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RESUMO

Lamotrigina possui uma ac¢do antiglutamatérgica, o que pode contribuir para seus efeitos
antidepressivos, uma vez que o glutamato tem sido associado a depressdo. O presente estudo
teve como objetivo avaliar os efeitos neuroquimicos e comportamentais da lamotrigina como
antidepressivo em ratos Wistar. Para isso, o estudo foi divido em trés etapas. A primeira teve
como objetivo avaliar os efeitos da administracdao aguda e cronica da lamotrigina nas doses 10
mg/kg e 20 mg/kg e imipramina (controle positivo) na dose de 30 mg/kg no teste do nado
for¢ado, nos niveis de BDNF, NGF, Bcl-2, AKT e GSK-3 e na atividade das enzimas creatina
quinase, citrato sintase e dos complexos enzimaticos I, II-III, III, IV no hipocampo, cortex
pré-frontal e amigdala. Os resultados mostraram que ambos os tratamentos reduziram o tempo
de imobilidade. Os niveis de BDNF foram aumentados no cortex pré-frontal apds tratamento
agudo (20 mg/kg) e cronico (10 e 20 mg/kg) com lamotrigina, os niveis de NGF também foi
aumentado no cortex pré-frontal apds tratamento cronico (10 e 20 mg/kg) com lamotrigina.
Os niveis de AKT aumentaram e de Bcl-2 e GSK-3 diminuiram apds ambos os tratamentos
em todas as dreas do cérebro. A atividade da citrato sintase e creatina quinase foram
aumentadas na amigdala apds tratamento agudo com imipramina e no tratamento cronico com
imipramina e lamotrigina (10 mg/kg) no hipocampo. A atividade do complexo I foi diminuida
e no complexo II, II-IIT e IV foi aumentada, mas relacionados com o tipo de tratamento e drea
cerebral. Em uma segunda etapa, os animais foram submetidos ao modelo animal de privagdo
materna e na vida adulta tratados com lamotrigina na dose de 20 mg/kg por 14 dias. Apds
foram submetidos ao teste do nado for¢ado e avaliado os niveis de BDNF e NGF no
hipocampo, coértex pré-frontal e amigdala. Os resultados mostraram que o tratamento com
lamotrigina reverteu o aumento do tempo de imobilidade dos ratos privados. Os niveis de
BDNF foram diminuidos na amigdala em ratos privados tratados com salina e o tratamento
com lamotrigina reverteu este efeito. Os niveis de NGF foram reduzidos no hipocampo em
ratos privados tratados com salina. Na terceira etapa os animais foram submetidos a um
protocolo de estresse por 40 dias e a seguir tratados com lamotrigina na dose de 20 mg/kg.
Ap6s foram avaliados: anedonia, peso da glandula adrenal, os niveis de BDNF, NGF e
paramétros de estresse oxidativo no hipocampo, cortex pré-frontal e amigdala. Os resultados
demostraram que ratos estressados tratados com salina e ratos controle tratados com
lamotrigina tiveram comportamento anedOnico e a lamotrigina reverteu tal efeito em ratos
estressados, o procedimento de estresse cronico moderado induziu uma diminui¢do do peso
da glandula adrenal em ratos estressados tratados com lamotrigina; ratos estressados tratados
com salina tiveram um aumento nos niveis BDNF no hipocampo. Lamotrigina em animais
controle induziu aumento na peroxidacdo lipidica no pré-frontal e amigdala e em animais
estressados no pré-frontal. O protocolo de estresse induziu aumento na carbonilagdo de
proteina em pré-frontal e amigdala, lamotrigina reverteu este efeito no pré-frontal. A atividade
das enzimas antioxidantes SOD e CAT foi diminuida no pré-frontal e hipocampo em ratos
estressados e a lamotrigina ndo reverteu este efeito, j4 na amigdala lamotrigina aumentou a
atividade da SOD e CAT em ratos estressados. Concluindo, a lamotrigina exerceu efeitos
antidepressivos em diferentes modelos animais e alterou diversas vias moleculares envolvidas
com a fisiopatologia e tratamento da depressao, sugerindo-se que a lamotrigina pode ser uma
nova ferramenta farmacoldgica para o tratamento de transtornos do humor.

Palavras-chave: Lamotrigina, modelo animal de depressao, metabolismo energético, cascata
de sinalizagdo celular, estresse oxidativo, depressao.



ABSTRACT

Lamotrigine has an antiglutamatergic action, which may contribute to its antidepressant
effects, since glutamate has been associated with depression. This study aimed to evaluate the
neurochemical and behavioral effects of lamotrigine as an antidepressant in Wistar rats. For
this, the study was divided into three steps. The first was to evaluate the effects of the acute
and chronic administration of lamotrigine at doses of 10 mg/kg and 20 mg/kg and imipramine
(positive control) at a dose of 30 mg / kg in the forced swimming test, levels of BDNF, NGF
Bcl-2, AKT and GSK-3 and activity of enzymes creatine kinase, citrate synthase and
enzymatic complexes I, II, III, III, IV in the hippocampus, prefrontal cortex and amygdala.
The results showed that both treatments reduced the immobility time. BDNF levels were
increased in the prefrontal cortex after acute treatment (20 mg/kg) and chronic (10 and 20
mg/kg) with lamotrigine, the level of NGF was also increased in the prefrontal cortex after
chronic treatment (10 and 20 mg/kg) with lamotrigine. The increased levels of AKT and Bcl-
2 and GSK-3 decreased after both treatments in all areas of the brain. The activity of citrate
synthase and creatine kinase were increased in the amygdala after acute treatment with
imipramine and chronic treatment with imipramine and lamotrigine (10 mg/kg) in the
hippocampus. The activity of complex I was decreased and the complex II, II-IIT and IV was
increased, but related to the type of treatment and brain area. In a second step, the animals
were submitted to the animal model of maternal deprivation in adulthood and treated with
lamotrigine at a dose of 20 mg/kg for 14 days. After undergoing the forced swimming test, an
evaluation of the levels of BDNF and NGF in the hippocampus, prefrontal cortex and
amygdala was performed. The results showed that treatment with lamotrigine reversed the
increased immobility time of deprived rats. BDNF levels were decreased in the amygdala of
deprived rats treated with saline and lamotrigine treatment reversed this effect. NGF levels
were reduced in the hippocampus of deprived rats treated with saline. In the third stage the
animals were subjected to a stress protocol for 40 days and then treated with lamotrigine at a
dose of 20 mg/kg. The following were evaluated: anhedonia, weight of the adrenal gland, the
levels of BDNF, NGF and parameters of oxidative stress in the hippocampus, prefrontal
cortex and amygdala. The results showed that stressed rats treated with saline and control rats
treated with lamotrigine had an anhedonia behavior and the lamotrigine reversed this effect in
stressed rats. The chronic stress procedure induced a moderate decrease of the adrenal gland
in stressed rats treated with lamotrigine; stressed rats treated with saline had an increase in
BDNF levels in the hippocampus. Lamotrigine control animals induced an increase in lipid
peroxidation in the prefrontal and amygdala and in stressed animals in the pre-frontal. The
protocol of stress induced an increase in protein carbonylation in the prefrontal and amygdala,
lamotrigine reversed this effect in the prefrontal. The activity of the antioxidant enzymes SOD
and CAT was decreased in the prefrontal and hippocampus of stressed rats and lamotrigine
did not reverse this effect, since lamotrigine in the amygdala increased the activity of SOD
and CAT in stressed rats. In conclusion, lamotrigine exerted antidepressant effects in animal
models and altered several molecular pathways involved in the pathophysiology and
treatment of depression, suggesting that lamotrigine may be a new tool for the
pharmacological treatment of mood disorders.

Key Words: Lamotrigine, depression animal model, energetic metabolism, cascade of cell
signaling, oxidative stress, depression
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Parte I

1 INTRODUCAO

1.1 Depressao

A depressao € uma doenca grave que tem enormes consequéncias para a qualidade de
vida das pessoas, e € uma das formas mais prevalentes de doenca mental (Larsen et al.,,
2010). E uma doenca clinica e biologicamente heterogénea, com 10%-30% das mulheres e
7%-15% dos homens susceptiveis de sofrerem de depressao em sua vida util (Briley, 2000).
Além disso, pacientes que sofrem de depressdo apresentam altas taxas de morbidade e
mortalidade, com consequéncias econdmicas e sociais profundas (Nemeroff & Owens, 2002).

No entanto, as combinac¢des de multiplos fatores genéticos podem estar envolvidas no
desenvolvimento da depressdo, porque um defeito em um unico gene normalmente nao
induzem a expressao dos sintomas de depressdo (Burmeister, 1999). Além disso, varios
fatores nao-genéticos, como estresse, trauma afetivo, infeccao viral, e do desenvolvimento
neurolégico e outras anormalidades aumentam a complexidade da patogénese da doencga.

O Manual Diagnéstico e Estatistico de Doencas Mentais, IV edicdo da Associagcao
Americana de Psiquiatria (DSM-IV) caracteriza o Transtorno Depressivo Maior (MDD)
como tendo dois sintomas principais — humor deprimido e/ou anedonia, definida como a
perda do prazer das coisas que normalmente sdo agraddveis e pelo menos outros cinco
sintomas associados (por exemplo, perda de apetite, distirbios do sono, agitagdo ou retardo
psicomotor, diminuicdo da energia, sentimentos de inutilidade e culpa e/ ou ideagdo suicida)
também precisam estar presentes. Estes sintomas devem persistir por pelo menos duas
semanas e causar prejuizo significativo do funcionamento social, profissional e pessoal
(Duman et al., 1998).

Como uma compreensdo bdsica do tratamento da depressdo, a hipdtese

monoaminérgica foi formulada em meados dos anos 1960 com base na eficdcia dos



antidepressivos na recaptagdo de monoaminas (Belmaker, 2008). Esta hipdtese sugere uma
deficiéncia ou desequilibrio nos neurotransmissores monoaminérgicos, tais como dopamina,
serotonina (5-HT) e norepinefrina (NE), como a causa da depressdo. Entre os agentes
terapéuticos, os antidepressivos triciclicos, incluindo, inibidores da monoamina oxidase e
inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (SSRIs) exercem sua agdo terap€utica através
de sua capacidade de aumentar o conteido sindptico dos neurotransmissores
monoaminérgicos (Morilak, 2004). Embora as agdes do tratamento agudo destes farmacos
estejam envolvidas no sistema monoaminérgico, sua a¢do em longo prazo, durante o periodo
de adaptacdo, nos mecanismos celulares e bioquimicos ainda parecem um pouco
desconhecidos. Evidéncias descrevem um papel critico dos fatores neurotroficos e
neurogénicos para mediar as adaptacdes neurais no beneficio do tratamento terapéutico com
antidepressivos (Schmidt et. al., 2008).

O tratamento da depressdo € geralmente seguro e efetivo, porém estd longe do ideal,
pois o tempo de laténcia para obter beneficios clinicos € relativamente longo, este periodo de
resposta terapéutica dura entre 3-5 semanas, e hd ainda grandes problemas quanto aos efeitos
colaterais como perda da libido e ganho de peso, entre outros. Embora a terapia para a
depressdo com farmacos, psicoterapia e terapia eletroconvulsiva sejam efetivas, um nimero
significativo de pacientes ndo respondem bem a estes tratamentos (Anderson et al., 2000). Em
virtude disto, hd uma grande necessidade de firmacos com acdo rdpida, seguros e efetivos
para o tratamento da depressao (Berton & Nestler, 2006).

Nos dltimos 50 anos, diferentes tipos de medicamentos antidepressivos estdo sendo
fabricados para atuar no sistema modulatério de monoaminas (Gongalves & Coelho, 20006),
mas recentemente novas teorias foram elucidadas sobre a fisiopatologia da depressao e a acao
dos antidepressivos. Outros sistemas que estariam regulando a plasticidade neuronal e

sindptica teriam importancia central na neurobiologia e tratamento desses transtornos



(Sanacora et al.; 2008; Zarate & Manji, 2008) e as pesquisas atuais procuram buscar um

ponto em comum entre todas essas evidéncias.

1.2 Regites Cerebrais Envolvidas na Depressao

Recentes estudos bésicos e clinicos fornecem direta evidéncia de atrofia e perda
neuronal em resposta ao estresse na depressdao (Duman et al., 1999). O hipocampo e o cortex
frontal estdo implicados na aprendizagem e controle de memdria, aten¢do e impulsos, o que
sugere que podem mediar aspectos cognitivos da depressdo, tais como deficiéncias de
memoria e sentimentos de culpa, desesperanga e suicidio.

Estudos de imagens cerebrais de pacientes deprimidos indicam uma significativa
redu¢do do volume do hipocampo em comparacdo com individuos sauddveis. Pesquisas
mostram que o estresse pode resultar em atrofia e morte de neurdnios nas dreas piramidais
CA3 do hipocampo (Sapolsky, 1996). Além disso, o estresse diminui a neurogénese de
neurdnios granulares do giro denteado do hipocampo de animais adultos (Gould et al., 1997).
Estes efeitos danosos de estresse podem contribuir para a redu¢cdo do volume registrado em
pacientes com depressdo ou com transtorno de estresse pds-traumdtico (Bremner et al., 1995;
Sheline et al., 1996; Drevets et al., 1997).

Estudos de ressonincia magnética (MRI) mostram consistentemente que o cortex pré-
frontal € reduzido em tamanho em pacientes adultos com transtorno depressivo maior (MDD),
em comparagdo com controles saudaveis. Dados postmortem apoiam esta conclusdo, e
sugerem que as células da glia pode pelo menos contribuir para o tamanho total reduzido da
regido (Ongur et al., 1998).

Ao contrério do cértex pré-frontal e do hipocampo, os quais tem a atividade e volume
reduzidos na depressdo maior, a amigdala possui a atividade e a morfologia aumentadas
(Drevets, 2003). Adicionalmente, estudos de imagem mostraram um aumento no volume da

amigdala em pacientes com depressdo maior (Bremmer et al., 2000; Lange & Irle, 2004). O



estresse aumentou a plasticidade sindptica e a fun¢do de neurdnios na amigdala, um efeito
distinto da atrofia encontrada no hipocampo e cértex pré-frontal. Essas alteracdes encontradas
na amigdala eventualmente podem contribuir para a ativacdo de circuitos neurais que
controlam o medo, a ansiedade e a emogdo (Pittenger & Duman, 2008).

Outra estrutura cerebral na qual a neuroplasticidade pode estar relacionada aos efeitos
do estresse e aos sintomas da depressao € o estriado ventral, incluindo o niicleo accumbens. O
nicleo accumbens desempenha um papel central nos mecanismos de defesa natural e ja foi
mostrada uma desregulacdo dessa estrutura na depressao, a qual foi relacionada aos sintomas
de anedonia (Dunn et al., 2002; Nestler and Carlezon, 2006). Por tanto, tanto o estresse agudo
quanto o cronico podem exercer diversos efeitos nas diferentes funcdes e regides cerebrais,

um fato importante para melhor compreender a fisiopatologia da depressao.

1.3 Vias de Sinalizaciao e Depressao

Nos dltimos anos, um nimero significativo de estudos relatam a transducdo de sinal
intracelular bem como a plasticidade celular na fisiopatologia e tratamento da depressdo
(Pittenger & Duman, 2008). O fato de haver um tempo de laténcia para a resposta aos
antidepressivos leva a hipdtese de que a inibicdo da recaptacdo dos neurotransmissores nao
seja, sozinha, suficiente para estabelecer alteragdes em longo prazo. Entdo, alteragdes como o
aumento da neurogénese, crescimento das fibras nervosas, formacdo de novas sinapses e
estabilizacdo das ja existentes podem ser responsdveis por essas mudancas (Goncalves &
Coelho, 20006).

Esta teoria concentra sua aten¢do num conjunto de moléculas que funcionam em
cascata, ou seja, cada fator neurotréfico a partir do momento que aumenta a sua expressao
tem como efeito o aumento subsequente de expressao do fator imediatamente sucessor nessa
sequéncia. Os dados mais recentes parecem sugerir a existéncia de uma cascata celular cuja a

sequéncia seria a seguinte: AMPc-MAPcinases-CREB-BNDF (Kempermann, 2003).



Esta cascata seria unificadora de mecanismos como a reestruturacdo dendritica,
aumento da neurogénese hipocampal e aumento da sobrevivéncia das células do Sistema
Nervoso Central (SNC) (Kempermann, 2003).

A administracdo cronica de antidepressivos aumenta a expressio de AMPc (
adenosina mono-fosfato, ciclico), que da inicio a cascata celular. A amplificacdo dessa
cascata aumenta a diferenciagcdo de novas células em neurOnios, isto €, aumenta a
sobrevivéncia, mas ndo a proliferacio (Duman et. al., 2000). O fator CREB aumenta
paralelamente a maturagdo de novos neur6nios (Duman, et. al., 2000). Desempenha um papel
bem estabelecido na neuroplasticidade sindptica em varias regides do cérebro e estd também
envolvido na resposta antidepressiva no hipocampo.

O estresse diminui a expressdo do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) no
hipocampo e levam a perdas funcionais. Além disso, se tem estudado que a diminui¢do do
BDNEF causa alteragdes neurodegenerativas e comportamentais associadas ao estresse cronico
e depressdao (Duman & Monteggia, 2006). O BDNF também possui efeitos sindpticos (Manji
et. al., 2003) e interacdo com o sistema serotoninérgico (Scholss & Henn, 2004). Este
também exerce efeitos antidepressivos quer por si sO através do aumento da expressao de
outros fatores, que diminuem a morte dos neurdnios e aumentam a sobrevivéncia destes
(Shirayama et. al., 2002).

Dados recentes da literatura também mostram uma interacdo entre antagonistas do
receptor NMDA e o BDNF (Garcia et al., 2008a, b). Estudos prévios demosntram que o
tratamento agudo com memantina, bem como com cetamina, aumentou os niveis de BDNF
em hipocampo de ratos (Garcia et al., 2008a, b). Outro estudo mostrou que o antidepressivo
fluoxetina e o antagonista do receptor NMDA, amantadina, administrados em conjunto
produziram um potente aumento nos niveis totais e na expressao génica de BDNF (Rogéz et
al. 2008). Adicionalmente, animais submetidos ao modelo de privagdo materna tiveram uma

reducdo na expressio de BDNF, bem como nas subunidades NR-2A e NR-2B do receptor



NMDA com maior intensidade no hipocampo e menor em areas corticais de ratos (Roceri et
al., 2002). A cascata celular anterior pode aumentar a sobrevivéncia dos neurdnios por
diminuicdo da apoptose. O BDNF tem como efeito final aumentar a expressdo de Bcl-2 que é
uma proteina anti-apoptotica, ou seja, pro-sobrevivéncia (Manji et. al., 2003).

Outra neurotrofina relacionada aos transtornos de humor é o fator de crescimento
neuronal (NGF). Evidéncias tem demonstrado que o NGF promove o crescimento e
sobrevivéncia de neurdnios, bem como promove a sua reparacio e remodelacdo. Também ¢é
relatado que o NGF € necessério para controlar a funcio sindptica e plasticidade. (Alleva &
Santucci, 2001; Aloe et al., 2002). Recentemente, um estudo mostrou que o NGF estd
envolvido em processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos em células conectadas com apoptose e
neurodegeneracdo. (Schulte-Herbriiggen et al.,2006).

Além das cascatas citadas acima, a proteina quinase B (PKB, AKT), glicogénio sintase
quinase-3 (GSK-3) que sdo componentes de regulacdo da morte celular, sdo intensamente
estudados por razao dos efeitos bioquimicos conhecidos dos antidepressivos e estabilizadores
de humor em relagdo ao papel que estes farmacos supostamente exercem sobre a
sobrevivéncia celular, plasticidade e metabolismo dos neurdnios durante as doencas mentais e
degenerativas (Jope e Roh, 2006).

A compreensdo das vias de sinalizacdo em neurOnios ou a investigacdo de novos
componentes com o0s ja descobertos podem ser considerados como a base molecular para
encontrar as causas bioldgicas das doencas neuropsiquidtricas (D'Sa & Duman, 2002).
Recentemente, foi proposto que os antidepressivos podem exercer seus efeitos terapéuticos
em longo prazo, desencadeando mecanismos celulares que promovem a plasticidade neuronal
(Manji et al., 2003) e as vias de neuroprotecdo pelo aumento da neurogénese no hipocampo

(Malberg et al., 2000).



1.4 Metabolismo Energético e Depressao

As mitocondrias sdo conhecidas como organelas essenciais para a respiragdo celular,
bem como mediadoras chaves na morte celular através de apoptose e/ou processos necroticos.
A maioria da energia da célula é obtida através de fosforilagdo oxidativa, um processo que
requer a acdo da enzima respiratdria por varios complexos enzimaticos localizados em uma
estrutura especial da membrana interna da mitocondria, a cadeia respiratéria mitocondrial
(Boekema & Braun, 2007).

Tecidos com alta demanda de energia tais como o cérebro, contém um grande nimero
de mitocondrias, sendo, portanto, mais suscetiveis a reducio do metabolismo aerébio. E bem
descrito que a disfun¢do mitocondrial foi implicada na patogénese de uma série de doencgas
que afetam o cérebro, como a deméncia, isquemia cerebral, doenca de Alzheimer e doenca de
Parkinson (Blass, 2001). Além disso, a alteracdo na fun¢do mitocondrial com consequente
prejuizo no metabolismo energético da célula é uma hipdtese atrativa para explicar a
fisiopatologia da depressdao. Um estado energético celular anormal pode levar a perda da
funcdo e da plasticidade neuronal, e consequentemente, a alteracdes cognitivas e
comportamentais caracteristicos da depressao.

A acgdo combinada do ciclo de Krebs e da fosforilacdo oxidativa € responsavel pela
maior parte da producdo de ATP gerada pelos seres humanos, sendo que a cadeia de
transporte de elétrons é composta por cinco complexos enzimaticos (complexos I, IL, III, IV e
V) e dois componentes que ndo fazem parte dos complexos, a coenzima Q, que transporta
elétrons do complexo I e II ao complexo III, e o citocromo ¢, que transporta elétrons do
complexo III ao complexo IV. Os elétrons presentes nas coenzimas NADH e FADH?2 sdo
transferidos para o complexo I, do complexo I para coenzima Q, depois para o complexo III,

citocromo ¢, complexo IV e finalmente para o complexo V ou ATP sintase (Wallace,



1999).

ATP

Figura 1: Representacao esquematica da cadeia respiratéria mitocondrial.

Alguns autores recentemente mostram uma relacao entre a depressao e o metabolismo
energético. De fato, um estudo do nosso grupo mostrou que complexos da cadeia respiratdria
mitocondrial I, IIl e IV foram inibidos apds o estresse cronico leve no cortex cerebral e
cerebelo, e administracdo aguda de cetamina reverteu esta inibi¢do (Rezin et al., 2009).
Madrigal et al. (2001) também relataram que os complexos I-III e II-III da cadeia respiratéria
mitocondrial foram inibidos em cérebro de ratos apds estresse cronico (imobilizagdo por seis
horas durante 21 dias). Além disso, Ben-Shachar e Karry (2008) demonstraram em um estudo
post-mortem redugdes em mRNA e proteina do complexo I subunidades NDUFV1, NDUFV2
NADUEFS1 no cerebelo de pacientes com depressao. Fisar e Hroudova (2010), utilizando um
estudo in vitro a partir de cérebro de porco, demonstraram que a atividade do complexo I, I e
IV diminuiu com antidepressivos e estabilizadores de humor, sugerindo neste estudo que os
antidepressivos geralmente atuam como inibidores da cadeia de transporte de elétrons.
McAllister et al. (2008) em um estudo in vitro mostraram que a memantina administrada

agudamente e cronicamente diminuiu a atividade dos complexos [ e IV.



A creatina quinase desempenha um papel central no metabolismo dos tecidos de
consumo de alta energia tais como cérebro, onde ela funciona como um sistema de
tamponamento eficaz através dos niveis celulares de adenosina trifosfato (ATP). A enzima
catalisa a reversivel transferéncia do grupo fosforil da fosfocreatina para adenosina difosfato
(ADP), regenerando ATP (Bessman, 1985).

Recentemente foi mostrada uma diminuic¢do na atividade da CK em cérebro de ratos
submetidos a um modelo animal de mania (Streck et al., 2008). Em humanos com transtorno
do humor bipolar também foram encontrados niveis anormais de CK (Meltzer, 2000). Além
disso, Segal et al. (2007) avaliaram os niveis séricos de CK em uma amostra obtida de
individuos com transtorno depressivo maior em episodio depressivo psicético e nao-psicotico.
Adicionalmente a amostra inclufa sujeitos com transtorno esquizoafetivo e transtorno bipolar
que se apresentavam em episodios depressivos. Os resultados apontaram para um aumento
nos niveis de CK na depressdo maior ndo-psicltica, comparado aos outros grupos.
Corroborando esses achados, foi mostrado que os antidepressivos imipramina, paroxetina e a
cetamina aumentaram a atividade da CK no cérebro de ratos (Assis et al., 2009; Santos et al.,
2009), sugerindo-se que a modulacdo do metabolismo energético por antidepressivos pode ser
um importante mecanismo da agdo desses farmacos.

Outra enzima bastante importante para manuten¢do do metabolismo energético no
cérebro € a citrato sintase. A citrato sintase € usada como um marcador enzimdtico
quantitativo para a presenga de mitocondrias intactas (Marco et al., 1974), que podem estar
relacionados com transtornos do humor (Agostinho et al., 2011). Um estudo anterior ja
demonstrou que a administracdo aguda, mas ndo cronica, com o antipsicético olanzapina e
com o antidepressivo fluoxetina aumentaram a atividade da enzima citrato sintase em areas do
cérebro (Agostinho et al., 2011). Outro estudo prévio mostrou que a administracao cronica de

com o antidepressivo paroxetina aumenta a atividade da enzima citrato sintase no cortex pré-



frontal, hipocampo, estriado e cortex cerebral de ratos adultos (Scaini et al., 2010). De fato, a

mitocondria parece ser vista como alvo para antidepressivos (Weinbach et al., 1986).

1.5 Estresse oxidativo e Depressao

Evidéncias sugerem que o estresse oxidativo desempenha um papel fundamental na
fisiopatologia do transtorno depressivo e estd associado a varias outras comorbidades. A
geracdo de radicais livres constitui, por exceléncia, um processo continuo e fisioldgico,
cumprindo fungdes bioldgicas relevantes. Durante os processos metabdlicos, esses radicais
atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons nas vdrias reagdes bioquimicas. Sua
producdo, em proporcdes adequadas, possibilita a geracdo de ATP (energia), por meio da
cadeia transportadora de elétrons. Porém, a producdo excessiva pode conduzir a danos
oxidativos (Ferreira & Matsubara, 1997).

A instalacio do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de
radicais livres ou em detrimento da velocidade de remoc¢do desses. Tal processo conduz a
oxidagdo de biomoléculas com consequente perda de suas funcdes biolégicas e/ou
desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo é o dano oxidativo potencial contra células e
tecidos (Halliwell & Whiteman, 2004).

A produgdo continua destes radicais livres durante os processos metabdlicos culminou
no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante. Estes t€ém o objetivo de limitar os
niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos decorrentes
(Bianchi & Antunes, 1999; Shami & Moreira, 2004).

As espécies reativas de oxigénio (EROS) podem causar danos celulares por inativagao
enzimadtica, peroxidacdo lipidica e modificacdo do DNA (Floyd, 1999). O estresse oxidativo é
bem conhecido por contribuir para degeneracdo neuronal do sistema nervoso central (SNC)

no processo de envelhecimento, bem como, em doengas neurodegenerativas.



Um outro estudo tem relata um aumento das espécies reativas de oxigénio no plasma
em pacientes com depressdo maior, especialmente com melancolia associada (Bilici et al.,
2001). Além disso, mostramos que ratos submetidos ao estresse cronico moderado tiveram
aumento na producdo de superéxido no hipocampo, cértex pré-frontal e cortex cerebral e
espécies reativas ao 4cido tiobarbitirico no coértex (Lucca et al., 2009a). Também
demonstramos que os ratos submetidos ao estresse tiveram um aumento de proteinas no
cortex pré-frontal, hipocampo, estriado e coértex; na peroxidacdo lipidica no cerebelo e
estriado; na catalase no cerebelo, hipocampo, estriado e cértex e uma diminuicao na atividade
da superéxido dismutase no cortex pré-frontal, estriado, hipocampo e cortex (Lucca et al.,
2009b). Todavia, outro estudo prévio mostrou que a utilizacdo aguda e crOnica de
antidepressivos como harmina e imipramina promovem efeitos antioxidantes no cortex pré-
frontal e no hipocampo de ratos (Réus et al., 2010).

O estresse oxidativo e a vulnerabilidade do cérebro, juntamente com as crescentes
evidéncias de alteracdes degenerativas associadas com muitas sindromes psiquidtricas,
sugerem que o dano oxidativo pode levar a alteragdes celulares gerando os transtornos de

humor.

1.6 Lamotrigina

A lamotrigina (3,4 diamino -6- [diclorofenil] — 1,2,4 — triazino € um anticonvulsivante
que apresenta eficdcia clinica em diversos tipos de epilepsia e atualmente é empregado no
tratamento de transtorno do humor (Calabrese et al., 1999; Frye et al., 2000; Barbosa et al.,
2003). Em ensaios clinicos, drogas estabilizadoras do humor como o litio, valproato e
carbamazepina apresentam maior eficicia nos episddios de mania no transtorno Bipolar,
enquanto que a lamotrigina € mais eficaz na depressdo bipolar. Em ensaios clinicos, drogas

estabilizadoras do humor como o litio, valproato e carbamazepina apresentam maior eficicia



nos episddios de mania no transtorno Bipolar, enquanto que a lamotrigina é mais eficaz na
depressao bipolar.

A dose terapé€utica para o tratamento de transtorno de humor varia de 200 a 400mg/dia
(Calabrese et al., 2002). Concentragdes plasmastica de 4 a 16 g/L estdo associados com uma
significante eficdcia clinica para o tratamento de epilepsia (Peck, 1991). Os principais efeitos
adversos da lamotrigina sdo cefaléias, nduseas, insonia, tremores e lesdes cutaneas (rash)
(Calabrese et al., 2002).

Sua agdo anticonvulsivante consiste em reduzir a excitablidade neuronal através da
inibicdo dos canais voltagem-dependentes de Na + e, assim, diminundo a liberagdo de
glutamato na sinapse excitatéria (Xie & Hagan, 1998; Cunningham & Jones, 2000;.Sitges et
al, 2007a, b). Além disso, a lamotrigina pode modular a neurotransmissdo através dos

receptores NMDA (Wang et al 1996; Anand et al 2000; Farber et al 2002).
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Figura 2: Representacdo do mecanismo de acao da lamotrigina.

A lamotrigina também bloqueia os canais voltagem-dependentes de cdlcio, os canais
pré-sindpticos de sédio que realizam a liberagcdo de aspartato e a liberagdao de y-aminobutirico

nas fatias corticais de ratos (Goa et al., 1993). A lamotrigina apresentou efeitos



neuroprotetores que foram demonstrados em modelos animais de isquemia (Siniscalchi et al.,
1998; Leach et al., 1991; Rataub et al., 1994) ou de dano neuronal, que podem ter sido
relacionados, possivelmente, com seus efeitos sobre a liberacdo neuronal de glutamato. A
lamotrigina também possui aprecidvel afinidade in vitro para receptores dopaminérgicos,
adrenérgicos, muscarinicos, opidides em concentracdes clinicamente relevantes, mas se liga
fracamente aos receptores da serotonina SHT3 (Leach et al., 1991).

Em um estudo in vitro, usando plaquetas humanas e sinaptossomas de cérebro de
ratos, foi observado que a lamotrigina foi capaz de inibir a recaptacdo de serotonina.
(Southam et al., 1998). Estes autores concluiram que a lamotrigina deve estar interagindo
com os transportadores de sertonina e também observou resultados semelhantes para a
dopamina e noradrenalina.

A primeira observacdo de um possivel efeito da lamotrigina no humor foi realizada
por Smith et al. (1993). Estes autores observaram que a adi¢do de lamotrigina ao tratamento
(esquema duplo-cego, randomizado, comparativo com placebo) de pacientes com epilepsia
parcial refratdria acarretou uma melhora na qualidade de vida, particularmente no humor.
Mais recentemente, estudos mostram a eficicia da lamotrigina no tratamento de Transtorno
Bipolar tipo 1 e na Depressdo Bipolar tipo 2 (Bowden, 2002). Por exemplo, pacientes com
transtorno bipolar tratados com lamotrigina mostraram menor taxa de recaida que pacientes
tratados com placebo (Calabrese et al., 2003). No mesmo estudo, quando analisado o tempo
para recaida de um quadro depressivo, a lamotrigina apresentou um efeito antidepressivo
maior que litio e o controle.

Em pacientes com depressdo associada com epilepsia parcial, o tratamento com
lamotrigina melhorou o humor e o estado depressivo destes pacientes (Sackellares &
Sackellares, 2002). Calabrese et al. (1999) demonstraram que a lamotrigina foi eficaz no
tratamento de transtorno Bipolar tipo I, em pacientes que haviam apresentado um episédio

depressivo recentemente. Como terapia de manutencdo a lamotrigina tem apresentado boa



resposta em pacientes bipolares cicladores rapidos, os quais alteram ciclos de hipomania e
depressdo em curto intervalo de tempo, como por exemplo, mais de quatro ciclos em um ano
(Calabrese et al., 2000).

As acOes antiglutamatérgica da lamotrigina também contribuiram para seu efeito
antidepressivo (Ketter et al., 2003), uma vez que o glutamato estd relacionado a depressao
(Petrie et al., 2000) e que antagonistas de receptores glutamatérgicos do tipo N-metil-D-
aspartato (NMDA) tem apresentado efeito tipo antidepressivo em modelos animais de
depressdo como o teste de natacao forcada, o desamparo aprendido e a anedonia induzida por
estresse moderado repetido (Maj et al., 1992; Petrie et al, 2000).

Portanto, o possivel efeito antidepressivo da lamotrigina pode ser mediado tanto por

uma a¢do monoaminérgica como antiglutamatérgica.

1.7 Depressao e Modelos Animais

Nos modelos animais de transtornos de humor, principalmente os de depressao,
podem-se replicar em animais de laboratério os fatores etiologicos que causam depressdao em
humanos e consequentemente, muito dos sintomas (Nestler, et. al., 2002). Com isso, este
modelo consegue recriar as especificidades da doenca. Os modelos animais sd@o usados com
considerdvel sucesso nos ultimos anos em varias enfermidades como, por exemplo, a doenca
de Huntington, Alzheimer e Parkinson, para que as anomalias genéticas das doengas sejam
conhecidas (Nestler, et. al., 2002).

Dados da literatura descrevem que para ser valido, um modelo animal em transtornos
psiquidtricos deve demonstrar trés caracteristicas principais: 1) mimetizar os sintomas da
doenca determinada (validade de face); 2) habilidade do modelo em reproduzir alguns
aspectos fisiopatologicos da doenga (validade de construcdo); e 3) finalmente, os agentes
terapéuticos usados no tratamento devem reverter os sintomas induzidos no modelo animal

(validade preditiva) (Ellenbroek & Cools, 1990).



Muitos modelos animais de depressdo sdo utilizados a fim de investigar novos
farmacos antidepressivos e conhecer os mecanismos fisiopatolégicos da doenca (Nestler et
al., 2002, Cryan & Slattery, 2007). Entre eles, encontra-se o teste do nado forcado, descrito
primeiramente por Porsolt et al., (1977) que é amplamente utilizado em ratos € em
camundongos. Este € um modelo animal preditivo de atividade antidepressiva e € baseado na
observacdo do animal em estado de desespero comportamental, que se movimenta para fugir
de uma situagdo inescapdavel, desenvolvendo apds os primeiros minutos uma postura imével
que pode ser revertida pela administracdo de antidepressivos. Este teste esta entre os mais
utilizados para selecdo de novos farmacos antidepressivos, de féacil uso e de boa
reprodutibilidade (Cryan et al., 2002; Cryan & Slattery, 2007). Outros testes sdo utilizados
como modelos animais de depressdo, que além da validade preditiva, possuem validade de
face e/ou constructo, entre eles estd o modelo baseado na indugdo do estresse, o qual foi
reproduzido por Gamaro et al. (2003), e posteriormente adaptado por outros autores (Garcia et
al., 2009a; Fortunato et al., 2010). Este modelo consiste em gerar um comportamento
anedonico em ratos, apds um periodo de 40 dias com aplicacdo de estressores diversos e
moderados, como privagdo de &dgua, privagdo de comida, isolamento, exposicdo a luz
estroboscopica. E demonstrou-se que os animais submetidos ao protocolo de estresse
desenvolveram comportamento aneddnico, diminuindo o consumo de sacarose, e, além disso,
apresentaram alteracdes fisioldgicas, como diminui¢do no peso, aumento na glandula adrenal
e nos niveis do hormonio adrenocorticotréfico e cortisol, e ainda, esses efeitos puderam ser
revertidas apos administracao de farmacos antidepressivos (Garcia et al., 2009; Fortunato et

al.,2010).



2 OBJETIVOS

Etapal

2.1 Objetivo Geral

Avaliar alteragdes comportamentais e neuroquimicas apds administracdo aguda e

cronica de lamotrigina como antidepressivo.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar Avaliar os efeitos antidepressivos da administracdo aguda e cronica da
lamotrigina em ratos Wistar através do modelo animal do nado forcado;

Avaliar os efeitos da administracdo aguda e cronica da lamotrigina na atividade
das enzimas creatina quinase e citrato sintase (total e fracdo citosdlica e

mitocondrial) em tecido cerebral em ratos Wistar;

Avaliar os efeitos da administracdo aguda e cronica de lamotrigina na atividade
dos complexos enzimaticos da cadeia respiratéria mitocondrial (I, II, II-III e IV)

em tecido cerebral em ratos Wistar;

Avaliar os efeitos da administragdo aguda e cronica da lamotrigina no nivel do
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e nivel de fator de crescimento do
cérebro (NGF) em tecido cerebral de ratos Wistar.

Avaliar os efeitos da administracdo aguda e cronica da lamotrigina nos niveis de

Bcl-2, GSK-3 e AKT em tecido cerebral de ratos Wistar.



Etapa Il

2.3 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos comportamentais e neuroquimicos apds administracdo cronica de

lamotrigina em ratos submetidos ao modelo animal de privacao materna.

2.4 Objetivos especificos

a. Avaliar os efeitos antidepressivos da administracdo cronica da lamotrigina em
ratos Wistar através do modelo animal do nado for¢ado;

b. Avaliar os efeitos da administracdo cronica da lamotrigina no nivel do fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e no nivel do fator de crescimento do

cérebro (NGF) em tecido cerebral de ratos Wistar submetidos a privagdo materna



Etapa Il

2.5 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos comportamentais e neuroquimicos da administragdo crénica de

lamotrigina em ratos submetidos ao protocolo de estresse cronico moderado.

2.6 Objetivos especificos

a. Avaliar os efeitos antidepressivos da administracdo cronica da lamotrigina em
ratos Wistar através do modelo animal do nado forcado;
b. Avaliar os efeitos antidepressivos da administracdo cronica de lamotrigina apds a

inducdo do protocolo de ECM em ratos Wistar através do consumo de sacarose.

¢. Avaliar os efeitos da administracdo cronica da lamotrigina no nivel do fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e no nivel do fator de crescimento do

cérebro (NGF) em tecido cerebral de ratos Wistar submetidos ao ECM.

d. Avaliar os efeitos da administracdo cronica de lamotrigina na expressdo das
enzimas CAT e SOD em tecido cerebral de ratos Wistar submetidos ao protocolo

de EMC.

e. Avaliar os efeitos da administracdo cronica de lamotrigina em dano em lipideos e

em dano em proteinas em tecidos de ratos submetidos ao protocolo de ECM.



PARTE III

6 DISCUSSAO

Este estudo mostrou que o tratamento agudo e cronico com lamotrigina (10 mg/kg e 20
mg/kg) e imipramina (30 mg/kg) reduziu o tempo de imobilidade no teste do nado forgado.
Animais submetidos ao protocolo de privacdo materna tiveram um aumento no tempo de
imobilidade e este efeito foi revertido com lamotrigina. No protocolo de ECM foi mostrado
comportamento aneddnico em animais tratados com salina, efeito que foi revertido apods
tratamento com lamotrigina. A atividade motora dos animais ndo foi alterada em ambos os
protocolos.

Os efeitos comportamentais induzidos pela imipramina em ratos relatados no presente
estudo estdo de acordo com dados da literatura, que suportam uma acdo antidepressiva da
imipramina em estudos bdsicos e clinicos. De fato, estudos prévios do nosso laboratério
mostraram que administracdo aguda de imipramina (10 e 20 mg / kg) e cronica (10, 20 e 30
mg / kg) diminuiu o tempo de imobilidade em ratos no teste de natacdo forcada, sem
modificar a atividade locomotora (Garcia et al, 2008a; 2008b). Consistente também com este
estudo, Consoni et al. (2006) mostraram que a lamotrigina (10 mg/kg) diminuiu a imobilidade
e aumentou pontuacdes de escalada, em um padrdao semelhante ao da nortriptilina. Além
disso, a lamotrigina ndo alterou a locomog¢do no teste de campo aberto, nem mostrou
habituacdo prejudicada. Kaster et al. (2007) também mostraram que a lamotrigina (20 e 30 mg
/ kg) diminuiu o tempo de imobilidade no teste de natagcdo forcada. Além disso, Mikulecka et
al. (2004) mostraram que a administracdo da lamotrigina (10 e /ou 20 mg/kg durante seis dias
consecutivos) também nao alterou as habilidades motoras no campo aberto.

Os mecanismos moleculares responsdveis pela acao antidepressiva da lamotrigina

ainda ndo sdo totalmente compreendidos. No entanto, as evidéncias sugerem que diversas vias



intracelulares e cascatas de transducdo de sinal estejam envolvidas na fisiopatologia e
tratamento da depressdo (Coyle e Duman, 2003; Duman, 1998; Vayda et al, 2007). Muitos
farmacos antidepressivos, agudamente, aumentam os niveis de monoaminas, porém na
maoiria das vezes o tratamento cronico € requerido para um efeito terapéutico, o que leva a
hipétese de que alteragdes moleculares e/ou genéticas estejam envolvidas com tais efeitos
(Duman, 1994).

Os presentes achados mostraram que os tratamentos agudo e cronico com lamotrigina
aumentaram os niveis de BDNF no coértex pré-frontal. Concomitante com este resultado, Li et
al. (2010) mostraram que o tratamento cronico com lamotrigina (30mg/kg) aumentou a
expressao da proteina BDNF no cortex pré-frontal, mas ao contrario deste resultado a
expressdo da proteina BDNF foi aumentada no hipocampo. Nao se pode explicar por que
estas discrepancias ocorrem, contudo, podem estar relacionados a dose utilizada. Além disso,
um estudo realizado por nosso grupo mostrou que a administracao aguda de cetamina na dose
mais elevada de 15 mg/kg, mas ndo em doses menores, aumentou os niveis de BDNF no
hipocampo de ratos (Garcia et al., 2008a).

Este estudo também mostrou que o tratamento com lamotrigina em ratos submetidos a
privacdo materna reverteu a diminui¢do dos niveis de BDNF apenas na amigdala. Por outro
lado, outro estudo mostrou uma diminui¢do na expressdo de BDNF e seu receptor, tirosina
quinase B na amigdala apds a privacdao materna (Petrovich et al., 2005). Em um estudo
anterior (Réus et al. 2011a) mostrou que a privagdao materna nao alterou os niveis de BDNF
no hipocampo e cortex pré-frontal, mas diminuiu seus niveis na amigdala. A amigdala, que
estd envolvida no medo e na ansiedade, desempenha um papel no comportamento alimentar e
no processamento de recompensas (Levi-Montalcini, 1987; Paton et al, 2006). Assim, &
possivel que o comportamento alterado possa estar relacionado a alteragcdes de BDNF na

amigdala.



Além disso, no protocolo de estresse cronico moderado os presentes resultados
mostraram que os niveis de BDNF estavam aumentados no hipocampo de animais estressados
tratados com salina. Estudos anteriores do nosso grupo também mostraram que a exposicao de
ratos ao paradigma ECM nio alteraram os niveis de BDNF no hipocampo (Garcia et al, 2009;
Lucca et al, 2009a). Gronli et al. (2006) demonstraram que ratos expostos por cinco semanas
a estressores tiveram uma expressao reduzida e inibida do BDNF no giro denteado, enquanto
nenhum efeito significativo foi observado no hipocampo. Assim, sugerindo que as alteracdes
nos niveis de BDNF podem ocorrer apds situacdes estressantes em algumas dreas especificas
do hipocampo, mas ndo em toda estrutura. Um estudo anterior mostrou que os niveis de
BDNF foram aumentados no hipocampo de ratos tratados com salina no protocolo ECM em
comparagdo com os ratos nao-estressado tratados com salina, mas diferentemente do estudo
atual, mostrou que a harmina reverteu o aumento dos niveis de BDNF em ratos tratados com
salina ECM (Fortunato et al., 2010). A razdo para a discrepancia nestes achados ainda nao é
clara, mas pode estar relacionada com o periodo de tempo apds o estresse em que o BDNF foi
avaliado. Ou ainda, pode ter ocorrido uma dessensibilizagdo para os efeitos do estresse
repetido ou ainda por um mecanismo de adaptacgdo.

O NGF foi o primeiro fator tréfico a ser descoberto como um alvo para regular a
sobrevivéncia e maturacdo dos neuronios (Cirulli et al., 1998). O presente trabalho mostrou
que o tratamento crénico, mas nao agudo, com lamotrigina (10 mg/kg e 20 mg/kg) aumentou
os niveis de NGF no coértex pré-frontal. Outro resultado mostrou que em ratos, o tratamento
com litio, um estabilizador do humor, em diversas doses aumentou os niveis de NGF no
hipocampo, amigdala, cortex frontal e sistema limbico do cérebro anterior, enquanto os niveis
de NGF no estriado, mesencéfalo, hipotdlamo manteve-se inalterado (Hellweg et al., 2002).
Este estudo também mostrou que a imipramina ndo alterou os niveis de BDNF e NGF,

sugerindo que os efeitos antidepressivos da lamotrigina podem estar relacionados, pelo menos



em parte, por sua acdo sobre as neurotrofinas, que nio foi observado com o antidepressivo
classico, imipramina.

Nos animais submetidos a privacdo materna, este estudo mostrou uma diminui¢do dos
niveis de NGF no hipocampo em animais privados, mas nao tratados. J4 nos animais que
foram induzidos ao protocolo de EMC os niveis de NGF ndo tiveram diferenca significativa
em nenhuma das estruturas. Contrariamente a estas conclusoes, outros estudos tem mostrado
um aumento na expressdo de NGF no hipocampo, no cértex cerebral e no hipotdlamo em um
modelo animal de depressao (Cirulli et al, 1998; Cirulli et al, 2000). Além disso, a privacdo
materna precoce aumentou os niveis de NGF no hipocampo dorsal e ventral (Faure et al.,
2006), sugerindo que sua elevagdo reflete um mecanismo compensatorio.

Curiosamente, o tratamento com lamotrigina ndo reverteu os niveis de NGF no
hipocampo em ratos privados. Além disso, outro estudo mostrou que a administracao cronica
do antidepressivo escitalopram diminuiu os niveis de NGF no coértex de ratos cronicamente
estressados sob as mesmas condi¢des dos controles ndo tratados (Schulte-Herbriiggen et al.,
2009). Além disso, este estudo ndo mostrou efeito significativo no cortex pré-frontal em ratos
privados tratados com solucdo salina, todavia mostrou uma tendéncia a diminuir os niveis de
NGF na amigdala no mesmo grupo, como ja demonstrado em estudo anterior (Réus et al.
2011a) que a privagdo materna reduz os niveis de NGF na amigdala sem alterar
significativamente no cortex pré-frontal de ratos.

H4 forte evidéncia sugerindo que a disfun¢@o no metabolismo energético cerebral esta
relacionada aos transtornos neuropsiquidtricos, como depressdo e transtorno bipolar (Kato e
Kato, 2000; Albert et al, 2002; Konradi, 2004). Os resultados do presente trabalho mostraram
que a imipramina (30 mg/kg) aumentou a atividade da citrato sintase na amigdala apds
tratamento agudo, mas nao o cronico. De fato, um estudo anterior ja demonstrou que a

administracdo aguda, mas ndo crdnica com o antipsicético olanzapina e o antidepressivo



fluoxetina aumentaram a atividade da citrato sintase em dreas cerebrais (Agostinho et al.,
2011).

Considerando ainda que a deficiéncia do metabolismo energético esteja provavelmente
envolvida na fisiopatologia dos transtornos depressivos, um aumento na atividade da creatina
quinase por antidepressivos pode ser um importante mecanismo de acdo desses farmacos
(Assis et al., 2009; Santos et al., 2009). No presente trabalho mostrou-se que a atividade da
CK foi aumentada na amigdala apds a administracdo de imipramina (30 mg/kg) no tratamento
agudo e no hipocampo apds a administracdo de imipramina (30 mg/kg) e lamotrigina (10
mg/kg) no tratamento cronico. Outro estudo mostrou que a atividade da CK foi aumentada
apOs a administragdo cronica com o antidepressivo paroxetina (Santos et al., 2009). Assis et
al. (2009) também relataram que a administracdo aguda de cetamina e imipramina aumentou a
atividade da CK no cérebro de ratos. Por outro lado, a administracao cronica de nortriptilina e
venlafaxina ndo afetou a atividade da CK no cérebro de ratos (Santos et al., 2009). Estudos
relatam comprometimento cerebral no metabolismo energético em um modelo animal de
mania induzido por anfetamina. Tem sido demonstrado que a administracdo de anfetamina
inibi a citrato sintase (Corréa et. al., 2007) e a CK (Streck et al., 2008) no cérebro de ratos.
Assim, € possivel que a diminui¢do do metabolismo energético no cérebro esteja envolvida na
fisiopatologia de transtornos psiquidtricos (Madrigal et al, 2001; Fattal et al, 2006).

No presente estudo demonstramos que tanto o tratamento agudo quanto o cronico com
imipramina ou lamotrigina alterou os complexos da cadeia respiratria no cérebro de ratos.
No entanto estas alteracdes foram diferentes com relacdo aos protocolos (agudo ou cronico),
aos complexos e as dreas cérebrais. Além disso, foi mostrado que os complexos da cadeia
respiratoria mitocondrial I, III e IV foram inibidos ap6s o ECM no cértex cerebral e cerebelo,
e por outro lado, a administracdo aguda de cetamina reverteu esta inibi¢cdo (Rezin et al.,
2009). Madrigal et al. (2001) também relataram que os complexos I-III e II-III da cadeia

respiratéria mitocondrial foram inibidos no cérebro de ratos apds estresse cronico



(imobilizacdo por seis horas durante 21 dias). Além disso, Ben-Shachar e Karry (2008)
demonstraram reducdes nas subunidades do complexo I, NDUFV1, NDUFV2 e NADUFSI,
no cerebelo post-mortem de pacientes com depressdo. Em um estudo in vitro, Fisar e
Hroudova (2010), utilizando cérebro de porco, demonstraram que a atividade dos complexos
I, I e IV estava diminuida com a utilizacdo de antidepressivos e estabilizadores de humor. Os
autores sugerem que os antidepressivos geralmente atuam como inibidores da cadeia de
transporte de elétrons. Complementando os achados anteriores, o presente estudo mostrou um
efeito inibitorio na atividade do complexo I, mas ao contrario deste, a lamotrigina (10 mg/kg e
20 mg/kg) e imipramina (30 mg/kg) aumentaram a atividade dos complexos II, II-III e IV,
sugerindo que o aumento nos complexos I, II-IIT e IV pode estar relacionado, pelo menos em
parte para compensar a diminui¢ao da atividade do complexo I. Tais efeitos da lamotrigina e
imipramina sobre a cadeia respiratéria mitocondrial poderiam ser positivos, levando em
consideracdo que hd um prejuizo no metabolismo energético relacionado a depressdo
(Madrigal et al., 2001; Ben-Shachar e Karry, 2008; Rezin et al, 2009).

Um equilibrio entre a morte celular e proliferacdo celular deve ser mantida para
garantir a saide de cada ser humano. Dados recentes indicam que aproximadamente metade
de todas as principais doengas humanas € uma consequéncia de apoptose anormal (Reed,
2002). Neurodegeneracdo mediada por apoptose pode ser iniciada por translocacido da Bax do
citosol para a mitocOndria, onde ela afeta a permeabilidade da membrana e permite liberagdao
do citocromo c e ativacao subsequente de caspases (Yang et al, 1995; Ghribi et al, 2001). Um
prejuizo nas cascatas que levam a apoptose pode causar doengas auto-imunes e degenerativas,
bem como doengas cardiacas, enquanto a resisténcia a apoptose pode promover o cancer e
impedir a eficdcia terapéutica deste. A Bcl-2 e GSK-3 que s@o componentes de regulacao da
morte celular sdo intensamente estudadas por razdo dos efeitos bioquimicos conhecidos dos

antidepressivos e estabilizadores de humor em relacio ao papel que estes farmacos



supostamente exercem sobre a sobrevivéncia celular, plasticidade e metabolismo dos
neur6nios durante as doencas mentais e degenerativas (Jope e Roh, 2006).

Neste estudo foi demonstrado que a imipramina (30 mg/kg) e a lamotrigina (10 mg/kg e
20 mg/kg) diminuiram os niveis de Bcl-2 no cértex pré-frontal, amigdala e hipocampo nos
tratamentos agudo e cronico. Outro estudo demonstrou que animais tratados por quatorze dias
com imipramina e amitriptilina significativamente aumentaram a expressao da proteina Bcl-2
no hipocampo, em compara¢do com animais tratados com veiculo (Murray e Hutson, 2007),
sugerindo que a sua elevacao reflete um mecanismo compensatorio.

A GSK-3 (B isoforma) ¢ um importante regulador da plasticidade sindptica, e da
apoptose celular (Bijur, 2003). Tem sido sugerido que a GSK-3 regula o comportamento,
afetando [B-catenina, receptores de glutamato, os ritmos circadianos, € a neurotransmissao
serotoninérgica (Beaulieu et al., 2008). Todos esses aspectos tem sido implicados na
fisiopatologia de transtornos do humor grave. No presente estudo foi demostrada uma
diminui¢do no cortex pré-frontal, amigdala e hipocampo com imipramina (30 mg/kg) e
lamotrigina (10 mg/kg e 20 mg/kg) nos tratamentos agudo e cronico. Outro estudo mostrou
que o litio induz efeitos neurotréficos e neuroprotetores em roedores, em parte devido a
inibicdo da GSK-3B (Gould e Manji, 2005). Li et al. (2004) também mostraram que o
tratamento com inibidores da recaptacdo de monoaminas, como a fluoxetina e a imipramina
também aumentaram os niveis de GSK-3. Em geral, o aumento da atividade de GSK-3 leva a
morte celular, com isso inibindo GSK-3 impede a apoptose. Assim, sugerimos que no
presente estudo os efeitos da lamotrigina e imipramina foram antiapoptéticos, ja que ambos
inibiram GSK-3.

Evidéncias sugerem que uma diminuicdo na sinalizacdo da AKT e/ou da
sinalizacao ERK contribui para a patogénese da esquizofrenia, transtorno bipolar e depressao

maior, e estudos farmacoldgicos indicam que antipsicéticos ativam essas vias de sinalizagao



in vivo ou in vitro (Lu et al, 2004; Zhang et al, 2005; Beaulieu et al, 2006; Arguello e Gogos,
2008).

Relatérios anteriores demonstraram que a AKT ndo sé estd envolvida no crescimento
celular, mas também no metabolismo e captacdo da glicose (Hajduch et al, 2001; Lawlor e
Alessi, 2001). AKT mostrou ser um importante mediador do processo de transdugdo de sinal e
mediacdo de muitos dos sinais de sobrevivéncia (Brunet et al., 2001). O presente estudo
mostrou um aumento nos niveis de AKT no tratamento agudo no cértex pré-frontal com
imipramina (30 mg/kg) e na amigdala e hipocampo com a lamotrigina (20 mg/kg), € no
tratamento cronico houve um aumento nos niveis de AKT no cortex pré-frontal, amigdala e
hipocampo com todas as doses. Por outro lado, este estudo também mostrou uma diminu¢do
nos niveis de AKT na amigdala com imipramina (30 mg/kg), e no hipocampo com a
lamotrigina (10 mg/kg) no tratamento agudo. Aubry et al. (2009) mostraram que o litio,
valproato, olanzapina e clozapina podem melhorar a proliferacdo e proteger as células contra
lesdes induzidas. Estes farmacos também ativam AKT-1 e a fosforilagdo de GSK-3 (Aubry
et al., 2009). Outro estudo mostrou que a sertralina inibiu a fosforilacdo da AKT e causou a
morte celular (Reed, 2002). A lamotrigina tem uma potente atividade dependente de canais
i0nicos (ou seja, Na + e Ca +) o que poderia ter uma a¢do indireta sobre a transducao de sinal
intracelular (Xie e Hagan, 1998). Consistente com os presentes achados, a lamotrigina teve
uma ac¢do indireta sobre os niveis de AKT.

O cérebro é particularmente vulnerdavel a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), pois metaboliza 20% do oxigénio total do corpo e tem uma quantidade
limitada de capacidade antioxidante (Floyd, 1999). Os radicais livres sdo produtos normais do
metabolismo aerdbico celular. No entanto, quando aumenta a producao de radicais livres ou o
mecanismo de defesa do organismo diminui, causa uma disfun¢do celular, levando a uma
peroxidacdo lipidica. O aumento nos niveis de malonaldeido (MDA) é um marcador de

peroxidacao lipidica (Gupta et al., 2003). Este trabalho mostrou que ratos nao estressados



tratados com lamotrigina e os animais estressados tratados com salina e lamotrigina
aumentaram os niveis de MDA no cortex pré-frontal, e a lamotrigina sozinha produziu danos
na amigdala. Contrariamente com estes achados, um estudo anterior mostrou que o tratamento
agudo e cronico com imipramina e harmina reduziram a peroxidacdo lipidica no cértex pré-
frontal e no hipocampo, em comparacdo ao grupo controle (Réus et al., 2010). Argawal et al.
(2011) mostrou que a administracdo de lamotrigina e oxcarbazepina ndo mostrou nenhuma
mudanca nos niveis de MDA, mas em contraste a administracdo de topiramato obteve um
aumento significativo nos niveis de MDA, indicando que o topiramato induz estresse
oxidativo. Esse resultado pode ser explicado pela acdo aditiva da lamotrigina na inibi¢ao da
excitotoxicidade mediada pelo glutamato, o que levaria a producdo de menores quantidades
de radicais livres (Gupta e Malhotra, 2000).

Além disso, o presente estudo mostrou que ratos estressados tratados com salina
aumentaram a carbonilacdo de proteina no cortex pré-frontal e na amigdala, porém, a
lamotrigina reverteu este efeito apenas no cortex pré-frontal. Consistente com estes achados,
um estudo anterior mostrou que o estresse cronico moderado aumentou a peroxidacido de
proteina no hipocampo, cortex pré-frontal, estriado e cortex total (Lucca et al., 2009b). Além
disso, tratamentos agudo e cronico com imipramina e harmina reduziram a peroxidagdo de
proteinas no cértex pré-frontal e hipocampo (Réus, et al., 2010a). Este é o primeiro estudo
que mostrou os efeitos da lamotrigina na peroxidacao de proteinas, sugerindo que estes efeitos
podem ser positivos no cérebro de ratos, mas somente em algumas dreas.

Recentemente, um estudo demonstrou que em pacientes com depressdo maior,
especialmente com a melancolia associada, foi demonstrado niveis elevados na atividade das
enzimas antioxidantes superoxido dismutase e catalase no plasma. Corroborando, outra
pesquisa demonstrou que ratos submetidos ao ECM tiveram um aumento na atividade da
catalase (CAT) e uma diminuicao na atividade da superéxido dismutase (SOD) no cérebro de

ratos (Lucca et al., 2009a, b). Este estudo mostrou que a atividade das enzimas SOD e CAT



foram reduzidas no coértex pré-frontal e no hipocampo. Na amigdala o tratamento com
lamotrigina aumentou a atividade da CAT e da SOD, comparado ao grupo estresse.
Contrariando estes achados, um estudo anterior mostrou que os tratamentos agudo e cronico
com imipramina e hamina aumentaram a atividade das enzimas SOD e da CAT no cortex pré-
frontal e no hipocampo (Réus, et al., 2010). Argawal at al. (2011) e Arora et al. (2009)
também mostraram que a lamotrigina ndo produziu alteracdes na atividade das enzimas SOD
e da CAT. Os resultados do presente estudo podem estar relacionados com o tempo de
administracdo da droga e, em parte, pelo menos, com algumas éreas cerebrais.

Os efeitos da lamotrigina em ratos submetidos ao modelo animal de estresse no presente
estudo foram, em parte, neuroprotetores sobre os parametros de estresse oxidativo, como por
exemplo, a lamotrigina conseguiu diminuir a carbonilagdo de proteinas no cortex pré-frontal e
aumentou atividade das enzimas antioxidantes, SOD e CAT na amigdala de ratos estressados.

A acdo anticonvulsivante da lamotrigina € devido ao fato de sua capacidade em reduzir a
excitabilidade neuronal através da inibi¢do do canal de sddio voltagem dependente no estado
inativado, impedindo seu retorno ao estado de repouso e, consequentemente, diminuindo o
nimero de potenciais de acdo. Este efeito nos canais de sddio resulta em uma diminui¢cdo na
liberacio de glutamato (Leach, 1986; Waldemeier et al, 1996). De fato, estudos
eletrofisiol6gicos na amigdala (Wang, 2002) e no estriado (Calabrese et al., 1999) mostraram
que a lamotrigina reduziu o potencial excitatério pds-sindptico mediado pelo glutamato, um
efeito revertido quando o glutamato exdgeno foi aplicado, resultados consistentes com a
proposta de que a lamotrigina teve uma ac¢ao inibitoria sobre a liberacdo de glutamato. A agdo
antiglutamatérgica da lamotrigina pode contribuir para seu efeito antidepressivo (Ketter e
Wang, 2003), uma vez que o glutamato tem sido associado a depressao (Tokita et al., 2011), e
que os antagonistas dos receptores de glutamato como N-metil-aspartato (NMDA) mostraram
efeitos antidepressivos semelhantes em modelos animais de depressdo (Réus et al., 2010;

2011b). Antagonistas dos receptores NMDA, como a cetamina e memantina apresentaram



efeitos antidepressivos semelhantes em ratos e aumentaram os niveis de BDNF (Garcia et al,
2008a; Réus et al, 2010; 2011a) e a cetamina alterou o metabolismo energético cerebral em
ratos (Rezin et al., 2009; Assis et al., 2009).

Os resultados do presente estudo permitem concluir que a lamotrigina apresentou efeitos
antidepressivos em modelos animais de depressdo e foi capaz de alterar os niveis de BDNF e
NGF, a atividade dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial e da CK e das proteinas
Bcl-2, GSK-3 ¢ AKT e em parimetros relacionados ao estresse oxidativo. E importante
enfatizar que todas estas alteragdes estdo envolvidas na depressao.

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que a lamotrigina estd envolvida em vias
relacionadas a depressdo. No entanto, mais estudos sdo necessdrios para entender os

mecanismos exatos pelos quais a lamotrigina exerce tais efeitos antidepressivos.
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