
fluoxetina (CON+FLU).

Figura 33 - Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressao de PDE5 em

ratos controles
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Legenda: Enzima PDES em homogenato de hipocampo (A) e em homogenato de hipotalamo (B).
Animais controles sem tratamento (CON), tratados com ASE (CON+ASE), tratados com
fluoxetina (CON+FLU).

Notas: Os valores estao expressos em média * erro padrao da média, n=4 Wistar machos por
grupo. Resultados conforme determinado pelo método one-way ANOVA.

Fonte: O autor, 2018.
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5.3.8 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressio de

PDE5 em ratos submetidos a separacdo materna crénica no hipocampo e
hipotalamo

A proteina [I-actina constitutiva foi utilizada como controle interno das amostras
no hipocampo e no hipotalamo. Os niveis proteicos n&o diferiram entre os grupos os
grupos controles e os submetidos a SMC (Figura 34A e B).

A expressao da enzima PDE5 em homogenatos de hipocampo e hipotalamo foi
maior (P<0,05) no grupo SMC em relagdo ao grupo CON (Figura 34A e B). Os
tratamentos com ASE e com FLU n&do modificaram a expressao dessa enzima em

comparagao aos animais do grupo SMC em ambos os tecidos (Figura 34A e B).
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Figura 34 - Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressao de PDE5 em

ratos submetidos a separagdo materna crénica
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Legenda: A enzima PDE5 em homogenato de hipocampo (A) e em homogenato de hipotalamo (B).
Animais controles sem tratamento (CON), animais submetidos a separagédo maternal crénica
(SMC), submetidos a separagdo maternal cronica tratados com ASE (SMC+ASE),
submetidos a separagao maternal crénica tratados com fluoxetina (SMC + FLU).

Notas: Os valores estao expressos em média + erro padrao da média, n=4 Wistar machos por grupo.

*p<0,05 em relagdo ao grupo controle conforme determinado pelo método one-way ANOVA,
*p<0,05 em relagéo ao grupo CON conforme determinado pelo método do teste-T de Student
nao pareado.

Fonte: O autor, 2018.

5.3.9 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressao de

PDE5 em ratos submetidos a separacdo materna Unica no hipocampo e

hipotalamo

A proteina [1-actina constitutiva foi utilizada como controle interno das amostras
no hipocampo e no hipotalamo. Os niveis proteicos nao diferiram entre os grupos os
grupos controles e os submetidos a SMU (Figura 35A e B).

A expressao da enzima PDE5 em homogenato de hipocampo ndo diferiu entre
os grupos estudados (Figura 35A). Os tratamentos com ASE e com FLU néo
modificaram a expressao dessa enzima em comparagao aos animais do grupo SMU
(Figura 35A).
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A expressao da enzima PDE5 em homogenato de hipotalamo foi menor
(p<0,05) no grupo SMU em relagao ao grupo controle (Figura 35B). Os tratamentos
com ASE e com fluoxetina ndo modificaram a expressao da PDE5 em comparagao ao
grupo SMC (Figura 35B).

Figura 35 - Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressao de PDE5 em

ratos submetidos a separagdo materna unica
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Legenda: A enzima PDE5 em homogenato de hipocampo (A) e em homogenato de hipotalamo (B).
Animais controles sem tratamento (CON), animais submetidos a separagdo maternal Unica
(SMU), submetidos a separagéo maternal Unica tratados com ASE (SMU+ASE), submetidos
a separagao maternal Unica tratados com fluoxetina (SMU+FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em média * erro padrao da média, n=4 Wistar machos

por grupo. *p<0,05 em relagéo ao grupo controle conforme determinado pelo
método one-way ANOVA.

Fonte: O autor, 2018.
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5.3.10 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressao de

PPARYy em ratos controles no hipocampo e no hipotalamo

A proteina [1-actina constitutiva foi utilizada como controle interno das amostras
no hipocampo e no hipotalamo. Os niveis proteicos n&o diferiram entre os grupos
controles e os tratados com ASE e fluoxetina (Figura 36A e B).

A expressdao do PPARy em homogenato, tanto do hipocampo como do
hipotalamo (Figuras 36 A e B, respectivamente), ndo demonstrou diferencga estatistica
entre os grupos controle (CON), tratados com ASE (CON+ASE) e tratados com
fluoxetina (CON+FLU).

Figura 36 - Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressdo de PPARy em

ratos controles
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Legenda: Enzima PPARy em homogenato de hipocampo (A) e em homogenato de hipotalamo (B).
Animais controles sem tratamento (CON), tratados com ASE (CON+ASE), tratados com
fluoxetina (CON+FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em média + erro padrao da média, n=4 Wistar machos por
grupo. Resultados conforme determinado pelo método one-way ANOVA.

Fonte: O autor, 2018.
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5.3.11 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressio de PPARy

em ratos submetidos a separacido materna crénica no hipocampo e hipotalamo

A proteina [1-actina constitutiva foi utilizada como controle interno das amostras
no hipocampo e no hipotalamo. Os niveis proteicos n&o diferiram entre os grupos os
grupos controles e os submetidos a SMC (Figura 37A e B).

A expressao do receptor PPARy em homogenato de hipocampo nao diferiu
entre os grupos estudados (Figura 37A). Os tratamentos com ASE e com FLU nao
modificaram a expresséo desse receptor em comparagéo aos animais do grupo SMC
(Figura 37A).

A expressao do receptor PPARy em homogenato de hipotalamo nao
demonstrou diferenga estatistica entre o grupo SMC e o grupo controle (Figura 37B).
O tratamento com ASE aumentou a expressao de PPARy em relagao ao grupo SMC
e SMC+FLU (Figura 37B).
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Figura 37 - Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressdo de PPARy em

ratos submetidos a separagdo materna crénica
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Legenda: O receptor ppary em homogenato de hipocampo (A) e em homogenato de hipotalamo (B).
Animais controles sem tratamento (CON), animais submetidos a separagéo maternal cronica
(SMC), submetidos a separagdo maternal crénica tratados com ASE (SMC+ASE),
submetidos a separagao maternal crénica tratados com fluoxetina (SMC + FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em média + erro padrdao da média, n=4 Wistar machos por grupo.
+p<0,05 em relagdo ao grupo SMC; #p<0,05 em relagao ao grupo SMC+ASE, conforme
determinado pelo método do teste-T de Student ndo pareado.

Fonte: O autor, 2018.

5.3.12 Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressao de PPARYy

em ratos submetidos a separacido materna unica no hipocampo e hipotalamo

A proteina [1-actina constitutiva foi utilizada como controle interno das amostras
no hipocampo e no hipotalamo. Os niveis proteicos n&o diferiram entre os grupos os
grupos controles e os submetidos a SMU (Figura 38A e B).

A expressao do receptor PPARy em homogenato, tanto do hipocampo como
do hipotalamo, nao diferiu entre os grupos estudados (Figura 38A e B). Os tratamentos
com ASE e com FLU ndo modificaram a expressao desse receptor em comparagao

aos animais do grupo SMU (Figura 38A e B).
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Figura 38 - Efeito do tratamento com ASE e com fluoxetina sobre a expressao de PDE5 em

ratos submetidos a separagdo materna unica
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Legenda: O receptor PPARy em homogenato de hipocampo (A) e em homogenato de hipotalamo (B).
Animais controles sem tratamento (CON), animais submetidos a separagdo maternal Unica
(SMU), submetidos a separagdo maternal Unica tratados com ASE (SMU+ASE), submetidos
a separacao maternal Unica tratados com fluoxetina (SMU+FLU).
Notas: Os valores estdo expressos em média * erro padrao da média, n=4 Wistar machos
por grupo.
Fonte: O autor, 2018.

5.4 Ensaios pré-oxidantes, atividade enzimatica antioxidante e medida de

nitrito

5.4.1 Efeito do tratamento com ASE sobre os niveis de MDA

Os niveis de MDA presentes nas amostras de tronco encefalico dos animais
controles tratados com ASE n&o diferiram daqueles do grupo controle (CON);
entretanto, os niveis de MDA do grupo ASE foram menores em comparagéo aos do
grupo fluoxetina (CON+FLU) (Figura 39A). Os niveis de MDA foram maiores (P<0,05)

no grupo de animais submetidos a SMC (SMC) quando comparados aos do grupo
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controle (CON) (Figura 39B). Os animais submetidos a SMC tratados com ASE
(SMC+ASE) e os tratados com fluoxetina (SMC+FLU) tiveram niveis de MDA
significativamente reduzidos (P<0,05) quando comparados aos do grupo SMC (Figura
39B). No que diz respeito aos animais submetidos a SMU, ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos estudados (Figura 39C), portanto os animais SMU tratados

com ASE e com fluoxetina nao modificaram os niveis de MDA no grupo SMU.
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Figura 39 - Efeito do tratamento com ASE sobre os niveis de MDA no tronco encefalico em
ratos controles, submetidos a SMC e SMU.
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Legenda: Niveis de MDA (nmol TBA/mg de proteina) em homogenato de tronco encefalico de (A)
animais controles (CON, ASE, FLU); (B) animais submetidos a separagdo maternal crénica
(SMC), submetidos a separagdo maternal cronica tratados com ASE (SMC+ASE),
submetidos a separagcao maternal cronica tratados com fluoxetina (SMC+FLU); (C) animais
submetidos a separagcdo maternal Unica (SMU), submetidos a separagdo maternal Unica
tratados com ASE (SMU+ASE), submetidos a separagdo maternal Unica tratados com
fluoxetina (SMU+FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em média * erro padrao da média, n=6 Wistar machos

por grupo. Para todos os grupos *p<0,05 em rela¢do ao grupo CON. +p<0,05 em relacdo ao
grupo SMC, conforme determinado pelo método one-way ANOVA; *p<0,05 em relagdo ao
grupo CON+ASE conforme determinado pelo teste T de Student n&o pareado.

Fonte: O autor, 2018.
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5.4.2 Efeito do tratamento com ASE sobre a carbonilacdo de proteinas

A carbonilagdo de proteinas em amostras de tronco encefalico foi maior
(p<0,05) em animais tratados com fluoxetina, comparados aos grupos controle (CON)
e CON+ASE (Figura 40A). Nao houve diferenca entre os grupos CON+ASE e CON.
A carbonilagao de proteinas aumentou (p<0,05) nos grupos SMC e SMU em relagao
ao grupo controle (CON) (Figuras 40B e C). O tratamento com ASE diminuiu
significativamente (p<0,05) a carbonilagdo de proteinas nos animais dos grupos
SMC+ASE e SMU+ASE, em comparagdo aos animais dos grupos SMC e SMU,
respectivamente (Figuras 40B e C). Por outro lado, o tratamento com FLU nao alterou
a carbonilagdo de proteinas nos animais dos grupos SMC+FLU e SMU+FLU, em
comparag¢ao aos animais dos grupos SMC e SMU, respectivamente (Figuras 40B e
C).
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Figura 40 - Efeito do tratamento com ASE sobre carbonilagdo de proteinas no tronco encefalico

em ratos controles, submetidos a SMC e SMU
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Legenda: Carbonilagao de proteinas em homogenato do tronco encefalico de (A) animais controles

Notas:

(CON, ASE, FLU); (B) animais submetidos a separagdo maternal cronica (SMC),
submetidos a separagcdo maternal cronica tratados com ASE (SMC+ASE), submetidos a
separagao maternal cronica tratados com fluoxetina (SMC+FLU); (C) animais submetidos a
separagao maternal Unica (SMU), submetidos a separa¢cao maternal Unica tratados com ASE
(SMU+ASE), submetidos a separagéo maternal Unica tratados com fluoxetina (SMU+FLU).
Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média, n=6 Wistar machos por grupo.
Para todos os grupos *p<0,05 em relagdo ao grupo CON. p<0,05 em relagéo ao grupo SMC,
#5<0,05 em relagéo ao grupo SMC+ASE conforme determinado pelo método one-
way ANOVA; °p<0,05 em relacdo ao grupo CON, "p<0,05 em relagdo ao grupo SMU
conforme determinado pelo teste T de Student ndo pareado.

Fonte: O autor, 2018.
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5.4.3 Efeito do tratamento com ASE sobre a atividade das enzimas oxidantes

5.4.3.1 Superdéxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima SOD nao diferiu entre o grupo controle (CON) e os
tratados com ASE (CON+ASE) e fluoxetina (CON+FLU) (Figura 41A). No tocante aos
animais submetidos a SMC, a atividade da enzima SOD foi significativamente (p<0,05)
reduzida em homogenato do tronco encefalico dos animais dos grupos SMC e
SMC+FLU quando comparada a de animais do grupo controle (CON) (Figura 41B). O
tratamento com ASE nesses animais (SMC+ASE) aumentou significativamente
(p<0,05) a atividade desta enzima quando comparada a de animais do grupo SMC
(Figura 41B). No que diz respeito aos animais submetidos a SMU, a atividade da
enzima SOD foi significativamente (p<0,05) menor em homogenato do tronco
encefalico dos animais dos grupos SMU, SMU+ASE e SMU+FLU quando comparada
a de animais do grupo controle (CON) (Figura 41C).



103

Figura 41 - Efeito do tratamento com ASE sobre a atividade da enzima SOD no tronco
encefalico em ratos controles, submetidos a SMC e SMU
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Legenda: Atividade da enzima SOD em homogenato do tronco encefalico de (A) animais controles
(CON, ASE, FLU); (B) animais submetidos a separagao maternal cronica (SMC),
submetidos a separagcdo maternal cronica tratados com ASE (SMC+ASE), submetidos a
separagao maternal cronica tratados com fluoxetina (SMC+FLU); (C) animais submetidos a
separagao maternal Unica (SMU), submetidos a separa¢ao maternal Unica tratados com ASE
(SMU+ASE), submetidos a separagéo maternal Unica tratados com fluoxetina (SMU+FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em meédia + erro padrao da média, n=6 Wistar machos
por grupo. Para todos os grupos *p<0,05 em relagéo ao grupo CON conforme
determinado pelo método one-way ANOVA; "p<0,05 em relagdo ao grupo SMU
conforme determinado pelo teste T de Student ndo pareado.
Fonte: O autor, 2018.
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5.4.3.2 Catalase

A atividade da enzima catalase em amostras de homogenato do tronco
encefalico ndo diferiu entre o grupo controle (CON) e os tratados com ASE
(CON+ASE) e fluoxetina (CON+FLU) (Figura 42A). No tocante aos animais
submetidos a SMC, a atividade da enzima foi significativamente (p<0,05) menor no
grupo SMC quando comparada a do grupo controle (CON) (Figura 42B). Houve
aumento significativo (p<0,05) das atividades da catalase nos grupos tratados com
ASE (SMC+ASE) e com fluoxetina (SMC+FLU) em relagdo ao grupo SMC (Figura
42B). No que diz respeito aos animais submetidos a SMU, a atividade da catalase foi
significativamente (p<0,05) menor nos grupos SMU e SMU+FLU quando comparada
a do grupo controle (CON) (Figura 42C). Houve aumento significativo (p<0,05) da
atividade da enzima no grupo SMU+ASE em comparacgao ao grupo SMU (Figura 42C).
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Figura 42 - Efeito do tratamento com ASE sobre a atividade da enzima catalase no tronco

encefalico em ratos controles, submetidos a SMC e SMU
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Legenda: Atividade da enzima catalase em homogenato do tronco encefalico de (A) animais controles

(CON, ASE, FLU); (B) animais submetidos a separagao maternal cronica (SMC),
submetidos a separagcdo maternal cronica tratados com ASE (SMC+ASE), submetidos a
separagao maternal cronica tratados com fluoxetina (SMC+FLU); (C) animais submetidos a
separagao maternal Unica (SMU), submetidos a separa¢ao maternal Unica tratados com ASE
(SMU+ASE), submetidos a separagéo maternal Unica tratados com fluoxetina (SMU+FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em meédia + erro padrao da média, n=6 Wistar machos

por grupo. Para todos os grupos *p<0,05 em relagéo ao grupo CON, +p<0,05 em
relagdo ao grupo SMU conforme determinado pelo método one-way ANOVA;
op<0,05 em relagdo ao grupo CON, “p<0,05 em relagédo ao grupo SMC conforme
determinado pelo teste T de Student ndo pareado.

Fonte: O autor, 2018.
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5.4.3.4 Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da enzima GPx foi significativamente (p<0,05) reduzida em
homogenato do tronco encefalico dos animais tratados com fluoxetina (CON+FLU)
quando comparada a de animais do grupo controle (CON) (Figura 43A). Com
referéncia aos animais submetidos a SMC, a atividade da enzima GPx foi
significativamente menor (p<0,05) no grupo SMC comparada a do grupo controle
(CON) (Figura 43B). O tratamento com ASE nos animais submetidos a SMC
(SMC+ASE) aumentou significativamente (p<0,05) a atividade da enzima GPx
comparativamente aos animais dos grupos SMC e SMC+FLU (Figura 43B). Com
relagdo aos animais submetidos a SMU, a atividade da enzima GPx foi
significativamente menor (p<0,05) no grupo SMU comparada a do grupo controle
(CON) (Figura 43C). Os tratamentos com ASE e com fluoxetina, nos respectivos
grupos SMU+ASE e SMU+FLU, aumentaram significativamente (p<0,05) a atividade

da enzima GPx em comparacgéo aos animais do grupo SMU (Figura 43C).
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Figura 43 - Efeito do tratamento com ASE sobre a atividade da enzima GPx no tronco
encefalico em ratos controles, submetidos a SMC e SMU
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Legenda: Atividade da enzima GPx em homogenato do tronco encefalico de (A) animais controles
(CON, ASE, FLU); (B) animais submetidos a separagao maternal cronica (SMC),
submetidos a separagcdo maternal cronica tratados com ASE (SMC+ASE), submetidos a
separagao maternal cronica tratados com fluoxetina (SMC+FLU); (C) animais submetidos a
separagao maternal Unica (SMU), submetidos a separa¢ao maternal Unica tratados com ASE
(SMU+ASE), submetidos a separagéo maternal Unica tratados com fluoxetina (SMU+FLU).

Notas: Os valores estdo expressos em média * erro padrdo da média, n=10 Wistar machos
por grupo. Para todos os grupos *p<0,05 em relagéo ao grupo CON conforme
determinado pelo método one-way ANOV; #p<0,05 em relagdo ao grupo CON,
“p<0,05 em relagédo ao grupo SMC ou SMU conforme determinado pelo teste T de
Student ndo pareado.

Fonte: O autor, 2018.



108

5.4.4 Efeito do tratamento com ASE sobre os niveis de nitrito

Os niveis de nitrito foram significativamente (p<0,05) reduzidos em
homogenato do tronco encefalico dos animais tratados com fluoxetina (CON+FLU)
quando comparados aos dos animais dos grupos controle (CON) e CON+ASE (Figura
44A). Entretanto, o tratamento com ASE (CON+ASE) ndo modificou os niveis de nitrito
comparados aos do grupo CON. No tocante aos animais submetidos a SMC, os niveis
de nitrito foram significativamente (p<0,05) menores nos grupos SMC, SMC+ASE e
SMC+FLU quando comparados aos do grupo controle (CON) (Figura 44B). O
tratamento com ASE (SMC+ASE) aumentou significativamente (p<0,05) os niveis de
nitrito quando comparados aos do grupo SMC (Figura 44B). Com relagao aos animais
submetidos a separagao materna unica, os niveis de nitrito foram significativamente
(p<0,05) menores no grupo SMU quando comparados aos do grupo controle (CON)
(Figura 44C). No entanto, os tratamentos com ASE e fluoxetina ndo modificaram os
niveis de nitrito nos respectivos grupos SMU+ASE e SMU+FLU quando comparados
aos niveis dos grupos CON e SMU (Figura 44C).



Figura 44 - Efeito do tratamento com ASE sobre os niveis de nitrito no tronco encefalico em ratos

controles, submetidos a SMC e SMU
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Legenda: Niveis de nitrito em homogenato do tronco encefalico de (A) animais controles (CON, ASE,

FLU); (B) animais submetidos a separacdo maternal crbnica

(SMC), submetidos a

separagao maternal crbnica tratados com ASE (SMC+ASE), submetidos a separagéo
maternal cronica tratados com fluoxetina (SMC+FLU); (C) animais submetidos a separagéo
maternal unica (SMU), submetidos a separagcdo maternal uUnica tratados com ASE
(SMU+ASE), submetidos a separagdo maternal Unica tratados com fluoxetina (SMU+FLU).
Notas: Os valores estdo expressos em média * erro padrao da média, n=10 Wistar machos

por grupo. Para todos os grupos *p<0,05 em relagédo ao grupo CON, #p<0,05 em
relacdo ao grupo CON+ASE conforme determinado pelo método one-way ANOVA,;
op<0,05 em relagao ao grupo CON, “p<0,05 em relagdo ao grupo SMC conforme
determinado pelo teste T de Student ndo pareado.

Fonte: O autor, 2018.



6 DISCUSSAO

A depressao € a principal causa de incapacidade no mundo e o principal
contribuinte para as mortes por suicidio (OMS, 2017), sendo apontada também como
participante efetiva e importante no aumento do indice de doencas fisicas (PAYKEL,
2006). Apesar do avanco no tratamento farmacologico da depressao, muitos dos
antidepressivos disponiveis apresentam baixas respostas, além de ocasionar severos
efeitos colaterais (SARKO, 2000; CORRELL; SCHRIDAN; DELBELLO, 2010; IJAZ et
al., 2018). Com efeito, sabe-se que uma parcela consideravel dos pacientes
deprimidos, aproximadamente um tergo, ndo responde aos antidepressivos, e um
terco dos pacientes tratados, na verdade, responde ao placebo (BELMAKER, 2008).
Neste contexto, faz se necessario buscar novos agentes antidepressivos, como
alternativas farmacoldgicas, que possam atuar com menos efeitos colaterais, de forma
mais seletiva, eficaz e mais rapida, podendo levar a uma maior adesao dos pacientes.

Na pratica, a utilizacdo de plantas medicinais tornou-se um recurso terapéutico
alternativo aceito pelos pacientes e, em geral, vem ocupando espago junto a classe
médica (BALUNAS; KINGHORN, 2005; FAJEMIROYE et al., 2016). De fato, muitos
trabalhos vém demonstrando os potenciais efeitos bioativos e farmacolégicos de
plantas medicinais, em particular plantas provenientes da Amazodnia brasileira, uma
vez que possui uma grande biodiversidade regional (SAKAKIBARA et al., 2006; MELO
et al., 2006, 2011; VASQUEZ; MENDONCA; NODA, 2014; MACHADO et al., 2015).
Nessa perspectiva, uma planta amazoénica que esta se destacando € a Euterpe
oleracea Mart., o agaizeiro (MUNIZ-MIRET et al., 1996; KANG et al., 2012), cujo fruto
possui diversas moléculas bioativas que facultam a este fruto potenciais atividades
farmacolégicas (MATHEUS et al.,, 2007; POULOUSE et al., 2012). Neste sentido,
estudos pioneiros realizados pelo nosso grupo demonstraram que o extrato
hidroalcéolico do carogo do agai (ASE) é rico em polifendis com propriedades
benéficas sobre o sistema cardiovascular e metabolismo lipidico e glicidico (ROCHA
et al., 2007; 2008; DA COSTA, 2012; OLIVEIRA et al, 2010; 2015; CORDEIRO et al.,
2017). Com base nessas propriedades e sua agao antinociceptiva em modelos
experimentais de dor neuropatica (SUDO et al., 2015), acreditamos que o extrato pode

ter alguma atuacdo no Sistema Nervoso Central, interferindo de forma indireta ou
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direta na acao de neuropeptidios, como o0 CRH e a NE, e possivelmente apresentando
alguma atividade antidepressiva.

Portanto, no presente estudo avaliamos o efeito antidepressivo do ASE,
procurando identificar se esse extrato exerce efeito sobre neurotransmissores,
neuropeptidios e proteinas considerados como alvos importantes na fisiopatologia da
depressao. Além disso, avaliamos um possivel efeito antioxidante central. Todos os
experimentos foram realizados comparando o ASE com um dos antidepressivos mais
utilizados atualmente, a fluoxetina (inibidor seletivo da recaptagao de serotonina) em
animais submetidos ou ndo a separagdo materna, no teste do nado forgado (teste de
Porsolt).

O teste de nado forgado apresenta uma validade preditiva aceitavel, sendo
largamente utilizado para investigar a atividade farmacologica de antidepressivos
(MCGONIGLE, 2014). Este teste tem sido extensivamente utilizado para o
desenvolvimento de novos compostos terapéuticos e para o entendimento dos
mecanismos neuronais responsaveis pelo comportamento depressivo (WILLNER,
1985; WILLNER; MITCHELL, 2002; NUNES; HALLAK, 2014), que refletem o
desamparo aprendido descrito inicialmente por PORSOLT et al. (1977). A
sensibilidade do referido teste a um vasto conjunto de antidepressivos é a
caracteristica capital que fundamenta seu uso como modelo de rastreio de drogas
capazes de serem utilizadas como agentes antidepressivos. Vale salientar que as
classes de farmacos clinicamente usadas no tratamento da depressdo e que séao
identificadas pelo teste de Porsolt compreendem os antidepressivos ftriciclicos, os
inibidores da monoamina oxidase (IMAOs) e derradeiramente os inibidores seletivos
da recaptagao de serotonina (ISRS) (McGONIGLE, 2014), aos quais pertence a
fluoxetina.

Apesar disso, existem limitacdes a este modelo, sendo uma das mais
importantes a de que o estado de desamparo aprendido ndo é sustentado e, além
disso, responde agudamente ao uso de antidepressivos, ao contrario do que se
observa em pacientes deprimidos, que geralmente melhoram apds algumas semanas
do uso da medicagdo (ABELAIRA et al., 2013; NUNES; HALLAK, 2014). Contudo,
esta é uma questado controversa, pois alguns autores acham que o comportamento de
imobilidade provocado pela exposicao a condicdes inescapaveis, que nao podem ser
modificadas pelo comportamento do animal, permite a melhor condi¢gao para medir os

efeitos de drogas antidepressivas. Portanto, a identificacdo do papel do desespero
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comporta- mental na performance do nado forgado € uma importante maneira para
esta- belecer a sua validade de construto (BROWN, 2001; DRUGAN, 2013; NUNES;
HALLAK, 2014).

Além disso, faz-se necessario o teste de campo aberto para avaliar a
locomocgéo, para que se detecte falsos positivos nos casos de drogas que aumentem
a locomocgao, prolongando assim o tempo de tentativa de fuga, assim como os falsos
negativos, no caso de drogas sedativas que promovam um menor tempo de tentativa
de fuga nos animais. Portanto, o uso do teste de campo aberto objetiva confirmar que
todos os resultados obtidos no teste de Porsolt decorrem da agao das drogas com
efeito antidepressivo e que as mesmas nao agem como estimulantes psicomotores
(NUNES; HALLAK, 2014).

Em virtude do que foi mencionado, percebe-se que néo se pode adotar nenhum
critério isoladamente como definidor de um bom modelo animal de depressao e,
verdadeiramente, parece ser inalcancavel que um unico modelo animal abarque toda
a complexidade de uma psicopatologia. Assim sendo, essa auséncia de modelos
genéticos ou bioquimicos de depressao suscitou o interesse avido de usar também
um modelo de depressdo em animais que possa retratar a sindrome a partir da sua
etiologia.

Isto posto, a pesquisa ora em discussio se fundamentou em parte nos estudos
psicanaliticos de Winnicott (1960) sobre a privagdo materna ou o abandono materno,
nos quais ele aponta os aspectos negativos manifestados ao longo da vida de um
individuo como tendo uma origem no inicio da vida. Essas mudancgas negativas séo
expressas como Vvioléncia, delinquéncia, nervosismo extremo, ansiedade
generalizada, esquizofrenia, depresséo etc. (RIZZUTO, 1990). Todos esses aspectos,
segundo o autor, originam da relagcdo mae-bebé ou de quem cuida da crianga. Dos
trés tipos de abandono estudados por Winnicott, destacam-se dois deles, a saber, 0
abandono simples e o abandono repentino. O primeiro que ele chama de "privagao"
ocorre por falta de responsabilidade de quem cuida do bebé. Geralmente é constante,
e acontece desde o nascimento em diante. Nessa fase, Winnicott relaciona o
abandono com a auséncia de um relacionamento direto entre a mae (ou a figura
materna) e o bebé. N&o é preciso deixar o bebé passar fome: basta ndo se relacionar
com ele, apesar de alimenta-lo. Esse tipo de abandono possui efeitos devastadores.
O bebé simplesmente ndo se desenvolve emocionalmente, apresenta perda de

personalidade. Disso pode derivar uma psicose grave, ou uma espécie de apatia que
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muitas vezes da a impressao de deficiéncia mental (Winnicott, 1984). O abandono
repentino, por sua vez, Winnicott denomina-o “deprivagéo”, o que em portugués pode
ser considerado também como “privagcao”. Esse tipo ocorre quando, num
relacionamento bastante firme entre o bebé e a mae, esta ultima desaparece ou morre,
ausenta-se por um longo tempo ou ainda entra em depressao grave que a impede de
interagir emocionalmente com a crianga. Os efeitos oriundos desse tipo de privagao
materna também s&o muito danosos ao longo da vida do bebé. Fundamentando-se
nesses estudos, os modelos animais de separagao materna unica e cronica tendem a
imitar o abandono repentino. Certos estudos demonstram que os eventos perinatais
precoces causam varios disturbios nos desempenhos cognitivo, emocional e
comportamental e que o estresse pds-natal esta relacionado com o funcionamento
anormal psicossomatico visto tardiamente na vida (FARKAS etal., 2009; VETULANI,
2013; BEYER; FREUND, 2017). Isso vai ao encontro dos estudos de Winnicott e
aponta o modelo animal de separagao materna como, certamente, um modelo mais
reprodutivel da depressdo em humanos (ELLENBROEK, 1998).

Varias mudancgas neuroquimicas tém sido também reveladas apds o uso da
separagao materna, tais como mudangas no sistema dopaminérgico mesolimbico e
alteragbes na expressao de neuropeptideos no encéfalo (da SILVA, 1999; BRAKE et
al.,, 2004; NOVICK et al., 2018). Foi mostrado que a separagdo drastica leva as
reducdes dos fatores tréficos e a outros marcadores de plasticidade no encéfalo
(BURTON et al., 2007). Embora o modelo animal mais relatado na literatura cientifica
consista em longos periodos de privacao intermitentes, o que foi denominado no atual
estudo de separagdo materna crbénica (SMC), tem sido relatado também que uma
simples privagdo materna de longa duragdo (24 horas) retarda o desenvolvimento
neurocomportamental de ratos recém-nascidos (ELLENBROEK; DERKS; PARK,
2005) ou uma simples separagdo materna de um minuto no primeiro dia de vida pode
levar a disturbios na vida adulta (LEHMANN et al., 2002; DARNAUDERY et al., 2004).
Essa separagdo em um unico dia representa o que o presente estudo denomina
separagao materna unica (SMU). O modelo animal de privagcdo materna, além de
mimetizar melhor a depressdo em humanos, muitas vezes é considerado como um
modelo animal de esquizofrenia (ELLENBROEK, 1998), apoiando assim as ideias de
Winnicott, segundo as quais os individuos que sofreram privagcdo materna na sua

infancia apresentarao aspectos negativos ao longo de sua vida.
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Desta forma, levando em consideragao a grande aceitagao do teste de nado
forcado como forma de investigar drogas antidepressivas e levando-se em conta o
que foi observado sobre o modelo de separagao materna como modelo animal que se
aproxima da depressdo em humanos, foi escolhido o teste de Porsolt para avaliar o
efeito do ASE como antidepressivo, mediante fluoxetina como controle positivo;
também foram escolhidos os modelos de SMC e de SMU para reforcar o efeito do
ASE sobre as mudangas biolégicas encontradas em individuos acometidos com a
depressao.

No presente estudo, nossos dados demonstraram que no grupo dos animais
nao submetidos a separacédo (CON), os animais tratados com ASE reduziram o tempo
de imobilidade quando submetidos ao teste de Porsolt em comparagcdo aos ratos
controles n&o tratados (Figura 12). Nao houve diferenga estatistica entre os ratos
tratados com ASE e os tratados com fluoxetina. Para estabelecer que esse efeito é
oriundo apenas das propriedades farmacolégicas do ASE, foi necessario submeter
esses animais ao teste do campo aberto. Neste teste, ndo houve nenhuma diferenca
estatistica entre todos os grupos estudados, demonstrando, portanto, que a atividade
locomotora nao foi alterada em nenhum dos grupos, reforcando que os resultados
obtidos néo tiveram interferéncia da atividade locomotora dos animais. Logo, pelo
teste do nado forcado representar uma forma de investigacdo de drogas
antidepressivas, pode-se inferir face a esse dado que o ASE pode ter um efeito
potencial antidepressivo, visto que reduz o tempo de imobilidade em animais
submetidos no teste de Porsolt tal qual a fluoxetina.

No tocante aos animais submetidos a separagao materna crénica, o presente
estudo mostrou que os animais que nao foram tratados com ASE e com fluoxetina,
reduziram o tempo de imobilidade (Figura 13) no teste de Porsolt quando comparados
aos controles (CON). De acordo com dados da literatura, o menor tempo de
imobilidade pode estar associado ao estresse e a ansiedade, em uma situacdo na
qual o animal n&o possui possibilidade de fuga. Desta forma, o aumento da mobilidade
nao é interpretado como uma reducdao do humor depressivo (ou comportamento
depressivo), mas sim como um aumento do estresse e da ansiedade que s&o
ocasionados por uma situagéo nova de estresse (que no presente estudo trata-se do
teste de nado forgado), nesses animais que ja sao deprimidos (SHORS et al., 1999;
CALIL et al., 2002).
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Conforme ja estabelecido na literatura, em situagdes de estresse ocorre uma
elevacgao dos niveis de noradrenalina (RESSLER E NEMEROFF, 1999; GIUSTINO E
MAREN, 2018) e de cortisol (HUETHER et al., 1999; TIWARI, 2018), dessa forma
poderiamos sugerir que os ratos submetidos a SMU e SMC provavelmente
apresentam o eixo HPA desregulado e os niveis de noradrenalina aumentados, como
demonstrado no presente estudo (Figura 20), o que justificaria a maior mobilidade nos
animais em ambos os grupos quando comparados ao grupo controle, tornando-se
mais ativos, confirmando entdo essa hipotese. Nosso estudo corrobora com dados
anteriormente publicados que demonstraram que em ratos com elevagao do estresse,
foram observadas respostas e estratégias de fuga, diminuindo assim o tempo de
imobilidade (ARBORELIUS E EKLUND, 2007; DANIELS et al., 2009).

Nesse modelo experimental ndo foram observadas diferengas significativas
entre os grupos SMC+ASE e o SMC. Entretanto, evidenciamos que os ratos tratados
com fluoxetina (SMC+FLU) obtiveram maior mobilidade quando comparados ao grupo
SMC. Estudos demonstram que o extrato aquoso de roma3, rico em polifendis, também
n&o altera o tempo de imobilidade no teste de nado forcado (VALDES-SUSTAITA et
al., 2017), semelhante ao resultado encontrado no grupo SMC tratado com ASE.
Porém, outros polifendis como o resveratrol e os provenientes do cha verde aumentam
a mobilidade dos ratos e ocasionam a inibicdo do eixo HPA (ZHU et al., 2012; WANG
et al., 2013). Os antidepressivos, como a fluoxetina, por sua vez, também sao capazes
de reduzir o tempo de imobilidade, alterando o humor depressivo (RODRIGUEZ-
LANDA et al., 2018), conforme observado no presente estudo.

Nao houve diferenga significativa quanto ao tempo de permanéncia no centro
e na periferia nos diferentes grupos estudados, estando de acordo com dados da
literatura que demonstram nao haver diferenca no tempo de permanéncia na periferia
do campo (GEYER et al., 1986; TANAKA et al., 2012; ZUO et al., 2014). Portanto, foi
demonstrado que os animais submetidos a separacdo materna cronica ndo alteram a
atividade locomotora, o que corrobora com dados da literatura (REUS et al., 2011).
Embora alguns autores tenham demonstrado uma diminuigao significativa no tempo
de permanéncia do animal depressivo no centro do campo, podendo ser observada
uma diminuigdo da sua capacidade exploratéria (JIN et al., 2018), entende-se que o
emprego de diferentes protocolos experimentais para a indugao do estresse durante

a separacao materna, podem justificar algumas das diferencas entre os resultados
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encontrados no presente estudo e os dados da literatura, um achado que o estudo de
Lehmann e Feldon (2000) antecipou ha 18 anos.

Semelhante ao que foi visto com o modelo de SMC, os resultados com o
modelo de SMU se repetiram. No entanto aqui, o grupo tratado com fluoxetina
demonstrou também uma diferengca em comparagcdo com o grupo controle (CON),
SMU e SMU+ASE (Figura 14), reforgcando o importante efeito desse farmaco na
reducdo do tempo de imobilidade. O tratamento com ASE, mais uma vez, nao
demonstrou nenhuma diferenga no grupo SMU. Ao contrario, o grupo SMU+FLU
demonstrou reduzir significativamente o tempo de imobilidade quando comparado
com o grupo SMU+ASE, reforcando o que ja se discutiu acerca dos animais
submetidos a SMC e, em especial, sobre o tratamento com fluoxetina. No que tange
ao teste de campo aberto (Figura 15), os resultados corroboram com os que ja foram
discutidos anteriormente, neste sentido, entende-se que a separagdo materna nao
altera, de fato, a atividade locomotora dos animais no teste de campo aberto,
concordando com o relato de Réus et al. (2011). Nos animais ndo submetidos a
separacao materna, o tratamento com ASE reduziu o tempo de imobilidade, assim
como a fluoxetina (Figura 12).

Vale ressaltar que a fluoxetina, além de ser um antidepressivo, ainda apresenta
efeito ansiolitico (RAZAVI et al., 1996; SONAWALLA et al., 2002). De acordo com
alguns autores o menor tempo de imobilidade pode estar relacionado com o estresse
e a ansiedade, ocasionados pela nova situacéo de estresse, proporcionada pelo teste
de nado forcado, visto que esses animais ja sao deprimidos pelo modelo que
representam (SHORS et al., 1999; CALIL et al., 2002). Dado o exposto, entende-se
que o resultado atribuido a fluoxetina nos animais submetidos a separagdo materna
pode ser o somatodrio do seu efeito ansiolitico e antidepressivo. Assim sendo, podemos
sugerir que o ASE, por apresentar apenas um efeito potencialmente antidepressivo
(conforme demonstrado neste estudo nos animais ndo separados), ndo aumentou o
tempo de imobilidade nestes animais submetidos a SMC, devido a presenca do fator
ansiedade.

No que se refere as catecolaminas, o presente trabalho investigou a
participacdo da dopamina (DA) e da norepinefrina (NE) em homogenato da gléandula
adrenal. Com efeito, as catecolaminas sao produzidas por neurbénios adrenérgicos e
dopaminérgicos. Porém, as mesmas também podem ser sintetizadas pelas células

cromafinicas, presentes na medula da glandula adrenal em resposta ao estresse
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(FREDERICK E STANWOOD, 2009; WILLIAN TANK E LEE WONG, 2014;
SPASOJEVIC et al., 2015). A adrenalina (epinefrina) e a NE sao liberadas em grandes
quantidades na circulacdo quando comparadas a DA, atuando nas células alvos do
sistema nervoso simpatico, gerando a resposta ao estresse e diminuindo os sintomas
da depressao (HAMER et al. 2007; WILLIAN TANK E LEE WONG, 2014).

Os niveis de DA em homogenato da gléndula adrenal, no presente estudo,
foram significativamente elevados em animais tratados com ASE (CON+ASE) quando
comparados com os animais controles (CON) e com os tratados com fluoxetina
(CON+FLU). No que concerne aos niveis de NE, o grupo CON+ASE apresentou
apenas aumento significativo em comparacao ao grupo controle (CON) (Figura 18). A
explicagdo desse importante achado pode ser compreendida tal como sera discutido
relativamente aos niveis de DA e NE nos grupos dos animais submetidos a separagao
materna, a seguir.

Os niveis de DA em homogenato da glandula adrenal, no presente estudo, ndo
foram diferentes entre os grupos SMC e controle, uma vez que, a DA é uma
catecolamina que nao esta relacionada com a resposta ao estresse,
consequentemente nao recebendo estimulo para sua producédo (WILLIAN TANK E
LEE WONG, 2014). Entretanto, o tratamento com ASE e com a fluoxetina aumentou
significativamente os niveis de DA em homogenato da glandula adrenal nos grupos
SMC+ASE e SMC+FLU quando comparados ao SMC (Figura 19).

No presente estudo, os animais submetidos a SMC demonstraram uma
tendéncia em aumentar os niveis de NE em homogenato da glandula adrenal quando
comparados ao controle, demonstrando que o estresse da separagcao materna pode
ter induzido o aumento da sintese de NE pela glandula adrenal, uma vez que, essa
glandula promove a liberacdo de NE e de adrenalina para a circulagédo em resposta
ao estresse (KVETNANSKY et al., 2013). Estudos utilizando modelos animais de
estresse demonstraram um aumento da expressao da enzima tirosina hidroxilase na
medula da glandula adrenal, aumentando a produgao de catecolaminas, e assim sua
concentracao no plasma (SEROVA et al., 1997, 1998; SPASOJEVIC et al., 2015).
Ademais, o tratamento com ASE semelhante ao observado com a fluoxetina reduziu
os niveis de NE em resposta ao estresse.

Dados da literatura demonstram que o tratamento crénico com a fluoxetina em
ratos que foram submetidos ao estresse diminui a expressao do transportador da NE

e aumenta a atividade da enzima tirosina hidroxilase, uma enzima que participa da
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sintese das catecolaminas, responsavel pela conversdo da Tirosina em L-DOPA.
Como consequéncia ha um aumento da secre¢ao das catecolaminas, liberando-as na
circulagao (SPASOJEVIC et al., 2015). Também foi demonstrado que a fluoxetina
ocasiona a sintese e o armazenamento da DA na glandula adrenal, sendo os niveis
circulantes dessa catecolamina menores quando comparados aos da NE e da
adrenalina, uma vez que a exocitose da mesma & muito menor (WILLIAN TANK E
LEE WONG, 2014). No presente estudo, possivelmente em virtude de haver uma
maior liberacdo da NE para a circulagdo em resposta ao estresse, poderia ocorrer uma
reducdo do conteudo dessa catecolamina na glandula adrenal, como foi observado
nos grupos SMC+ASE e SMC+FLU.

Em seu estudo, Liu et al., (2013) demonstrou que os polifendis podem interferir
com a sintese das catecolaminas, aumentando significativamente seus niveis em
amostras de soro de ratos estressados. Nos sugerimos que 0 aumento dos niveis de
DA promovido pelo ASE pode ter sido mediado pelos polifendis presentes no carogo
do acai (de OLIVEIRA et al., 2015), tendo em vista que evidéncias da literatura
demonstraram que as epigalocatequinas, assim como as catequinas, que também
estao presentes no nosso extrato, podem aumentar a sintese das catecolaminas na
glandula adrenal, bem como, os seus niveis circulantes, e a capacidade antioxidante
(LIU et al., 2013), demonstrando um importante papel para o efeito antidepressivo.
Ademais, evidéncias neuroquimicas revelaram que as proantocianidinas, polifendis
mais prevalentes do ASE (de OLIVEIRA et al., 2015), aumentam os niveis de
serotonina, noradrenalina e dopamina em varias regides cerebrais, sugerindo o papel
central do sistema monoaminérgico em seu efeito antidepressivo (XU et al., 2010).

Em relagdo aos animais submetidos a SMU, os niveis de DA em homogenato
da glandula adrenal, no presente estudo, nao foram diferentes entre os grupos SMU
e controle. Entretanto, o tratamento com ASE aumentou significativamente os niveis
de DA em homogenato da glandula adrenal no grupo SMU+ASE quando comparados
aos grupos SMU e SMU+FLU (Figura 20). O entendimento desse achado é o mesmo
do aumento dos niveis de DA no grupo SMC+ASE conforme explicado anteriormente.

No presente estudo, o grupo SMU demonstrou um aumento significativo dos
niveis de NE em homogenato da glandula adrenal quando comparado ao controle,
demonstrando que o estresse da separacdo materna unica pode ter induzido o
aumento da sintese de NE pela glandula adrenal. Conforme ja discutido, esse achado

corrobora com os dados da literatura, segundo os quais modelos de animais ao
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estresse aumentam a producdo de NE e reduzem seu transporte (SEROVA et al.,
1997,1998; SPASOJEVIC et al., 2015). Ademais, o tratamento com ASE reduziu os
niveis de NE no grupo SMU+ASE, em resposta ao estresse, quando comparados ao
grupo SMU. Pela observacédo dos dados analisados, infere-se que o ASE tem efeito
nas aminas biogénicas, em especial, na DA e na NE, por conseguinte, 0 mesmo
provavelmente deve atuar através da liberagcao da NE para o efeito antidepressivo-
simile visto no teste de Porsolt. Salienta-se que o tratamento com fluoxetina, dos
animais submetidos a separagao materna unica, ndo apresentou nenhuma resposta
significativa em relagéo aos outros grupos.

Na hipétese diastesia-estresse (BEAR et al., 2017) que descreve o
desenvolvimento da depresséo intimamente ligado eixo HPA desregulado, o CRH faz
parte de um grupo de hormdnios que participa com destaque no eixo HPA,
desempenhando um papel chave nos circuitos que modulam a resposta
neurovegetativa e comportamental em situacées de estresse (ARBORELIUS et al.,
1999; JESULOLA; MICALOS; BAGULEY, 2018). A administracdo do CRH no sistema
nervoso central de animais de experimentagdo ocasiona taquicardia, aumento da
pressao arterial, ansiedade, perda do interesse na exploragao do entorno, diminui¢cao
da fome e redugao da libido (ARBORELIUS et al., 1999). O uso de um bloqueador dos
receptores do CRH, antalarmina, bloqueia essas respostas, diminuindo a ansiedade
e aumentando o interesse na exploragao do entorno (HABIB et al., 2000). Estudos
em humanos com depressao severa mostraram aumento da expressdao do RNA
mensageiro do CRH no sistema limbico e pequena produgdo de ACTH apds
administracdo de CRH endovenoso, sugerindo uma regulagdo dos receptores
hipofisarios por excesso de exposi¢cao ao horménio (BELMAKER e AGAM, 2008).

Neste estudo, os niveis plasmaticos de CRH nos animais tratados com ASE
(CON+ASE) foram significativamente reduzidos quando comparados com os grupos
controle (CON) e CON+FLU (Figura 21A), sugerindo assim, que o ASE age como um
agente protetor contra o estresse. Os niveis plasmaticos de CRH nos animais do grupo
SMC néo foram significativamente diferentes do controle (Figura 22A). Entretanto, os
tratamentos com ASE e fluoxetina, reduziram de forma eficaz os niveis plasmaticos
de CRH nos grupos SMC+ASE e SMC+FLU, respectivamente quando comparados
ao grupo SMC. O efeito protetor do ASE sobre o aumento dos niveis plasmaticos do
CRH induzido pela SMC, corrobora com resultados previamente publicados por outros

grupos com diferentes componentes polifenolicos (ARTS; HOLLMAN 2005; LIU et al.,
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2014), sugerindo que o efeito antidepressivo do ASE pode ser mediado em grande
parte pela reducdo dos niveis de CRH que contribui para a reducédo da ativagao do
eixo HPA.

O efeito antidepressivo da fluoxetina também envolve a redugao dos niveis de
CRH, da hiperatividade do eixo HPA e dos niveis séricos de cortisol, que ja foram
demonstrados por muitos estudos (DAMJANOSKA et al., 2003; GE et al., 1996). O
presente estudo demonstrou pela primeira vez que o ASE possui efeito semelhante
ao da fluoxetina na reducédo da concentracdo de CRH, demonstrando, assim, que
potencialmente pode ser utilizado no tratamento da depressao maior.

Com referéncia aos niveis plasmaticos de GR, o unico achado significativo
encontrado diz respeito a diminui¢cdo significativa dos niveis desses receptores no
grupo CON+FLU em relagcdo ao grupo CON (Figura 21B). Por outro lado, em
homogenato de hipotalamo, demonstramos uma redugao significativa da expressao
dos receptores GRs, nos grupos tratados com ASE e fluoxetina quando comparados
com o grupo controle (Figura 30B). Entretanto, ndo houve nenhuma diferenca
estatistica entre os grupos CON, CON+ASE e CON+FLU em homogenato de
hipocampo (Figura 30A).

Dados da literatura demonstram que pacientes com depressao maior possuem
um desequilibrio na ativagado dos receptores RM e GRs (MELLO et al., 2009). No
presente estudo, nossos resultados demonstraram que a SMC levou a reducéao
significativa da expressdo dos GRs em homogenato de hipocampo e hipotalamo
quando comparados com o grupo (CON) (Figuras 31A e 31B). Entretanto, nao houve
diferencga significativa nos niveis plasmaticos dos GRs entre os grupos estudados.
Sendo assim, nossos achados corroboram com dados da literatura, os quais
demonstram que animais submetidos ao estresse tem redugao desses receptores,
desenvolvendo um comportamento depressivo (MEANEY et al., 1996; KARANDEA et
al., 2000; PARIANTE E MILLER, 2001; RIDDER, 2005; SUDHEIMER et al., 2013,
2015). Alguns autores também sugerem que o estresse e fatores genéticos, como
polimorfismos e mutagdes, poderiam contribuir para a deficiéncia dos GRs e a
hiperatividade do eixo HPA (VAN ROSSUM; VAN DEN AKER, 2011; DERIJK E DE
KLOET, 2005).

Nos demonstramos pela primeira vez, que o efeito antidepressivo do ASE pode
ser decorrente do aumento da expressao dos GRs em homogenato de hipotalamo de

animais submetidos a SMC, o que poderia contribuir para uma maior ativacio desses
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receptores no cérebro e para a normalizacdo da hiperatividade do eixo HPA.
Entretanto, o tratamento com ASE nao alterou a expressao dos GRs no hipocampo, o
que poderia ser justificado pelo fato desses receptores serem mais abundantemente
encontrados no hipotalamo (DE KLOET et al., 1998;). Acredita-se que esse efeito do
ASE seja mediado pelos polifendis presentes no extrato (DE OLIVEIRA et al., 2015),
0s quais em conjunto proporcionariam tal regulacdo dos GRs. Estudos prévios
evidenciaram que o consumo de dietas ricas em polifendis pode ser inversamente
associado ao desenvolvimento dos sintomas da depresséo (PATHAK et al., 2013;
GODOS et al., 2018). Ademais, foi demonstrado que a curcuma longa, rica em
polifendis, tem um papel importante na regulagcao do eixo HPA, principalmente através
do aumento da expressdao do GR (XU et al, 2007). Em relacdo aos animais
submetidos a separagao materna unica, o grupo SMU apresentou significativamente
menor expressao dos receptores GRs, tanto no hipotalamo quanto no hipocampo,
quando comparada ao grupo controle, tal como o grupo SMC. Esse ultimo achado
corrobora com dados na literatura que sustentam que o estresse pés-natal leva a uma
diminuicdo de receptores no hipocampo e hipotdlamo (ABRAHAM; KOVACS, 2000;
RHEES; LEPHART; ELIASON, 2001). Assim sendo, esse dado apoia nossa escolha
do modelo experimental de depresséo.

Entdo, sobre esses aspectos, entende-se que o tratamento com ASE
demonstrou um efeito mais promissor do que o da fluoxetina sobre o aumento da
expressao dos GRs no hipotalamo, resultado diferente do que tem sido demonstrado
na literatura em modelos de estresse. Estudos tém demonstrado que um dos
importantes mecanismos associados ao efeito antidepressivo de farmacos
antidepressivos como a fluoxetina € o aumento dos niveis de GRs, que contribui para
a normalizagao do eixo HPA (JURUENA et al., 2004). Contudo, diferentes protocolos
experimentais sdo empregados para a indugado do estresse durante a separagao
materna, que podem justificar algumas das diferencas entre os resultados
encontrados no presente estudo e os dados da literatura. Em conjunto nossos
resultados sugerem que o ASE apresenta um efeito modulador sobre o eixo HPA, ja
que reduz as concentragdes plasmaticas do horménio CRH. Além disso, em animais
controle que supostamente, ndo apresentam o grau de estresse similar ao dos animais
submetidos ao modelo de separagdo materna, o ASE reduz a expressado dos
receptores GRs no hipotdlamo, enquanto em animais submetidos a separagao

materna, o ASE atua aumentando a expressao desses receptores.
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O BDNF ¢, sem duvida, a neurotrofina mais importante, que € principalmente
expressa no hipocampo e no cortex (BRAND; MOLLER; HARVEY, 2015), e que
desempenha um papel fundamental na sobrevivéncia e diferenciacdo de neurbnios
através de suas agdes sobre o seu receptor TrkB (EIDE et al., 1996; FRYER et al.,
1997; BINDER e SCHARFMAN, 2004; PHILLIPS, 2017., 2005). Muitos estudos
demonstraram que a diminuigdo dos niveis de BDNF ou um comprometimento da
funcdo do seu receptor TrkB sdo dois fatores de risco para o desenvolvimento da
depressao maior (LYONS et al., 1999; XU et al., 2007). Estudos post-mortem tém
revelado que o BDNF hipocampal esta reduzido em pacientes com depressao maior
que cometeram suicidio, mas niveis elevados em pacientes que estavam sendo
tratados com agentes antidepressivos, no momento da sua morte (DWIVEDI et al.,
2003; KAREGE et al., 2005; BRAND; MOLLER; HARVEY, 2015)

Os animais tratados com ASE (CON+ASE) e fluoxetina (CON+FLU) nao
apresentaram nenhuma diferenca estatistica quanto a expressdo do pro-BDNF
(Figura 27A) e do BDNF (Figura 27B) entre si e quando comparados com 0 grupo
controle (CON). Entretanto, a expressao do receptor TrkB nos animais tratados com
ASE (CON+ASE) foi significativamente aumentada em comparagao aos grupos CON
e CON+FLU (Figura 25), sugerindo que ASE pode atuar da via TrkB/CREB/BDNF,
pois 0 aumento dos receptores TrkB pode levar a uma maior ativagao da via, mesmo
em face de quantidade reduzida de BDNF (BRAND; MOLLER; HARVEY, 2015; QI et
al., 2017; RANG et al, 2016). Os animais do grupo SMC apresentaram uma
significativa redugao na expressao do BDNF em homogenato de hipocampo (Figuras
28A e B), confirmando que o estresse crénico pode levar a redugao do conteudo
proteico desse fator neurotrofico, contribuindo para a atrofia dos neurbénios que, por
conseguinte, altera os neurotransmissores € horménios envolvidos no controle da
produgéao das neurotrofinas (LIU et al., 2000; ROCERI et al., 2002). Dados da literatura
demonstram que uma alteracdo no eixo HPA ocasiona o aumento da producdo de
cortisol e o comprometimento das funcdes cerebrais principalmente do hipotalamo e
hipocampo, o que reflete diretamente na reducéo da expressao do BDNF, impedindo
assim a neurogénese e a neuroplasticidade (ROCERI et al., 2002; WORKEL et al.,
2001). Nossos resultados também demonstraram que os grupos SMC tratados ou n&o
tiveram uma reducgao da expressao do pro-BDNF. Dados da literatura demonstram
que niveis elevados desse precursor do BDNF podem ocasionar a apoptose das
células cerebrais (LU ef al., 2005; ZAGREBELSKY et al., 2005).
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No presente estudo, os animais submetidos a SMU apresentaram expressao
de BDNF reduzida no hipocampo e o tratamento com ASE aumentou significativa essa
expressao, entretanto, ndo houve alteragdo nos niveis do receptor TrKB em
homogenato de hipocampo. No entanto, o tratamento com ASE nao alterou
significativamente a expressao do BDNF nos animais submetidos a SMC, entretanto,
aumentou significativamente os niveis do receptor TrkB em homogenato de
hipocampo, que possui um importante papel na regulagao dos efeitos promovidos por
esse fator neurotrofico. Este resultado é reforcado por dados da literatura que
demonstram que os polifendis exercem seu efeito neuroprotetor através da ativagao
da via TrkB/CREB/BDNF (BRAND; MOLLER; HARVEY, 2015; Ql et al., 2017),
demonstrando o importante papel dos polifendis presentes no ASE para o seu efeito
antidepressivo.

Através da avaliacdo dos resultados encontrados, pode-se inferir que o
tratamento com ASE demonstrou um efeito mais promissor do que o da fluoxetina em
aumentar os niveis do receptor TrkB no hipocampo. Em contrapartida a fluoxetina,
diferentemente do observado com o ASE, aumentou significativamente a expresséao
do BDNF (Figuras 26 e 29), corroborando com dados da literatura que demonstram
que os antidepressivos sao capazes de reverter a redugao dos niveis de BDNF em
modelos experimentais de estresse (WEI et al., 2018; LI et al., 2018). Dessa forma,
sugere-se que o ASE e a fluoxetina interferem com a agao desse fator neurotréfico de
maneiras distintas.

A inibicdo da PDE tem sido estudada como alvo no tratamento da depressé&o
(PATEL; ANAND; BHATT, 2012). Em nosso estudo, a expressdo da PDES nao foi
significativamente modificada entre os grupos controles, tanto no hipocampo quanto
no hipotalamo (figuras 33A e B). Nos animais submetidos a SMC, apenas o grupo
SMC apresentou menor expressao da PDE5 em relagéo ao grupo controle, em ambas
as amostras. O tratamento com ASE nao alterou a expressao da PDE5 em nenhuma
amostra (Figuras 34A e B). Resultado semelhante foi observado no modelo de SMU,
no entanto, apenas a expressido da PDE5 na amostra do hipotalamo mostrou-se
menor no grupo SMU, em comparagéo ao grupo CON (Figuras 35A e B). O tratamento
com ASE nao foi efetivo. Esses achados em relagdao a enzima PDES5 podem ser
explicados pela distribuicdo das fosfodiesterases no encéfalo, pois aquelas mais
expressas no encéfalo sao PDE1,4,7,8,9 e 10 (BRAND; MOLLER; HARVEY, 2015) e

a PDES5 é mais expressa no coragao, pulmao e no musculo liso.
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Considerando a conexao existente entre a inflamagao, NO e sinalizagao de
insulina/PPAR na depressao maior (WAKU et al., 2010), ndo é de se admirar que o
ligante endogeno do PPARYy, 15d-PGJ2, apresente propriedades anti-inflamatérias
(SCHER; PILLINGER, 2005). Além disso, 0 mesmo também aumenta o metabolismo
neuronal da glicose, previne a supressao da captagao de glutamato induzida pelo
estresse (GARCIA-BUENO et al., 2007) e tem sido sugerido como possivel marcador
de doencas psiquiatricas (GARCIA-BUENO et al., 2005). De fato, estudos em animais
também descreveram a atividade antidepressiva dos agonistas do PPARy (EISSA
AHMED; AL-RASHEED; 2009).

No presente estudo, a expressdo do PPARy nao diferiu entre os grupos
controle, CON+ASE e CON+FLU (Figuras 36A e B), tanto em homogenato do
hipocampo quanto em homogenato do hipotalamo. A expressdao do PPARy nao
apresentou nenhuma alteragao significativa entre os grupos dos animais submetidos
a SMC quando investigada em amostra de homogenato do hipocampo. Entretanto, no
hipotalamo, o tratamento com ASE elevou a expressao do receptor PPARy no grupo
SMC+ASE quando comparado com os grupos SMC e SMC+FLU (Figura 37B). Esse
dado sugere que em situagao de estresse crénico, o ASE tende a aumentar o
conteudo proteico do receptor PPARYy, o que pode ser util na depressao, uma vez que
a provavel participacdo do PPARYy na depressao esta relacionada com sua ativagao
por agonistas, promovendo seus importantes efeitos biolégicos (descritos acima) que
sao benéficos ao tratamento dessa comorbidade. Portanto, como o ASE aumenta sua
expressao, podemos sugerir que sua agao antidepressiva pode envolver a ativagao
do receptor PPARYy, podendo no futuro ser utilizado com um agonista do PPARYy.
Dessa forma, demonstramos pela primeira vez que o ASE tem efeito sobre o receptor
PPARy, o que pode contribuir para o tratamento antidepressivo. No tocante aos
grupos submetidos a SMU, ndo houve nenhuma diferenga estatistica entre os grupos
estudados.

Schiavone, Colaianna e Curtis (2015) sugerem que o estresse no inicio da vida,
tal como a separagao materna, pode levar ao estresse oxidativo pelo aumento da
producdo de EROs e ERNs, assim como através da redugdo das defesas
antioxidantes. Considerando a importante propriedade antioxidante do ASE ja descrita
pelo nosso grupo, em modelos experimentais de hipertensdo (ROCHA et al, 2007; da
COSTA et al., 2012), diabetes (DE BEM et al., 2017) e obesidade (DE OLIVEIRA et
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al. 2015), investigamos um possivel efeito do extrato sobre o estresse oxidativo nos
modelos de SMC e SMU.

A escolha do tronco encefalico como tecido de amostragem para a investigagéo
do estresse oxidativo fundamenta-se nas seguintes razdes: os sistemas
monoaminérgicos, compostos por neurdnios que liberam DA, NE e 5-HT, se originam
em pequenos nucleos no tronco encefalico (mesencefalico) e projetam-se
difusamente pelo cortex e sistema limbico. Os neurotransmissores liberados por esses
neurénios estdo envolvidos na regulagdo da atividade psicomotora, apetite, sono e
humor (BEAR et al., 2017). A serotonina (5-HT) tem sido descrita como um
neurotransmissor modulatério amplamente distribuido no sistema nervoso central, e
seus neurbnios serotoninérgicos estdo localizados nos nucleos da rafe que se
consistem em numerosos e distintos grupos de neurénios do tronco encefalico.
Algumas regides do tronco encefalico, como o nucleo do trato solitario e a regiao
rostro-ventro-lateral do bulbo tém sido apontadas como principais areas no controle
da atividade simpatica (BEAR et al., 2017). Chan et al. (2009) demonstraram que esse
controle da atividade simpatica pode sofrer influéncia da producdo de EROS, pois
mostraram que o aumento de EROS induzido pela disfungdo mitocondrial em conjunto
com a diminuigdo da agdo das enzimas antioxidantes SOD e catalase no tronco
encefélico, especificamente na regido rostro-ventro-lateral do bulbo, contribuem para
o desenvolvimento do estresse oxidativo crénico nesta regido, levando a
hiperatividade simpatica.

A membrana plasmatica é suscetivel a acdo das EROs, que promovem
peroxidacgao lipidica, que acarreta alteragdes na sua estrutura e permeabilidade (VAN
DER KRAALIJ et al., 1988). Em consequéncia, ha perda da seletividade na troca ibnica
e liberagcao do conteudo de organelas e formagao de subprodutos citotoxicos, como o
MDA, culminando com a morte celular (HERSHKO, 1989). Portanto, o excesso de tais
produtos pode ser nocivo (ROSS & MOLDEUS, 1991). Estudos mostram que
antidepressivos como a fluoxetina, imipramina e venlafaxina revertem
significativamente a lipoperoxidacao induzida pelo estresse (ABDEL-SHALAM et al.,
2011; SCHIAVONE; COLAIANNA; CURTIS, 2015, HO et al., 2016).

Nossos estudos demonstraram que os niveis de MDA, assim como a
carbonilagdo de proteinas estdo aumentados no tronco encefalico de animais
submetidos a SMC; em relagdo aos animais submetidos a SMU, apenas a

carbonilagdo de proteinas estd aumentada. Estes resultados sugerem que a
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separagao materna € uma condigdo que pode gerar dano oxidativo, pela peroxidagao
de lipideos de membranas e danos as proteinas. Em animais submetidos a SMC e
tratados com ASE (SMC+ASE), os niveis de MDA, como a carbonilagao de proteinas
foram reduzidos quando comparados com o grupo SMC, assim como 0s niveis de
carbonilagdo em animais submetidos a SMU. O tratamento com fluoxetina também
demonstrou reduzir os niveis de MDA nos grupos SMC+FLU quando comparados com
o grupo SMC, mas ndo reduziu a carbonilagdo das proteinas. Estes resultados
sugerem que o ASE reduz com mais eficacia o dano oxidativo do que a fluoxetina,
pois além de promover a reducdo da peroxidacao lipidica, tal qual a fluoxetina,
também reduz a carbonilacdo de proteinas. Esses dados ganham destaque quando
comparados aos achados de Sacchet et al. (2015), os quais confirmam que tanto a
fluoxetina como a Plinia trunciflora (jabuticaba), rica em polifendis, atenuam a
lipoperoxidagao em homogenato de cérebros de camundongos.

O estresse cronico do modelo de separagdo materna pode alterar sistemas
antioxidantes e ativar enzimas responsaveis pela remocédo de EROs, como a SOD e
a catalase, além de reduzir GPx, indicando uma resposta celular a elevagado na
formacgao de EROs (ABDELWAHAB et al., 2011), estabelecendo-se assim o estresse
oxidativo, através do desbalanco entre a producdo de espécies reativas e a sua
remocao pelas enzimas antioxidantes.

Os resultados do presente estudo mostraram que tanto os animais submetidos
a SMC como a SMU apresentaram atividade reduzida das enzimas antioxidantes
SOD, catalase e GPx em homogenato de tronco encefalico, comparativamente ao
grupo controle (CON), o que sugere uma defesa antioxidante reduzida nduzida pela
separagdo materna, corroborando com dados da literatura (SCHIAVONE;
COLAIANNA; CURTIS, 2015). Considerando os achados de dano oxidativo
aumentado, medido pelos niveis de MDA e carbonilacdo de proteinas e da defesa
antioxidante reduzida, podemos sugerir que 0s animais que sofreram um estresse no
inicio da vida podem apresentar alteragdes fisiolégicas que culminam em estresse
oxidativo (HO et al., 2016), O tratamento tanto dos animais submetidos a SMC como
SMU com ASE aumentou a atividade das trés enzimas em comparagao com 0s grupos
SMC e SMU (Figura 41B).

Por outro lado, a fluoxetina aumentou apenas as atividades da catalase e GPx
em animais submetidos a SMC. As atividades reduzidas da SOD, catalase e GPx em

animais submetidos a SMU e da SOD em SMC n&o foram alteradas pelo
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antidepressivo. Esse dado corrobora com o estudo de Sacchet et al. (2015) que
demonstrou que a fluoxetina n&o alterou as atividades da SOD e GPx em modelo
experimental de depressao quando comparada aos animais controles. Neste mesmo
estudo, os autores nao observaram nenhum efeito do extrao hidroalcodlico da plinia
trunciflora sobre as atividades da SOD e da GPx; entretanto, tanto a fluoxetina como
a plinia trunciflora aumentaram apenas a atividade da catalase (SACCHET et al.,
2015). Assim sendo, nossos achados, além de corroborar com dados na literatura,
também mostram que o ASE tem maior efeito antioxidante quando comparado a
fluoxetina e, por exemplo, a plinia trunciflora.

Entretanto, outros estudos demonstram que a fluoxetina aumenta a atividade
da SOD (Réus et al., 2010; ABDEL-SALAM et al., 2011). Esse paradoxo, pode ser
oriundo do tipo de metodologia para a avaliagdo do estresse oxidativo empregadas
pelos autores.

Portanto, no presente estudo, demonstramos pela primeira vez, que o ASE
exerce agao antioxidante no SNC, pela redugao do dano oxidativo gerado pelas EROs
e pelo aumento da atividade antioxidante enzimatica no tronco encefalico, o que pode
contribuir para seu efeito antidepressivo. E importante ressaltar que o melhor
desempenho do ASE como antioxidante face a fluoxetina, o que deve ser atribuido
aos polifendis que compdem o extrato.

Existem evidéncias de que a depressdao apresenta sinais aumentados de
estresse oxidativo e que ha participagdo da via L-Argininina-cGMP-NO na sua
patogenia. O estresse oxidativo € a causa central de varios sintomas da depressao
(TORRES et al., 2004). O NO desempenha diversas fungdes fisioldgicas importantes
(EISERICH et al., 1998), porém quando em excesso, o NO pode exercer efeitos
nocivos. Em determinadas condi¢des, o NO e o "O2 podem interagir, resultando na
formagao de ONOO-, um produto extremamente téxico, capaz de reagir com diversas
moléculas: proteinas, lipideos, carboidratos e &acidos nucléicos, danificando-as
(WANG et al., 2009). Pesquisadores tém focado nas alteragdes potenciais do NO, por
exemplo, em condigdes patoldgicas como a depressao (GARG et al., 2008). O nitrito
(metabdlito estavel do NO) pode ser associado com a fisiopatologia da depresséo,
uma vez que elevados niveis de ONOO-, e seu precursor, o NO, tem sido bem
documentado na fisiopatologia da depressao induzida pelo estresse (WEGENER et
al., 2010; RICHARD et al., 2007; SANDERS & KORF, 2007; PALL, 2007). Outros
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achados demonstraram que a inibicdo da NOS exerce efeitos antidepressivos em
modelos animais de depressao (Da SILVA et al., 2000; YILDIZ et al., 2000).

No presente estudo, os niveis de nitrito estdo significativamente reduzidos nos
grupos SMC e SMU em comparagao com o grupo controle, o que corrobora com a
literatura. A medida dos niveis de nitrito nos animais SMU e SMC, reflete as mudancgas
na produgao de NO nesse modelo de depressio. A reducido dos niveis de nitrito no
tronco encefalico correlaciona com os niveis de peroxidagao lipidica e carbonilagao
de proteinas elevados e atividade antioxidante reduzida nesse modelo de depressao.
O aumento significativo dos niveis de nitrito no grupo SMC+ASE em relagédo ao grupo
SMC demonstra que o ASE é capaz de aumentar a biodisponibilidade do NO,
provavelmente pelo seu efeito antioxidante, reduzindo a formagao de peroxinitrito,
aumentando assim a biodisponibilidade do éxido nitrico. E possivel ainda, que o ASE
também estimule a produgédo de NO no SNC, assim como foi demonstrado pelo nosso

grupo, em células endoteliais em cultura (Rocha et al., 2008).



CONCLUSAO

Nossos dados sugerem que o ASE € capaz de reduzir o tempo de imobilidade
no teste de nado forcado em animais normais submetidos ao teste de Porsolt e de
melhorar varios parametros importantes alterados pela separagao materna, por
exemplo, reduzindo os niveis plasmaticos de CRH e aumentando os niveis de DA em
homogenato da glandula adrenal, elevando o numero de receptores dos
glicocorticoides, do TrkB, em homogenato de hipocampo e hipotalamo
respectivamente, e dos receptores PPARy e GR no hipotdlamo. O ASE mostrou
exercer uma importante agao antioxidante no SNC, ja que reduziu a lipoperoxidacao
e a carbonilagédo de proteinas, sugerindo um efeito inibitério sobre o dano oxidativo.
Além disso, o ASE aumentou a atividade das enzimas antioxidantes em homogenato
do tronco encefalico e elevou os niveis de nitrito, sugerindo que o extrato é capaz de
aumentar a defesa antioxidante, proporcionando um aumento da biodisponibilidade
do NO. Estes efeitos benéficos em conjunto podem ser atribuidos aos polifendis
presentes no extrato que atuam sinergicamente, contribuindo para aumentar a
neuroplasticidade e para normalizagdo do eixo HPA, promovendo assim seu efeito
antidepressivo.

Efeitos semelhantes foram observados no tratamento com a fluoxetina,
ressaltando que diferente do ASE o inibidor seletivo da recaptacao de serotonina
aumentou os niveis plasmaticos do CRH e a expressao do BDNF em homogenato de
hipocampo, e nao alterou os niveis dos GRs em homogenato de hipotalamo. A
fluoxetina também né&o foi capaz de aumentar a atividade das enzimas SOD e da GPXx,
e tampouco de reduzir a carbonilagdo de proteinas, o que nos permite sugerir que o
ASE e a fluoxetina podem atuar por mecanismos distintos para promover cada qual
seu efeito antidepressivo.

Quanto ao modelo experimental utilizado em nosso estudo, estabelecemos que
a separacao materna leva a reducio da expressdo de BDNF, dos receptores PPARy
e GR no hipocampo e hipotalamo, além do aumento do dano oxidativo e reducao da
atividade antioxidante, caracterizando o estresse oxidativo. Os nossos dados apontam
uma possibilidade futura do uso do modelo de separacdo materna como um modelo
animal de estresse oxidativo.

Ao comparar o nosso extrato com a fluoxetina, farmaco com efeito ja bem

estabelecido no tratamento da depressdo maior, constatamos que o ASE possui
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acdes similares e em alguns parametros bioquimicos mais promissores do que as do
farmaco em questdo. Desta forma, esse estudo abre uma possibilidade para a

utilizacdo do ASE, como uma ferramenta terapéutica para o tratamento da depresséao
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