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"Os homens devem saber que
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RESUMO

Os transtornos do humor sdo considerados importantes causas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo. O transtorno depressivo
maior (TDM) e o transtorno bipolar (TB) encontram-se entre os dois
mais severos ¢ prevalentes transtornos do humor. Além disso, uma
grande parcela dos pacientes psiquidtricos acometidos com esses
transtornos ndo respondem satisfatoriamente aos farmacos disponiveis.
Estudos sugerem o envolvimento de diferentes mecanismos
fisiopatologicos, entre eles encontra-se o estresse oxidativo. Portanto,
este estudo avaliou os efeitos de agentes antioxidantes, N-acetilcisteina
(NAC) e/ou deferoxamina (DFX), sobre os parametros de
comportamento e estresse oxidativo no cérebro de roedores submetidos
a um modelo animal de depressdo induzido por estresse cronico
moderado (ECM) em ratos ou a um modelo animal de mania induzido
por privagdo do sono paradoxal (PSP) em camundongos. Os animais
foram tratados por sete dias com solucdo salina (SAL), NAC, DFX ou
NAC + DFX, sendo submetidos aos protocolos de ECM ou PSP. Apds
os testes de atividade locomotora e de consumo de alimento doce no
protocolo de ECM ou de atividade locomotora no protocolo de PSP,
amostras de tecido cerebral foram dissecadas dos animais de ambos os
protocolos e utilizadas para avaliar os parametros de estresse oxidativo.
Os resultados comportamentais demonstraram que ECM induziu a
anedonia nos ratos ¢ a PSP induziu hiperatividade nos camundongos,
comportamentos do tipo depressivo e do tipo maniaco, respectivamente.
Além disso, os protocolos de ECM e PSP aumentaram a peroxidagado
lipidica e o dano oxidativo as proteinas, bem como alteragdes nas
enzimas antioxidantes em tecido cerebral de roedores. Em conjunto,
estes resultados sugerem que o tratamento associado de NAC e DFX
parece ser efetivo no tratamento de sintomas comportamentais do tipo
depressivo e do tipo maniaco e de estresse oxidativo em roedores.

Palavras-chave: Transtorno depressivo maior; transtorno bipolar;
estresse; mania; n-acetilcisteina; deferoxamina






ABSTRACT

Mood disorders are considered important causes of morbidity and
mortality worldwide. Major depressive disorder (MDD) and bipolar
disorder (BD) are among the two most prevalent and severe mood
disorders. In addition, a large proportion of psychiatric patients affected
with these disorders do not satisfactorily respond to available drugs.
Studies suggest the involvement of different pathophysiological
mechanisms, among them is oxidative stress. Therefore, this study
examined the effects of antioxidants N-acetylcysteine (NAC) and/or
deferoxamine (DFX) on behavior parameters and oxidative stress in the
brain of rodents subjected to an animal model of depression induced by
chronic mild stress (CMS) in rats or an animal model of mania induced
by paradoxal sleep deprivation (PSD) in mice. The animals were treated
for seven days with saline (SAL), NAC, or NAC + DFX, and subjected
to CMS or PSD protocols. After the locomotor activity testing and sweet
food consumption in the CMS protocol or locomotor activity on the
PSD protocol, brain tissue samples were dissected from animals of both
protocols and used to evaluate the oxidative stress parameters.
Behavioral results showed that CMS induced anhedonia in rats and PSD
induced hyperactivity in mice, behaviors depressive-like and manic-like,
respectively. In addition, CMS and PSD protocols increased lipid
peroxidation and oxidative damage to proteins and changes in
antioxidant enzymes in rodent brain tissue. Taken together, these results
suggest that the combined treatment of NAC and DFX may be effective
in the treatment of depression-like and manic-like behavioral symptoms
and oxidative stress in rodents.

Keywords: Major depressive disorder; bipolar disorder; stress; mania;
n-acetylcysteine; deferoxamine
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1 INTRODUCAO

1.1 Transtornos do Humor

Nas ultimas décadas os transtornos do humor vém sendo
considerados como importantes causa de morbidade e mortalidade em
todo o mundo, constituindo uma enorme e crescente problematica tanto
em paises desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento (Harris
e Barraclough, 1998; Hiroeh et al., 2001; Lim et al., 2012). O transtorno
depressivo maior (TDM) e o transtorno bipolar (TB) sdo considerados
pelo Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-
IV) como os dois mais severos e prevalentes transtornos do humor
(Jorge, 2003). Ambos sdo caracterizados por extremas alteragdes do
humor com importante comprometimento social, cognitivo e funcional
(Murray e Lopez, 1997; Aas et al., 2012). Além disso, no recém-langado
DSM-V (American Psychiatric Association, 2013), o TB adquire um
capitulo proprio, onde ¢ dada maior énfase as alteracdes no nivel de
atividades e de energia, além de permitir estados mistos tanto para o TB
quanto para a TDM (Angst, 2013).

Estudos clinicos relatam uma diminuigdo significativa na
densidade neuronal e glial de pacientes com transtornos psiquidtricos,
principalmente em areas do cérebro envolvidas com a regulagdo do
humor e da cognigdo (Manji et al., 2001; Brisch et al., 2011; Matthews e
Harrison, 2012; Maletic e Raison, 2014). A cada fase sintomatica desses
transtornos ha a ocorréncia de alteragdes neuroquimicas cerebrais, que
podem levar ao dano neuronal e glial, deixando os pacientes com uma
maior propensdo a ocorréncia de novas crises e, consequentemente, ao
declinio cognitivo e funcional (Ferrier et al., 1999; Clark et al., 2002;
Martocchia et al., 2011; Vieta et al., 2012).

Além disso, uma grande parcela dos pacientes psiquiatricos
acometidos com esses transtornos nao apresentam resposta satisfatoria
aos farmacos atualmente disponiveis. O tempo prolongado para a
obtencdo das primeiras respostas a terapia farmacoldgica e/ou
inadaptagdo ao vasto numero de efeitos colaterais também contribuem
negativamente para a ndo aderéncia ao tratamento por parte dos
pacientes (Gitlin, 2006; Zarate et al., 2006; Souery et al., 2007;
Hashimoto et al., 2012; Kasper, 2014). Levando em consideragdo esses
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fatos, a profilaxia dessas crises € de extrema importancia para o
tratamento dos transtornos do humor e, consequentemente, para a
melhora da qualidade de vida desses pacientes.

1.2 Transtorno Depressivo Maior (TDM)

O TDM apresenta uma prevaléncia durante a vida de 2% a 15%,
sendo um dos fatores de risco mais importantes para a incapacidade.
Além disso, esse transtorno foi considerado o mais incidente em 2010
(Lim et al., 2012; Murray et al., 2012; Patton et al., 2014). De acordo
com o DSM-IV (Jorge, 2003), a caracteristica essencial do TDM ¢ a
permanéncia de humor deprimido e/ou perda de interesse ou prazer em
quase todas as atividades, durante um periodo de pelo menos duas
semanas. Além disso, sintomas como alteragdo do apetite e peso,
distirbio do sono, sentimento de culpa, dificuldade de pensar, falta de
energia e ideias suicidas também constituem o diagndstico de TDM.

Os principais antidepressivos utilizados na clinica para o
tratamento do TDM s@o os inibidores da monoamino oxidase (ex.
tranilcipromina e moclobemida), os inibidores ndo seletivos da
recaptacdo de monoaminas (ex. triciclicos, venlafaxina, duloxetina e
bupropiona), os inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ex.
fluoxetina, paroxetina e citalopram) e os inibidores seletivos da
recaptacdo de noradrenalina (ex. reboxetina e desipramina) (Mathew et
al., 2008). Apesar da diversidade de farmacos para o tratamento do
TDM, os tratamentos disponiveis estdo aquém do ideal (Machado-Vieira
et al., 2010). Isso esté relacionado ao fato de que o periodo de resposta
terapéutica para que se obtenham os primeiros beneficios clinicos é
longo, sendo compreendido entre 3-5 semanas (Juli e Juli, 2014). Outro
entrave relacionado ao tratamento do TDM sdo os inumeros efeitos
colaterais como diminui¢do ou perda da libido, insonia, dor de cabeca,
ganho ou perda de peso. (Anderson et al., 1996; Berton e Nestler, 2006;
Holtzheimer ¢ Nemeroff, 2006). Em virtude disto, se faz necessaria a
busca por novos farmacos com agdo rapida, além de mais seguros e
efetivos para o tratamento do TDM (Berton e Nestler, 2006; Juli e Juli,
2014).

Sdo muitos os sistemas que parecem estar envolvidos na
fisiopatologia do TDM, no entanto, podemos citar alguns como o
sistema monoaminérgico, glutamatérgico e GABAérgico (Nakagawa et
al., 1996). Além disso, o TDM pode ser desencadeado também por
alteragdes nas vias de sinalizagdo que regulam a neuroplasticidade e a
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sobrevivéncia celular como a proteina cinase C (PKC), proteina cinase
A (PKA), elemento de resposta ao AMPc (CREB) e fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF) (Manji et al., 2000; Dwivedi et al., 2003;
Pittenger ¢ Duman, 2008; Yu e Chen, 2011). Outro mecanismo que
também estd amplamente relacionado a fisiopatologia do TDM ¢ o
estresse oxidativo (Ozcan et al., 2004; Sahin e Gumuslu, 2004; Zafir et
al., 2009; Maes et al., 2011; Moylan et al., 2014). Esta evidéncia baseia-
se no aumento do dano oxidativo e na reducido de enzimas antioxidantes
no sistema nervoso central em pacientes com TDM (Maes et al., 2011a).

1.3 Transtorno Bipolar (TB)

Um estudo atual demonstrou que nos EUA o TB apresenta a
prevaléncia de 1,4%, iniciando, principalmente, apds os 12 anos de
idade (Brus et al., 2014). Outro dado relevante ¢ a taxa de risco de
suicidio, que pode chegar a 15%, com incidéncia maior também em
individuos mais jovens (Shastry, 2005). O TB ¢é considerado um
transtorno psiquiatrico grave, caracterizado por alteragcdes patologicas
do humor, alternando entre episddios recorrentes de mania, hipomania
e/ou depressdo (Belmaker, 2004; Baek et al., 2011; Subramaniam et al.,
2013).

A mania ¢ um estado do humor elevado, durante o qual o
paciente permanece expansivo ou irritavel pelo periodo minimo de sete
dias. O episddio hipomaniaco apresenta os mesmos critérios do episédio
maniaco, entretanto, com dura¢do minima de quatro dias. O diagnostico
pelo DSM-IV requer que estas alteragdes do humor, tanto na mania
quanto na hipomania, sejam seguidas por pelo menos trés sintomas
adicionais como autoestima inflada ou grandiosidade, diminuicdo da
necessidade de sono, fuga de ideias, agitagdo psicomotora e
comportamentos de risco (Jorge, 2003).

Durante os episodios depressivos, o paciente apresenta o humor
deprimido e/ou anedonia acompanhado por perda ou ganho importante
de peso, insonia ou hipersonia, retardo ou agitagdo psicomotora, fadiga
ou perda da energia, sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva,
dificuldade para concentrar-se e pensamentos de morte ou ideagdo
suicida. O conjunto de cinco ou mais desses critérios devem estar
presentes por pelo menos duas semanas, além de comprometer o
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funcionamento social e/ou ocupacional do paciente para compor
diagnostico para o TB (Jorge, 2003).

O litio, tinico farmaco aprovado para o TB, ¢é ainda o farmaco de
primeira escolha para o tratamento do TB. Também sdo utilizados na
clinica anticonvulsivantes e antipsicoticos de segunda geracdo (Manji e
Zarate, 2002; Haddad et al. 2009; Tohen e Vieta 2009). Entre os
anticonvulsivantes encontra-se o valproato, o qual foi o primeiro
farmaco a demonstrar efeito estabilizador de humor apds a descoberta
do litio. O valproato mostrou menores taxas de descontinuagdo do
tratamento em relagdo ao litio (Bowden et al., 2000). Um dos principais
antipsicoticos utilizado para o tratamento do TB ¢ a clozapina. Este
farmaco possui maior eficdcia nas fases maniacas em relacdo as fases
depressivas graves. No entanto, o tratamento com clozapina causa
diversos efeitos colaterais, o que dificulta sua empregabilidade no
tratamento do TB (Zarate et al., 1995).

Um estudo mostrou que mais de 60% dos pacientes bipolares
tratados com litio responderam ao tratamento (Scott e Pope, 2002).
Neste sentindo, estudos mostram que a terapia com o litio manifesta
diversos efeitos colaterais como toxicidade por metal pesado, confusio
mental, convulsdes, hipotireoidismo e insuficiéncia renal (Goodwin,
2009; McKnight, 2012; Okada, 2014). Essa grande quantidade e
severidade de efeitos colaterais € a principal causa da ndo adesdo ao
tratamento no TB, dificultando a manutencdo da farmacoterapia,
levando a recorréncias de episddios maniacos e depressivos, necessidade
de hospitalizacdo e até mesmo suicidio (Greenhouse et al., 2000).

Diferentes sistemas e vias intracelulares podem explicar a
fisiopatologia do TB como o sistema glutamatérgico (Yildiz-Yesiloglu e
Ankerst, 2006), vias de sinalizacdo envolvendo as proteinas da familia
da Bcl-2 (Marx et al., 2008), PKC (Manji e Lenox, 1999), glicogénio
sintase quinase-3 (GSK-3) (Zhao et al., 2007), BDNF (Manji ¢ Duman,
2001) e estresse oxidativo (Stork e Renshaw, 2005). Estudos apontam
para um aumento nos produtos da peroxidagdo lipidica e da inibigdo da
atividade das principais enzimas antioxidantes no sangue de pacientes
com TB, sugerindo o envolvimento do estresse oxidativo na
fisiopatologia do TB (Kuloglu et al., 2002; Ozcan et al., 2004). Além
disso, alteragdes no ciclo sono/vigilia sdo relatadas por pacientes com
TB, nos quais os niveis de melatonina durante o dia estdo mais elevados
em compara¢do com controles saudaveis e pacientes em fase depressiva
(Novakova et al., 2014).
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1.4 Estresse Oxidativo e os Transtornos do Humor

Radicais livres sdo atomos ou grupos de atomos com o nimero de
elétrons desemparelhados altamente reativos (Halliwell, 2007). A
fosforilagdo oxidativa ocorre nas mitocondrias e é a principal fonte de
adenosina trifosfatase (ATP) de organismos aerdbios. Como subproduto
deste processo, ha a producdo de radicais livres, como as espécies
reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (Pero et
al., 1990).

O processo de redugdo de oxigénio em agua gera EROs como
intermediarios, que podem causar danos as células (Davies, 2005). As
principais EROs geradas em humanos sdo o perdxido de hidrogénio

(H,05), radical superoxido (O,) e radical hidroxila (OH). O O, ¢
gerado durante a auto-oxidagdo da hemoglobina, sendo particularmente

ndo reativo, por si s6, mas podendo ser cataliticamente convertido pela
superoxido dismutase (SOD) em H,0,, que se decompde para produzir

OH, que na presenga de ferro torna-se altamente reativo. O 0'2' e o

H,0,, que sdo exemplos de EROs, podem ser neutralizados por enzimas
antioxidantes como a SOD, glutationa peroxidase (GPx) ou catalase
(CAT) (Fridovich, 1983; Butterfield et al., 2002; Calabrese et al., 2002).
Além disso, a GPx e glutationa redutase (GR) estdo incluidas entre as
principais enzimas antioxidantes, que estdo diretamente envolvidas na
neutraliza¢do de EROs. A GPx remove H,0,, utilizando-o para oxidar a
glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG). Por sua vez,
GR regenera de GSH a GSSG, com NADPH como uma fonte de poder
redutor (Valko et al., 2007; Andriantsitohaina et al., 2012; Birden et al.,
2012).

Com o balango redox equilibrado, as EROs sdo benéficas para as
funcdes fisiologicas normais e protegem a célula contra infeccdes
destruindo agentes patogénicos invasores, atuando como segundos
mensageiros na regulagdo das células cardiacas e vasculares em
funcionamento. Também estdo envolvidas na regulagdo da concentragdo
de calcio intracelular e na fosforilagdo de proteinas (Griendling et al.,
2000; Kotamraju et al., 2004; Halliwell, 2006; Valko et al., 2007).

De modo geral, qualquer aumento anormal de estresse oxidativo
promovido por uma substincia, denominada de pré-oxidante, pode ser
atenuado por uma resposta antioxidante. Assim, este equilibrio “pro-
oxidante/antioxidante” torna-se fundamental para a célula. Quando este
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equilibrio ¢ desestabilizado h4a uma producdo excessiva de EROs e/ou
deficiéncia dos mecanismos de defesa antioxidante, podendo causar
danos a lipidios, proteinas e ao DNA (Drdge, 2002; Kohen e Nyska,
2002; Berg et al., 2004).

Diversos estudos demonstram que as EROs estdo implicados em
varios transtornos psiquiatricos, como o TDM (Maes et al., 2011a, b;
Teyssier et al., 2011) e o TB (Steckert et al., 2010; Budni et al., 2013;
Siwek et al., 2013; Brown et al., 2014; de Sousa et al., 2014). Isto pode
ser explicado pelo fato de que o tecido cerebral é mais vulneravel aos
efeitos de EROs pois apresenta uma taxa metabdlica elevada e baixos
niveis de antioxidantes (Forlenza e Miller, 2006).

A relagdo entre o estresse oxidativo no TDM tem sido mostrada
em estudos pré-clinicos e clinicos. Pacientes com TDM mostraram
aumento do estresse oxidativo em soro e plasma (Forlenza e Miller,
2006; Galecki et al., 2009a, b; Maes et al., 2009). Além disso, em
estudos com roedores submetidos ao modelo de estresse cronico
moderado (ECM), foram observados aumentos de peroxidagao lipidica e
de anion superdxido, além de aumento da atividade das enzimas
antioxidantes, CAT e SOD, em tecido cerebral (Lucca et al., 2009a, b).
Em soro de pacientes bipolares também foi observado um aumento do
estresse oxidativo (de Sousa et al., 2014). Estudos prévios, usando
modelos animais de mania, induzidos por ouabaina (Riegel et al., 2010)
ou por anfetamina (Frey et al., 2006), foi observado aumento dos niveis
de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e da formagdo de
proteinas carbonilas em tecido cerebral em ambos os modelos de mania.
Em conjunto, estes estudos evidenciam o papel do estresse oxidativo na
fisiopatologia dos transtornos de humor como o TDM e TB.

1.5 N-Acetilcisteina (NAC) e Deferoxamina (DFX)

A N-acetilcisteina (NAC) ¢ um agente farmacoldgico
antioxidante que age contra a degeneragdo celular. A NAC ¢ ainda
precursora na sintese do antioxidante glutationa, que ¢ reconhecido
como o tiol ndo proteico mais importante nos seres Vivos
desempenhando um papel fundamental na homeostase celular (De Flora
et al., 1991). A falta de glutationa ¢ acompanhada de morte celular que
ocorre devido & peroxidacdo lipidica (Reed e Fariss, 1984). Assim, a
NAC age mimetizando a atividade da glutationa peroxidase (Maes et al.,
2011a). Além disso, a NAC também atua diretamente sobre as EROs,
levando a protec¢ao contra o dano oxidativo (Aruoma et al., 1989).
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Estudos prévios mostram que a NAC previne a hiperatividade
induzida por meta-anfetamina em ratos e também promove
neuroprotecdo no estriado desses animais, pela diminui¢ao dos niveis de
dopamina (Fukami et al., 2004). Outro estudo relata que os niveis de
glutationa no estriado de ratos estdo diminuidos ap6s uma dose
neurotoxica de meta-anfetamina, indicando o envolvimento do estresse
oxidativo nesta neurotoxicidade (Moszczynska et al., 1998). Além disso,
estudos clinicos demonstraram efeitos da NAC contra os episodios
depressivos no TB (Berk et al., 2008, 2011; Magalhies et al., 2011),
sugerindo uma utilizacdo em potencial para a NAC, ndo somente no TB,
mas também em casos de TDM. Além disso, a NAC também atua sobre
os sistemas glutamatérgico e dopaminérgico, que estdo bem
estabelecidos como vias envolvidas no TDM (Malhi e Berk, 2007; Réus
etal., 2010,2011, 2012; Maes et al., 2012).

A deferoxamina (DFX) ¢ um potente quelante de ferro que pode
inibir reagdes com radicais livres dependentes de ferro. A DFX também
protege contra o dano neuronal induzido por meta-anfetamina,
diminuindo o nivel de estresse oxidativo no cérebro de ratos (Park et al.,
2006). Estudos mostram que a DFX diminuiu o dano oxidativo em
modelos animais de doengas cerebrais, como lesdo isquémica e isquemia
cerebral focal (Prass et al., 2002; Mu et al., 2005). Outro estudo do
nosso grupo de pesquisa mostrou que NAC, DFX e a combinagdo de
ambos preveniram e reverteram o dano oxidativo & proteina induzido
pela administra¢do de dextro-anfetamina (Valvassori et al., 2008).

A melhora da resiliéncia e da plasticidade neuronal com
consequente melhora cognitiva e funcional é de suma importincia no
tratamento do TB e conduziria para uma melhor qualidade de vida a
esses pacientes. A NAC, a DFX e/ou a associa¢do desses antioxidantes
podem ser considerados tratamentos profilaticos promissores tanto para
o TB quanto para o TDM, por proteger o cérebro contra o dano
oxidativo e morte celular. Contudo, estudos avaliando os efeitos dessas
substancias nesses transtornos sdo de extrema importancia para avaliar e
melhor caracterizar seus efeitos terapéuticos e profilaticos.

1.6 Modelos Animais de Transtorno do Humor
Os estudos de neuroimagem estdo contribuindo para o

refinamento de pesquisas sobre transtornos do humor, embora na
clinica, sejam insuficientes para diagnosticar esses transtornos. Deste
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modo, faz-se necessaria a melhor compreensdo dos mecanismos
fisiopatologicos envolvidos nos transtornos do humor (Valvassori et al.,
2011). Para isso, a pesquisa pré-clinica € de extrema importincia para o
melhor entendimento da fisiopatologia desses transtornos, incluindo os
modelos animais. Os modelos animais tem finalidade de avaliar a
seguranga ¢ eficacia de novos farmacos, estudar o mecanismo de acao
de psicofarmacos e ajudar na elucidagdo da neurobiologia dos
transtornos psiquiatricos. Além disso, estes estudos sdo, na maioria das
vezes, invidveis em humanos (Rodgers et al.,, 1997; Weiss e Kilts,
1998).

Para a validagdio de modelos animais para o estudo dos
transtornos psiquiatricos, estes devem apresentar trés caracteristicas
principais: (I) mimetizar sintomas clinicos do determinado transtorno,
(IT) apresentar aspectos fisiopatologicos do transtorno e por fim, (III)
agentes terapéuticos utilizados na clinica devem reverter os sintomas
induzidos no modelo animal utilizando. Estes aspectos sdo
denominados, respectivamente, validade de face, validade de constructo
e validade preditiva. Deste modo, um modelo animal ideal ¢ aquele
capaz de contemplar esta triade (Ellenbroek e Cools, 1990).

1.6.1 Modelo animal de depressdo induzido por estresse crénico
moderado (ECM)

O modelo animal de estresse cronico moderado, adaptado de
Gamaro et al. (2003) consiste em gerar comportamentos do tipo
depressivo em ratos, apds um periodo de 40 dias com aplicagdo de
estressores diversos e moderados. Estudos demonstraram que os animais
submetidos a este protocolo de estresse desenvolveram comportamento
anedonico, diminuindo o consumo de sacarose, e, além disso,
apresentaram alteragcdes fisioldgicas, como diminuicdo no peso,
aumento na glandula adrenal e dos niveis do hormédnio
adrenocorticotrofico e corticosterona, e ainda, esses efeitos puderam ser
revertidos por antidepressivos classicos (Casarotto e Andreatini, 2007).
Com base nestes resultados, este pode ser considerado um modelo
animal de depressdo adequado, ja que contempla os trés critérios para a
validade de um modelo animal psiquiatrico.
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1.6.2 Modelo animal de mania induzido por privagdo do sono
paradoxal (PSP)

O modelo animal de mania induzido por privagdo de sono
paradoxal (PSP) em roedores ¢ considerado um bom modelo animal de
mania, pois é capaz de induzir aspectos miméticos de episddios
maniacos, como a hiperatividade e comportamento agressivo (Gessa,
1995; Benedetti et al., 2008). Outro estudo demonstrou com sucesso a
reversdo de sintomas maniacos induzidos pela PSP com o tratamento
combinado de tamoxifeno e litio (Armani et al., 2012). De fato, o PSP
pode induzir episddios de mania em sujeitos saudaveis e agravar
episoddios maniacos ou levar a uma “virada” maniaca em pacientes
bipolares (Kaplan e Harvey, 2013). Além disso, Reimund (1994)
descreveu que o sono possui funcdo antioxidante, o que conduz a
hipotese de que o PSP pode ser associado ao estresse oxidativo (Everson
et al., 1994). Em conjunto, estes resultados confirmam o PSP como um
bom modelo animal de mania, pois 0 modelo contempla os trés critérios
para a validade de um modelo animal psiquiatrico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da NAC e/ou DFX sobre o

comportamento e pardmetros de estresse oxidativo em modelos animais
de depressdo e mania.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos da NAC e/ou DFX sobre os parametros
comportamentais de anedonia, atividade locomotora e
exploratoria em um modelo animal de depressdo induzido por
ECM em ratos;

Avaliar os efeitos da NAC e/ou DFX sobre os parametros de
estresse oxidativo pela producdo de superdxido em particulas
submitocondriais em um modelo animal de depressdo induzido
por ECM em ratos;

Avaliar os efeitos da NAC e/ou DFX sobre a peroxidagdo
lipidica (TBARS) em um modelo animal de depressao induzido
por ECM em ratos;

Avaliar os efeitos da NAC e/ou DFX sobre a oxidag¢do de
proteinas (Proteina carbonila) em um modelo animal de
depressdo induzido por ECM em ratos;

Avaliar os efeitos da NAC e/ou DFX sobre a atividade das
enzimas antioxidantes (CAT e SOD) em um modelo animal de
depressdo induzido por ECM em ratos;

Avaliar os efeitos da NAC e/ou DFX sobre os parametros
comportamentais de atividade locomotora e exploratéria em um
modelo animal de mania induzido por PSP em camundongos;

Avaliar os efeitos da NAC e/ou DFX sobre a peroxidacdo
lipidica (Hidroperdxido lipidico (LPH), TBARS e 4-
hidroxinonenal (4-HNE) em um modelo animal de mania
induzido por PSP em camundongos;
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Avaliar os efeitos da NAC e/ou DFX sobre a oxidagdo e
nitragdo proteica (Carbonilagdo de proteinas e 3-Nitrotirosina)
em um modelo animal de mania induzido por PSP em
camundongos;

Avaliar os efeitos da NAC e/ou DFX sobre a atividade das
enzimas antioxidantes (GPx ¢ GR) em um modelo animal de
mania induzido por PSP em camundongos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Aspectos Eticos

Os procedimentos experimentais envolvendo os animais foram
executados de acordo com o Instituto Nacional de Guia de Satude para o
Cuidado e Uso de Animais de Laboratério € as recomendacdes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA
projetado para minimizar o sofrimento e limitar o nimero de animais
utilizados. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade do Extremo Sul Catarinense (15/2010 (Anexo 1),
70/2012 (Anexo 2) com adendo/2013 (Anexo 3)). Todos os
experimentos deste projeto foram realizados nos Laboratorios de
Neurociéncias da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC.

3.2 Animais Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos (pesando entre 250 - 350 g)
para o modelo animal de depressdo induzido por ECM e camundongos
C57bl/6 machos (pesando entre 18 — 25 g), ambos com 60 dias de vida e
procedentes do biotério da Unesc. Os roedores foram mantidos em cinco
animais por caixa, com ciclo claro - escuro de 12h (07:00 as 19:00) com
comida e dgua a vontade. O ambiente foi mantido a temperatura de 22 +
1°C.

3.3 Tratamentos

Foram injetados por via subcutidnea (sc; na area posterior do
pescogo) pelo periodo de sete dias (tratamento cronico) solugdo salina
(SAL, NaCl 0,09%, 1 ml/kg, 3 injecdes ao dia, sc), n-acetilcisteina
(NAC, 20mg/kg, 3 inje¢des ao o dia, sc), deferoxamina (DFX, 20
mg/kg, uma injecdo a cada 3 dias, sc) ou NAC associado com DFX.
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3.4 Protocolo Experimental
3.4.1Protocolo de estresse cronico moderado

O protocolo de ECM foi adaptado a partir do procedimento
descrito por Gamaro et al. (2003). Os animais foram divididos em dois
grupos: controle e estressado. O grupo controle foi mantido sem
estressores em suas gaiolas durante os 40 dias do protocolo, recebendo
cuidados rotineiros do biotério. O protocolo de ECM foi utilizado para
os animais do grupo estressado.

Foram utilizados os seguintes estressores: (I) 24 horas de
privacdo de alimentos; (II) 24 horas de privag¢do de agua; (III) 1-3h de
contengdo nos dias; (IV) 1,5-2h de contengdo a 4°C; (V) a natagdo
forcada por um periodo de 10-15 minutos, (VI) exposicao ao piscar da
luz (lampada estroboscopica) por 120-210 minutos e (VII) 24 horas de
isolamento, aplicados conforme a Tabela 1. Os estimulos estressores
foram aplicados em momentos diferentes a cada dia, a fim de minimizar
a sua previsibilidade.

O estresse de contengdo constituiu em colocar o animal em um
tubo de plastico de 25 x 7 cm e ajustado com fita tipo esparadrapo no
lado de fora do tubo, de modo que o animal fosse incapaz de se mover.
Havia também uma abertura de 1 cm na outra extremidade para a
respiragdo normal do animal.

A natacdo forgada foi realizada colocando o animal em um
tanque de vidro cuja medida foi 50 x 47 cm com 30 cm de dgua a 23 +
2°C, em que o animal ndo pudesse tocar o fundo.

A exposicao ao piscar da luz foi realizada colocando o animal em
uma caixa de madeira compensada 60 x 60 x 25 cm dividido em 16
células de 15 x 15 x 25 cm com uma parede de vidro frontal. Uma
lampada de 40 w, piscando na frequéncia de 60 flashes/minuto.

No dia seguinte ao término do protocolo de ECM foi iniciado o
tratamento com os antioxidantes por sete dias. Neste dia também foi
iniciado o teste do consumo de alimento doce, sendo que, do primeiro
ao quinto dia foram realizadas as habituacdes; no sexto dia foi realizado
o teste 1. No sétimo dia foi realizado o teste de campo aberto, onde
foram avaliados além do consumo de alimento doce (teste 2), o nlimero
de crossings.
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Tabela 1: estressores utilizados durante o protocolo de estresse cronico
moderado (ECM).

Dia do estressor Estressor Duracio Hora do dia
Dia 1 Privagdo de agua 24h 8:00
Dia 2 Privagdo de comida 24h 13:00
Dia 3 Isolamento 24h 16:00
Dia 4 Isolamento 24h -

Dia 5 Isolamento 24h -

Dia 6 Luz piscando 3h 9:00
Dia 7 Privagdo de comida 24h 16:00
Dia 8 Contengao 1h 10:00
Dia 9 Privagdo de agua 24h 14:00
Dia 10 Nenhum estressor - -

Dia 11 Nenhum estressor - -

Dia 12 Contengdo + Frio 1.5h 8:00
Dia 13 Luz piscando 2.5h 13:00
Dia 14 Privagdo de comida 24h 9:00
Dia 15 Isolamento 24h 15:00
Dia 16 Isolamento - -

Dia 17 Isolamento - -

Dia 18 Privacdo de agua 24h 10:00
Dia 19 Privagdo de comida 24h 14:00
Dia 20 Luz piscando 2h 16:00
Dia 21 Contengao 1.5h 9:00
Dia 22 Isolamento 24h 8:00
Dia 23 Isolamento 24h -

Dia 24 Isolamento 24h -

Dia 25 Contengao + Frio 1h 14:00
Dia 26 Luz piscando 2h 13:00
Dia 27 Privagdo de agua 24h 9:00
Dia 28 Nenhum estressor - -

Dia 29 Privagdo de comida 24h 10:00
Dia 30 Contengdo 2h 14:00
Dia 31 Privacdo de dgua 24h 9:00
Dia 32 Isolamento 24h 10:00
Dia 33 Isolamento 24h -

Dia 34 Isolamento 24h -

Dia 35 Luz piscando 3h 14:00
Dia 36 Nenhum estressor - -

Dia 37 Privagdo de comida 24h 8:00
Dia 38 Privacdo de agua 24h 8:00
Dia 39 Contengao + Frio 1,5h 15:00
Dia 40 Luz piscando 3h 11:00

Fonte: do autor.
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Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em oito grupos (n = 10

por grupo), conforme a lista a seguir:

(1) Controle x SAL+SAL
(2) Controle x NAC+SAL
(3) Controle x SAL+DFX
(4) Controle x NAC+DFX

(5) ECM x SAL+SAL
(6) ECM x NAC+SAL
(7) ECM x SAL+DFX
(8) ECM x NAC+DFX

Figura 1. Esquema mostrando o desenho experimental do modelo animal
de depressdo com a aplicagdo do protocolo de estresse cronico moderado
(ECM), tratamento de sete dias com antioxidantes (NAC e/ou DFX) e os
testes comportamentais de consumo de alimento doce (teste de anedonia) e
de atividade locomotora (teste do campo aberto). N= 10 animais por grupo.

Desenho Experimental

Consumo dealimento doce

(Teste deanedonia)
A

\

Habituagéo
A

Teste 1 Teste2

\
l | |

Protocolo ECM
40 dias

I | |
45 46 47

J)

Estressores:

v 24 horas de privacdo de alimentos
¥ 24 horas de privagao de agua

¥' 1ha 3hde contencio

v" 1,5h a 2h de contencao a 4°C

v Nataggo forcada por 10 ou 15 min

v Exposi¢aoao piscarda luz por 120mina 210 min
¥ 24h de isolamento

Y

Tratamentos:

¥ NAC (20ml/’kg)
¥ DFX (20ml/kg)
¥ NAC+ DFX

¥ SAL (1ml/kg)

v
Teste do Campo Aberto

'
Disseccio Cerebral
Cortex Pré-frontal,
Hipocampo e Amigdala

v

Avaliacdo dos
parimetros de
estresse
oxidativo

Fonte: do autor.

3.4.2 Protocolo de privacdo do sono paradoxal

O protocolo de PSP foi adaptado a partir do procedimento
descrito por Tufik et al. (2009). A PSP comegou no quinto dia (as 18:00)
de tratamento com os antioxidantes (ver Figura 2). Os camundongos do
grupo privado foram colocados em nimero de 5 por gaiola (38 x 31 x 17
cm) contendo 12 plataformas (3,5 centimetros) de didmetro. Na mesma
caixa foi colocado o volume de 1 polegada de 4gua obrigando os
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animais a permanecer nas plataformas e podendo se deslocar de uma
plataforma para outra. Assim, quando os animais entraram na fase de
sono paradoxal, devido a atonia muscular, eles eram despertados por
cairem na agua. A comida e dgua estavam disponiveis a vontade. Este
protocolo teve duragdo de 36h. Os animais foram divididos em dois
grupos: controle e privados. O grupo controle foi exposto as mesmas
condigdes, exceto pela presenca de dgua no fundo da caixa. Para a
administragdo do tratamento durante protocolo PSP os animais foram
removidos da plataforma e recolocados imediatamente apds cada
injecao.

Os camundongos foram distribuidos aleatoriamente em oito
grupos (n = 10 por grupo), que estdo listados abaixo:

(1) SAL+SAL x Controle (5) SAL+SAL x PSP
(2) NAC+SAL x Controle (6) NAC+SAL x PSP
(3) SAL+DFX x Controle (7) SAL+DFX x PSP
(4) NAC+DFX x Controle (8) NAC+DFX x PSP

Figura 2. Esquema mostrando o desenho experimental do modelo animal
de mania com a aplicagdo do protocolo de privacdo do sono paradoxal
(PSP), tratamento de sete dias com antioxidantes (NAC e/ou DFX) e o teste
comportamental de atividade locomotora (teste do campo aberto). N= 10
animais por grupo.

/ Desenho Experimental \

Protocolo PSP
36 horas

12 horas 24 horas
| A |

| [P vy |
| | . | 1
1 5 ' 6 7
Y .
Teste do Campo Aberto
Tratamentos: |
¥ NAC (20ml/kg) v
Disseccio Cerebral
v 21 o
DIRSCURLLE) Cortex Pré-frontal e
¥ NAC+DFX Hipocampo

¥ SAL (1ml/kg)

v
Avaliaciodos

parimetrosde
estresse oxidative

Fonte: do autor.
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3.5 Avaliacoes Comportamentais
3.5.1 Atividade Locomotora

O teste do campo aberto foi utilizado para avaliar a atividade
locomotora e exploratéria dos animais em ambos os protocolos. A fim
de realizar este teste, um aparelho que consiste de uma caixa de madeira
compensada branca com dimensoes de 40 x 60 x 50 cm, sendo a parede
frontal de vidro. O assoalho foi dividido em nove partes iguais (15 x 20
cm/por parte). Os animais foram colocados cuidadosamente no
quadrante anterior esquerdo, a fim explorar o ambiente por 3 minutos
(ECM) e 5 minutos (PSP), onde foram contados os cruzamentos entre 0s
quadrantes (crossing).

3.5.2 Consumo de alimento doce (Teste de Anedonia)

Apbs o protocolo de ECM, o consumo de alimentos doces foi
medido para verificar a anedonia. Os animais foram submetidos a 5
sessdoes de 3 minutos cada, uma vez ao dia, a fim de tornar-se
familiarizado com este alimento. Depois de estarem
habituados, os animais foram expostos a duas sessdes de teste, também
de 3 minutos cada e uma vez ao dia, em que o numero de péletes
ingeridos foi contado. Os valores obtidos no teste 1 e no teste 2 foram
somados e entdo, calculada a média de consumo conforme a equagdo a
seguir. (Katz et al., 1981; Kosten et al., 2008; Lucca et al., 2009Db).

Média = Teste 1 + Teste 2
2

GOnsUmao

3.6 Avaliacao de parametros de estresse oxidativo em cérebro de roedores
3.6.1 Amostras cerebrais

Apbs o término dos testes comportamentais, os animais foram
submetidos a eutanasia por decapitagdo, o cérebro foi dissecado em
cortex frontal (ECM e PSP), hipocampo (ECM e PSP) e amigdala
(ECM). As amostras foram rapidamente congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas a -70°C até serem analisadas.
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3.6.2 Homogeneiza¢do

As amostras de tecido cerebral foram homogeneizadas em trés
diferentes solugdes-tampao Na,PO4 KCl; KCI KH,PO,4; NH,CH,COOH
e PBS com 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) e 1 mM
(EGTA).

3.6.3 Isolamento de Mitocondrias

Os homogenatos de cérebro de rato foram centrifugados a 700g
por 10 minutos para eliminar os ndcleos e os residuos celulares. Entdo,
o sedimento foi lavado para enriquecer o sobrenadante que foi
centrifugado a 700g por 10 minutos. As particulas submitocondriais
(PSM) foram obtidas pelo congelamento e descongelamento (trés
ciclos) das mitocondrias isoladas. Para medi¢des da produgdo de
superdxido, as PSM foram lavadas duas vezes com KCI 140 mM, 20
mM Tris-HCI (pH 7,4) e suspensas no mesmo meio (Boveris et al.,
1972).

3.6.4 Produgdo de superoxido em particulas submitocondriais

A produgdo de superoxido foi determinada em PSM de tecido
cerebral cérebro lavado usando um ensaio espectrofotométrico baseado
na oxidacdo dependente de superoxido da epinefrina para adrenocromo
a 37 °C (€480nm=4.0 mM-1cm-1). O meio de reagdo consistiu em 0,23
M de manitol, 0,07 M de sacarose, 20 mM Tris-HCI (pH 7,4), o SMP
(0,3-1,0 mg de proteina/ml), 0.1uM catalase, e 1 mM de epinefrina.
NADH (50 pm) e succinato (7 mM) foram usadas como substratos e
rotenona (1uM) e antimicina (1uM) foram adicionados como inibidores
especificos, respectivamente, para ensaiar a produgdo de O~ no NADH
desidrogenase e na regido b-citocromo da ubiquinona. A superoxido-
dismutase foi utilizada no 0,1 - 0,3 uM concentrac¢do final de ensaio
para dar especificidade (Boveris, 1984).

3.6.5 Peroxidagdo lipidica
3.6.5.1 Hidroperoxido lipidico (HPL)

A atividade de HPL foi avaliada a partir do isolamento das
amostras de tecido cerebral, utilizando uma solu¢do de metanol com



43

cloroformio (0 °C, 1500g, 5min). Logo apos, as amostras foram
incubadas a 21°C com 0,1 unidades de mistura de cromogénio por
unidade de extrato de cloroféormio. As amostras foram aplicadas em
placas para a leitura pela absorbancia de 500nm conforme
recomendagdo do fabricante do kit. A absorbancia foi comparada com
uma curva padrdo de hidroperéxido para determinar a quantidade de
peroxidacdo lipidica nas amostras. A HPL foi quantificada em nmol.

3.6.5.2 Espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A partir das amostras de tecido cerebral de roedores foi avaliada
a formacdo de TBARS, durante uma rea¢do acida aquecida, como
descrito anteriormente por Esterbauer e Cheeseman (1990). As amostras
foram incorporados numa mistura de o 1 ml de 4cido tiobarbitlrico a
0,67% e 1 ml de 4cido tricloroacético a 10% e em seguida, foi aquecido
em banho de agua fervente durante 15 min. A absorbancia foi lida a 535
nm.

3.6.5.3 4-Hidroxinonenal (4-HNE)

Adutos proteicos de 4-HNE formados por modificacdes em
lisina, histidina, ou cisteina foram quantificados através de um kit
ELISA sanduiche, utilizando um ensaio imunoenzimatico, de acordo
com Kimura e colegas (2005).

3.6.6 Oxidagdo e nitragdo proteica
3.6.6.1 Carbonilagdo de proteinas

Os grupos carbonilas foram quantificados por meio da reagdo
com dinitrofenil-hidrazina (DNPH) para avaliar o dano oxidativo a
proteinas, como descrito previamente por Levine et al. (1994). A
absorbancia foi lida a 370 nm.

3.6.6.2 3-Nitrotirosina (3-Nitro)
A quantificag@o de 3-Nitro foi realizada usando o kit de ensaio da

Biolabs Celular®. A quantidade de 3-Nitro nas amostras foi
determinada por comparagdo com uma curva padrao.
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3.6.7 Atividade de enzimas antioxidantes
3.6.7.1 Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da auto-
oxida¢do da adrenalina e mensurada por espectrofotdmetro, conforme
descrito por Bannister e Calabrese (1987).

3.6.7.2 Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada, através por
espectrofotdmetro, pela analise da taxa de decaimento da absorbancia
do peréxido de hidrogénio em 240 nm (Aebi, 1984).
3.6.7.3 Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi medida utilizando o kit de ensaio por
Cayman Chemical®. Uma unidade de GPx ¢ definida como a
quantidade de enzima que ira causar a oxidagdo de 1,0 nmol de NADPH
a NADP+ por minuto a 25°C.

3.6.7.4 Glutationa redutase (GR)

A atividade de GR foi medida utilizando o kit de ensaio por
Cayman Chemical®. Uma unidade de GR foi determinada pela
quantidade de enzima que causou a oxidagdo de 1,0 nmol de NADPH a
NADP+ por minuto a 25°C.

3.6.8 Determinacdo de proteinas

Todos os parametros bioquimicos foram normalizados para o teor
de proteina usando albumina bovina como padrao (Lowry, 1951).

3.7 Analises Estatisticas

Todos os dados estdo apresentados com média £ erro padrao da
média. As diferencas entre os grupos experimentais foram determinadas
por ANOVA trés vias seguido pelo teste post-hoc de Tukey. Os
resultados obtiveram diferencas significativas quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS

A figura 3 demonstra os efeitos comportamentais do tratamento
com NAC e/ou DFX, em ratos submetidos ao protocolo de ECM. No
teste do campo aberto (Figura 3A), ndo foram observadas diferengas no
numero de crossings para nenhum dos grupos avaliados. No teste do
consumo de alimento doce (Figura 3B), o protocolo de ECM diminui a
ingestdo de doce, quando comparado ao grupo controle. Além disso, os
tratamentos com NAC e com a associagdo de NAC+DFX reverteram
essa alteracdo comportamental. Além disso, o tratamento com NAC
e/ou DFX per se ndo alterou o consumo de alimento doce.

A quantificagdo de superéxido e TBARS em particulas
submitocondriais ¢ TBARS em tecido total estdo apresentados na
Figura 4. Nao foram observadas diferencas nos niveis de superdxido
em nenhuma das estruturas cerebrais avaliadas dos animais submetidos
ao ECM. No entanto, a administracdo de NAC e/ou DFX diminuiram os
niveis de superéxido em particulas submitocondriais na amigdala dos
ratos submetidos ao protocolo de ECM, quando comparado ao grupo
controle. Ainda na amigdala, o tratamento com DFX e NAC+DFX per
se também diminuiram os niveis de superoxido mitocondrial (Figura
4A).

Os niveis de TBARS em particula submitocondrial ndo foram
alterados nos grupos submetidos ao protocolo de ECM tratados com
salina, em todas as estruturas cerebrais avaliadas. O tratamento com
DFX per se diminuiu os niveis de TBARS em particula submitocondrial
no hipocampo e no cortex frontal e a administragdo de NAC+DFX per
se diminuiu esse parametro apenas no hipocampo. Nos grupos ECM, a
combinacdo de NAC+DFX diminui os niveis de TBARS em particula
submitocondrial no hipocampo e na amigdala, e a administragdo de
DFX diminuiu esse parametro no cortex frontal (Figura 4B).

Os ratos submetidos ao protocolo de ECM apresentaram os
niveis de TBARS aumentado no tecido total de hipocampo e amigdala.
A administragdo NAC preveniu esse aumento em todas as estruturas
cerebrais avaliadas. O tratamento com DFX reverteu o aumento de
TBARS na amigdala e no hipocampo. Ja o tratamento associado de
NAC e DFX reverteu o aumento de TBARS apenas na amigdala de
ratos submetidos ao protocolo de ECM (Figura 4C).
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Figura 3. Teste do Campo Aberto. Avaliagdo da atividade locomotora (niimero de
crossings) (A) e do niimero de péletes de alimento doce (B) apos o tratamento com
NAC, DFX ou NAC + DFX em ratos submetidos ao ECM. A diferenca entre os
grupos foi avaliada através da ANOVA de trés vias, seguida pelo teste post-hoc de
Tukey. *p < 0,05 quando comparado com o grupo controle (Controle x SAL). #p <
0,05 quando comparado com o grupo ECM x SAL.
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Na Figura 5 esta apresentado o dano oxidativo a proteina através
da avaliagdo dos niveis de proteinas carboniladas no modelo animal
induzido por ECM. O protocolo de ECM aumentou o dano oxidativo a
proteinas somente no cortex frontal dos ratos estressados e o tratamento
com NAC e/ou DFX reverteu esse dano. A administracdo de NAC e/ou
DFX nos grupos controles e nos grupos ECM diminuiram os niveis de
carbonilagdo de proteinas no hipocampo e na amigdala dos ratos,
quando comparados com os grupos Controle+SAL e ECM+SAL.

A Figura 6 mostra os efeitos do NAC ou DFX sobre a atividade
das enzimas antioxidantes, SOD e CAT, em ratos submetidos ao
protocolo de ECM. Como pode ser observado na Figura 6A o protocolo
de ECM ndo alterou a atividade da SOD em nenhuma das estruturas
cerebrais avaliadas. A administragdo per se de DFX ou a associacdo de
NAC+DFX aumentaram a atividade da SOD no cortex frontal e na
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amigdala dos ratos do grupo controle. Além disso, a administragdo
isolada de NAC no grupo ECM aumentou a atividade da SOD apenas
no hipocampo. A administracdo isolada de DFX aumentou os niveis da
SOD no hipocampo e coértex frontal dos ratos estressados. J4 o
tratamento associado de NAC + DFX no grupo ECM aumentou os
niveis de SOD em todas as estruturas avaliadas.

Figura 4. Efeitos do tratamento com NAC, DFX ou NAC + DFX em Superoxido
em particulas submitocondriais (A), Espécies reativas ao acido tiobarbitirico
(TBARS) em particulas submitocondriais (B) e espécies reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) em tecido total (C) no hipocampo, cortex frontal e amigdala
de ratos submetidos ao ECM. A diferenga entre os grupos foi avaliada através da
ANOVA de trés vias, seguida pelo teste post-hoc de Tukey. *p < 0,05 quando
comparado com o grupo controle (Controle x SAL). #p < 0,05 quando comparado
com o grupo ECM x SAL.
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Figura 5. Efeitos do tratamento com NAC, DFX ou NAC + DFX em proteinas
carboniladas no hipocampo, cortex frontal e amigdala de ratos submetidos ao ECM.
A diferenca entre os grupos foi avaliada através da ANOVA de trés vias, seguida
pelo teste post-hoc de Tukey. *p < 0,05 quando comparado com o grupo controle
(Controle x SAL). #p < 0,05 quando comparado com o grupo ECM x SAL.
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A exposi¢cdo a0 ECM também ndo alterou a atividade da CAT,
em nenhuma das estruturas cerebrais avaliadas (Figura 6B). O
tratamento isolado de NAC aumentou a atividade da CAT no
hipocampo e amigdala dos animais do grupo ECM. O tratamento com
DFX aumentou a atividade da CAT apenas na amigdala dos animais
submetidos ao ECM. O tratamento associado de NAC + DFX também
aumentou a atividade da CAT no cortex frontal e amigdala dos ratos
estressados.

Na Figura 7, estd representado o desempenho locomotor dos
animais submetidos ao modelo animal de mania induzido por PSP em
camundongos (nimero de crossings). A administragdo dos
antioxidantes, NAC e/ou DFX per se ndo alterou a atividade locomotora
nos animais. No entanto, a PSP induziu aumentou a atividade
locomotora dos animais, um comportamento considerado do tipo
maniaco. Essa alteragdo comportamental foi prevenida pela
administragdo da associacdo de NAC e DFX. Por outro lado, a
administragdo isolada destes antioxidantes ndo alterou o comportamento
do tipo maniaco induzido pela PSP.
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Figura 6. Efeitos do tratamento com NAC, DFX ou NAC + DFX sobre a atividade
da superdxido dismutase (SOD) e da atividade da catalase (CAT) no hipocampo,
cortex frontal e amigdala de ratos submetidos ao ECM. A diferenca entre os grupos
foi avaliada através da ANOVA de trés vias, seguida pelo teste post-hoc de Tukey.
*p < 0,05 quando comparado com o grupo controle (Controle x SAL). #p < 0,05
quando comparado com o grupo ECM x SAL.
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A administragdo de NAC per se diminuiu os niveis de TBARS
no hipocampo e no cortex frontal dos ratos e a combinagdo de
NAC+DFX per se diminuiram esses parametros apenas no cortex
frontal. A Figura 8 mostra trés parametros de dano oxidativo a lipideo
no modelo animal de mania induzido pela PSP. Na Figura 8A, ¢
evidenciado que os niveis de HPL no hipocampo e cortex frontal de
camundongos estdo aumentados nos animais submetidos a PSP. A
administragdo combinada de NAC + DFX preveniu o aumento de HPL
induzido pela PSP, em ambas as estruturas cerebrais avaliadas. No
hipocampo, o tratamento com DFX nao impediu o aumento de HPL
induzido pela PSP e administragio NAC aumentou ainda mais os niveis
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de HPL no grupo PSP. No cortex frontal, a administragdo isolada de
NAC ou DFX nio alterou o aumento do HPL induzido pela PSP.

Figura 7. Teste de campo aberto. Avaliagdo da atividade locomotora (nimero de
crossings) apos o tratamento com NAC, DFX ou NAC + DFX em camundongos
submetidos a PSP. A diferenca entre os grupos foi avaliada através da ANOVA de
trés vias, seguida pelo teste post-hoc de Tukey. *p < 0,05 quando comparado com o
grupo controle (Controle x SAL). #p < 0,05 quando comparado com o grupo PSP x

SAL. .
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Os niveis de TBARS no hipocampo e no cortex frontal de
camundongos estdo apresentados na Figura 8B. No entanto, ndo houve
alteracOes nos niveis de TBARS nessas estruturas € em nenhum dos
grupos experimentais.

Os camundongos submetidos ao protocolo de PSP também
apresentaram um aumento dos niveis de 4-HNE no hipocampo e no
cortex frontal (Figura 8C). A administragdo associada de NAC e DFX
preveniu o aumento dos niveis de 4-HNE induzido pela PSP, em ambas
as estruturas cerebrais avaliadas. A administracdo isolada dos
antioxidantes NAC ou DFX ndo foram capazes de proteger o cérebro
contra o aumento nos niveis de 4-HNE induzidos pela PSP em
camundongos.

A Figura 9A mostra os niveis de proteinas carboniladas no
hipocampo e no coértex frontal de camundongos. A PSP levou ao
aumento dos niveis de grupamentos carbonila no hipocampo de
camundongos e o tratamento com NAC e/ou DFX nio foram capazes de
reverter esta alteracdo. Além disso, a associacdo de NAC+DFX
aumentou os niveis de grupamentos carbonila no cortex frontal dos
camundongos submetidos a PSP.
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Figura 8. Efeitos do tratamento com NAC, DFX ou NAC + DFX em hidroperoxido
lipidico (HPL) (A), espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (B) e 4-
hidroxinonenal (4-HNE) (C) no hipocampo e cortex frontal de camundongos
submetidos a PSP. A diferenga entre os grupos foi avaliada através da ANOVA de
trés vias, seguida pelo teste post-hoc de Tukey. *p < 0,05 quando comparado com o

grupo controle (Controle x SAL). #p < 0,05 quando comparado com o grupo PSP x
SAL.
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A Figura 9B mostra os niveis de 3-Nitro, que também ¢é
considerado um indicador ou marcador de danos a proteina. A PSP
aumentou os niveis de 3-Nitro no hipocampo e no coértex frontal de
camundongos submetidos a PSP. A administragdo associada de NAC +
DFX preveniu parcialmente o aumento dos niveis de 3-Nitro induzido
pela PSP, em ambas as estruturas cerebrais avaliadas. No hipocampo, a
administragdo isolada de DFX, mas nao NAC, preveniu parcialmente o
aumento da 3-Nitro induzida pela PSP. No cortex frontal, a
administragdo de NAC parcialmente preveniu e administragdo DFX
potencializoun o aumento da 3-nitro induzida pela PSP em
camundongos.

Figura 9. Efeitos do tratamento com NAC, DFX ou NAC + DFX em proteinas
carboniladas (A) e 3-nitrotirosina (3-nitro) (B) no hipocampo e cortex frontal de
camundongos submetidos a PSP. A diferenga entre os grupos foi avaliada através da
ANOVA de trés vias, seguida pelo teste pos-hoc de Tukey. *p < 0,05 quando
comparado com o grupo controle (Controle x SAL). #p < 0,05 quando comparado
com o grupo PSP x SAL.
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As atividades de GPx e GR no hipocampo e no cortex frontal de
camundongos submetidos a PSP sdo demonstradas na Figura 10. A PSP
aumentou a atividade da GPx no hipocampo e no cortex frontal dos
camundongos submetidos ao protocolo de PSP. Os tratamentos isolados
de NAC ou DFX néo foram capazes de proteger o cérebro contra esta
alteracdo enzimatica, em ambas as estruturas cerebrais avaliadas. Além
disso, o tratamento associado de NAC + DFX potencializou o aumento
da atividade da GPx induzido pela PSP no hipocampo, mas ndo no
cortex frontal. Nesta ultima estrutura, a administracdo de NAC e/ou
DFX nos grupos controle aumentou a atividade da GPx (Figura 10A).

Figura 10. Efeitos do tratamento com NAC, DFX ou NAC + DFX sobre a atividade
da glutationa peroxidades (GPx) (A) e sobre a atividade da glutationa redutase (GR)
(B) no hipocampo e cortex frontal de camundongos submetidos a PSP. A diferenca
entre os grupos foi avaliada através da ANOVA de trés vias, seguida pelo teste post-
hoc de Tukey. *p < 0,05 quando comparado com o grupo controle (Controle x
SAL). #p < 0,05 quando comparado com o grupo PSP x SAL.
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O protocolo de PSP também aumentou a atividade de GR
no hipocampo e no cortex frontal de camundongos, além de que todos
os tratamentos com antioxidantes ndo foram capazes de prevenir esta
alteragdo enzimatica (Figura 10B).



55

5 DISCUSSAO

Modelos animais de transtornos psiquiatricos, como o TDM e o
TB, sdo ferramentas de extrema importancia para avaliar a
neurobiologia e encontrar novos alvos para o tratamento destes
transtornos. Assim, um modelo animal de transtorno psiquiatrico deve
apresentar trés caracteristicas principais: I) habilidade do modelo em
mimetizar sintomas do determinado transtorno (validade de face); II)
habilidade do modelo em mimetizar caracteristicas fisiopatologicas do
transtorno (validade de constructo) e III) os sintomas induzidos no
modelo devem ser revertidos e/ou prevenidos por farmacos cléssicos,
usados na clinica médica para o tratamento do determinado transtorno
(validade preditiva) (Machado-Vieira et al., 2004). Entdo, além da
avaliacdo comportamental, este estudo avaliou pardmetros de estresse
oxidativo e a eficdcia do tratamento com os antioxidantes NAC e ou
DFX nos modelos animais de depressdo e mania.

Os resultados comportamentais deste estudo mostram que o
protocolo de ECM induziu anedonia em ratos, que € um comportamento
tipo depressivo caracterizado pela diminuigdo da ingestdo de alimento
doce. Estes dados corroboram com estudos anteriores, que também
observaram anedonia em ratos submetidos ao mesmo protocolo de ECM
(Garcia et al., 2009; Fortunato et al., 2010; Réus et al., 2012). Os
tratamentos com NAC e NAC+DFX foram capazes de reverter essa
diminuicdo do consumo de alimento doce, sugerindo um efeito
antidepressivo desses tratamentos antioxidantes.

A anedonia ¢ um sintoma clinico de depresséo, assim, sugere-
se que a administragdo isolada de NAC ou em associacdo a DFX
exerceu efeito antidepressivo. Estudos basicos e clinicos também
demonstram propriedades antidepressivas do NAC. O estudo de Ferreira
et al. (2008) mostrou que a NAC em diferentes doses (15, 50 ¢ 150 mg /
kg) causou efeitos antidepressivos em ratos submetidos ao teste da
natacdo forgcada. Além disso, Magalhdes et al. (2011) realizaram uma
pesquisa clinica, controlada com placebo, para avaliar os efeitos do
tratamento adjuvante de NAC para o TB.

O protocolo de PSP induziu hiperlocomog¢do em camundongos,
que ¢ considerado um comportamento do tipo maniaco (Decker et al.,
2000). Estudos anteriores também demonstraram que a PSP induz
hiperatividade, a qual ¢ revertida pelo tratamento com litio (Gessa et al.,
1995; Benedetti et al., 2008; Armani et al., 2012). Juntos com os
resultados deste estudo, esses dados mostram que a PSP é um bom
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modelo animal para estudar novos alvos terapéuticos para o TB. Além
disso, a PSP pode ser considerada também uma importante ferramenta
para a compreensdo da etiologia deste transtorno, pois as alteragdes do
ciclo circadiano sdo observadas em pacientes bipolares, principalmente
durante os episddios maniacos (Berns ¢ Nemeroff, 2003). O tratamento
associado de NAC e DFX foi capaz de prevenir a hiperlocomogio
induzida pela PSP. Um estudo prévio demonstrou que NAC preveniu a
hiperlocomogdo induzida por meta-anfetamina em ratos, sugerindo
também que o NAC pode ter propriedades antimaniacas (Fukami et al.,
2004). Além disso, dois diferentes estudos de um mesmo grupo
investigaram a eficacia da NAC no tratamento para o TB. Estes estudos
demonstraram que o tratamento adjunto com NAC foi efetivo no
tratamento de episddios depressivos em pacientes bipolares (Magalhaes
et al., 2011) e também em episddios de mania e hipomania (Magalhaes
et al., 2013). Juntos, os dados aqui apresentados e estudos prévios
sugerem que a administracdo de NAC e DFX pode ser considerada uma
nova possibilidade para o tratamento adjuvante do TB, pois a
combinacdo desses farmacos age tanto em comportamentos tipo
maniaco quanto em comportamentos do tipo depressivo.

Além disso, os resultados do presente estudo demonstraram que
tanto no protocolo de ECM quanto no de PSP ou o tratamento com os
antioxidantes nao alteraram a atividade locomotora nos grupos
controles. Estes resultados sugerem que os efeitos da NAC e/ou DFX
sobre o comportamento do tipo depressivo e sobre o comportamento
tipo maniaco ndo foram justificados pela hiperatividade ou sedagdo,
respectivamente.

Estd bem descrito na literatura que a NAC modula algumas vias
de neurotransmissores, incluindo o glutamato e a dopamina (Dean et al.,
2011). A NAC ¢ convertida em cisteina, que esta envolvida no antiporte
do glutamato, que ocorre principalmente em células gliais e € uma das
formas de regulag@o extracelular desse neurotransmissor (Baker et al.,
2002; Lafleur et al., 2006). Além disso, o glutamato combinado com
glicina e cisteina sdo necessarios para a producgdo de

glutationa, o que também acaba regulando diretamente a
quantidade de glutamato presentes no espaco extracelular (Ogita et al.,
1986; Varga et al., 1997). A respeito do DFX, alguns estudos mostraram
seu efeito neuroprotetor contra danos neuronais dopaminérgicos (Zhang
et al., 2005; Valvassori et al., 2008). Zhang et al. (2005) demonstraram
que a administragdo de DFX na substincia nigra tem efeitos protetores
contra a morte neuronal dopaminérgica induzida por lactacistina.
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Além disso, estudos prévios demonstraram que uma hipotese
para a causa da depressdo é a deficiéncia funcional de monoaminas,
como a dopamina. Os sistemas mesolimbicos e mesocorticais
dopaminérgicos estdo envolvidos com a anedonia, podendo este sintoma
ser revertido por um antagonista do receptor de dopamina D2, o
haloperidol. (Gold et al., 1988; Muscat et al., 1992). Assim, o protocolo
de ECM, que causou sintoma aneddnico e foi revertido pelo tratamento
associado de NAC e DFX, parece ter um envolvimento
monoaminérgico com a depressdo. No entanto, o sistema
glutamatérgico também tem sido apontado como um importante alvo
para a fisiopatologia e tratamento do TDM, sendo evidenciado aumento
dos niveis de glutamato no soro de pacientes depressivos (Mitani et al.,
2006). Neste sentido, foi observado em diversos estudos que
antagonistas de D-aspartato-metil-N (NMDA) apresentam propriedades
antidepressivas (Garcia et al., 2009; Réus et al., 2010; 2011; 2012). E
bem conhecido que o excesso de glutamato leva ao aumento do influxo
de calcio celular, este aumento das concentragdes de calcio intracelular
pode levar ao aumento de EROs e a ativacdo das vias de sinalizagdo de
apoptose (Dawson et al., 1994).

Além disso, ha a evidéncia de que a PSP leva ao aumento de
receptores D1 nas areas limbicas (Spanegel et al., 1992), aumento dos
niveis de dopamina nigrostriatal, o qual foi prevenido com o bloqueio
de receptores D, pelo haloperidol (Proenga et al., 2014). Uma meta-
analise recente revelou que os niveis de glutamato, medidos por
espectroscopia de ressonancia magnética, sdo elevados em cérebro em
pacientes com TB (Gigante et a., 2012). Portanto, pode-se sugerir que,
talvez, os efeitos antioxidantes, antidepressivos e antimaniacos da
administragdo associada com NAC e DFX contra o estresse induzido
pelo ECM e a hiperatividade induzida pela PSP observados neste
estudo, podem estar relacionados aos seus efeitos sobre o sistema
dopaminérgico e glutamatérgico.

Este estudo também mostrou que ratos expostos ao protocolo
ECM apresentaram um aumento nos niveis de superoxido no cortex
frontal e nos niveis TBARS em particulas submitocondriais do cortex
frontal e amigdala. Além disso, um aumento dos niveis de TBARS em
tecido total no hipocampo e¢ amigdala e um aumento dos niveis de
proteinas carboniladas no cortex frontal também foram observados nos
ratos submetidos ao protocolo de ECM. Juntos estes dados indicam que
o estresse induzido pelo ECM causou dano oxidativo no cérebro de
ratos. E importante notar que a mitocondria é um grande produtor de
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EROs, além de que durante a transferéncia de elétrons na cadeia
respiratoria mitocondrial gera superdxido, que por sua vez provoca
danos a lipidios e proteinas (Giacco e Brownlee, 2010). Isto pode
explicar o aumento de TBARS e formagdo de grupamentos carbonila no
cérebro de ratos. De fato, o cérebro € vulneravel ao estresse oxidativo
devido a elevada taxa de consumo de oxigénio e numero limitado de
defesas antioxidantes neste tecido (Blici et al., 2001; Valko et al., 2007).
Outro estudo pré-clinico observou uma inibi¢do da cadeia respiratoria
mitocondrial no cérebro em animais expostos ao protocolo de ECM
(Rezin et al., 2009), assim, estas alteragdes no metabolismo energético
podem explicar o dano oxidativo. Nesta mesma linha, Barbosa e
colaboradores (2010) relataram que o tratamento associado de NAC e
DFX foi capaz de prevenir a inibi¢ao da cadeia respiratoria mitocondrial
no cérebro de ratos isquémicos.

Vérios estudos tém mostrado que o estresse oxidativo
desempenha um papel fundamental na fisiopatologia da depressdo. De
fato, o dano oxidativo a lipidio, a acido graxo e ao DNA sdo relatados
no TDM (Forlenza e Miller, 2006; Dimopoulos et al., 2008;. Maes et
al., 1999). Além disso, o dano para os acidos graxos de membrana pode
causar alteragdes na estrutura da membrana celular, o que pode levar as
alteragdes na expressao dos receptores e proteinas funcionais (Maes et
al., 1999). Esses receptores podem estar relacionados tanto com a
fisiopatologia quanto com o tratamento do TDM. Ainda, alteragdes
destas proteinas podem causar aberragdes na transducao de sinal celular,
diferenciacdo celular e processos neuroprogressivos (Maes et al.,
2011b), que podem, consequentemente, contribuir para o TDM. Estudos
anteriores demonstraram que ratos expostos ao protocolo ECM
apresentaram aumento nos niveis de superoxido e de TBARS em PSM
(Lucca et al., 2009a) e de proteina carbonilada (Lucca et al., 2009b) em
tecido cerebral. Estudos clinicos demonstraram que pacientes com TDM
possuem niveis plasmaticos de peréxido aumentados (Maes et al.,
2010). No presente estudo foi observado também um aumento de dano
oxidativo a proteina no cérebro de camundongos submetidos a PSP. Até
0 momento, este ¢ o primeiro estudo que avaliou os niveis de
grupamentos carbonila e 3-Nitro no cérebro de roedores submetidos a
PSP. No entanto, estudos usando outros modelos animais de mania tém
demonstrado o aumento de dano oxidativo a proteinas no cérebro de
ratos (Jornada et al., 2011; Valvassori et al., 2008). Valvassori e colegas
(2008) demonstraram que o comportamento tipo maniaco induzido por
dextro-anfetamina em ratos foi acompanhado pelo aumento de
grupamentos de proteinas carboniladas no cortex frontal e hipocampo
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de ratos. Do mesmo modo, verificou-se um aumento de dano oxidativo
a proteinas no hipocampo e no cortex frontal de ratos submetidos ao
modelo animal de mania induzido por ouabaina (Jornada et al., 2011). E
importante enfatizar que, no presente estudo, ndo houve aumento de
proteinas carboniladas no cortex frontal de camundongos submetidos a
PSP, quando comparado com o grupo controle. Os estudos clinicos
sobre o dano oxidativo a proteinas que quantifiquem os niveis de grupos
de proteinas carboniladas em pacientes bipolares sdo controversos,
alguns ndo apresentando diferencas significativas e outros mostrando
um aumento nos niveis dos grupamentos carbonilas (Andreazza et al.,
2009; Magalhdes et al., 2012; Andreazza et al., 2013). Um estudo
prévio demonstrou que pacientes com TB apresentaram niveis elevados
de proteinas carboniladas no soro, quando comparados com individuos
saudaveis (Magalhdes et al., 2012). No entanto, Andreazza e
colaboradores (2009) ndo encontraram diferengas significativas nos
niveis de grupos carbonilas no sangue de pacientes bipolares, quando
comparado com o grupo controle. Em outro estudo clinico, este mesmo
grupo de pesquisa mostrou que a carbonilacdo de proteinas esteve
aumentada em sinaptossomas do coértex pré-frontal de pacientes
bipolares (Andreazza et al., 2009). Além disso, pacientes com TB
apresentam niveis elevados de 3-Nitro tanto em fases precoces quanto
em fases mais tardias do transtorno (Andreazza et al., 2009).

As atividades das enzimas antioxidantes também foram avaliadas
nos modelos animais de transtornos do humor. Os resultados
demonstraram que a atividade da SOD estava aumentada no hipocampo
e na amigdala de ratos estressados tratados com SAL, isto pode estar
relacionado com um mecanismo de compensagdo, devido ao aumento
no estresse oxidativo. E mostrado ainda que, a atividade da CAT
permaneceu inalterada em ratos submetidos ao protocolo de ECM.
Similar a estes dados, Sahin e Gumuslu (2004) relataram que a GPx
esteve aumentada no cérebro de ratos apds a exposicdo ao estresse
cronico de frio e imobilizagdo. No entanto, outros estudos tém mostrado
uma diminui¢do de glutationa, GPx, além da reducdo de vitamina E e
zinco no soro de pacientes com depressao (Gawryluk et al., 2011; Maes
et al., 2011a;. Ozcan et al., 2004). Lucca et al. (2009b) mostraram um
aumento na atividade de CAT no cerebelo, hipocampo, estriado e
cortex, além da diminui¢do da atividade da SOD no cérebro de ratos
estressados, sugerindo que o desequilibrio entre estas enzimas podendo
ser relacionado com o TDM. A discrepancia neste estudo pode estar
relacionada, pelo menos em parte, com a area do cérebro analisado e
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diferencgas no protocolo experimental utilizado. A SOD ¢ uma enzima
antioxidante importante capaz de detoxificar o radical superoxido (O,".)
da célula, catalisando a dismutagdo de peroxido de hidrogénio (H,0,)
(Fridovich, 1983). A CAT ¢ outra enzima antioxidante que apresenta
uma fungdo muito semelhante ao da GPx, complementando a atividade
da outra (Butterfield et al., 2002;. Calabrese et al., 2002), ¢ ambos
convertem H,O, em O, e H,O. A CAT tem uma atividade baixa no
cérebro, mas tornou-se importante na remog¢do de H,O, em relagdo a
GPx, principalmente quando existe uma elevada concentragdo de H,0,,
uma vez que a Km (concentracdo de substrato necessaria para que a
reagdo atinja a metade da velocidade maxima) de CAT para H,0, ¢
muito mais elevada do que a GPx (Halliwel e Gutteridge, 1999).
Estudos anteriores relataram que tratamentos antidepressivos
apresentam uma ac¢do antioxidante. Por exemplo, foi demonstrado
recentemente que a imipramina, um antidepressivo, e [-carbolina
harmina, que também apresentam propriedades antidepressivas, reduziu
o dano oxidativo e aumentou a atividade da SOD e da CAT no cérebro
de ratos (Réus et al,, 2010b). O pré- e pods-tratamento com o
antidepressivo escitalopram foi capaz proteger contra as lesdes
neuronais isquémicas experimentais através da regulagdo da expressdo
de BDNF e do estresse oxidativo (Lee et al., 2011). Além disso, o
tratamento de longo prazo com o antidepressivo venlafaxina protegeu
contra o dano oxidativo celular e ao DNA induzido por estresse (Abdel-
Wahab e Salama, 2011), sugerindo que a modulagdo farmacoldgica do
dano oxidativo ao DNA induzido por estresse € um alvo importante para
o tratamento da depressao.

Este estudo mostra que o tratamento com NAC e DFX foi capaz
de reduzir o dano oxidativo em particulas submitocondriais e em tecido
cerebral de ratos estressados. Além disso, a atividade da SOD e da CAT
ficou aumentada apos o tratamento com NAC e DFX, no entanto, a
administragdo associada de NAC e DFX teve um efeito mais expressivo
do que com os tratamentos isolados. Estes resultados corroboram com
outros estudos que mostram propriedades antioxidantes do NAC e DFX.
De fato, Aguiar et al. (2008) demonstraram que a suplementagdo de
NAC e DFX teve efeito protetor contra danos oxidativos no cérebro de
ratos, apés exercicio intenso. Além disso, o tratamento com NAC+DFX
foi capaz de reverter e prevenir o dano oxidativo causado pela d-
anfetamina (Valvassori et al., 2008). O aumento de TBARS,
carbonilagdo de proteinas e produgdo de superoxido mitocondrial foi
associado ao aumento da liberac¢do de citocinas pro-inflamatorias, onde
a NAC e a DFX também exerceram efeitos anti-inflamatorios (de Souza
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et al., 2007). Assim, estes resultados podem ser atribuidos, pelo menos
em parte, para as propriedades anti-inflamatérias de NAC e DFX.
Recentemente, estudos tém considerado o TDM uma sindrome
inflamatodria (Malhi e Berk, 2007; Maes et al., 2012).

No presente estudo, usando o modelo animal de mania induzido
por PSP, foi avaliada as atividades da GPx e GR, que se mostraram
aumentadas no cérebro dos camundongos privados de sono por 36
horas. Confirmando esse resultado, Vollert e colegas (2011)
demonstraram que a atividade de GR foi aumentada no hipocampo,
cortex e amigdala de ratos submetidos a PSP. Entretanto,
diferentemente desses resultados, um estudo anterior demonstrou que a
PSP reduziu a atividade da GPx no hipocampo de ratos Wistar (Alzoubi
et al., 2012). Esta discrepancia pode ser explicada, pelo menos em

parte, pela diferenca no protocolo experimental e pela diferenca
das espécies de roedores utilizadas. Usando outro modelo animal de
mania, um estudo anterior mostrou que o comportamento do tipo
maniaco foi acompanhado pelas atividades aumentadas da GR e GPx
apods a administracdo ouabaina em ratos (Valvassori et al., 2014). Além
disso, varios estudos clinicos tém demonstrado alteragdes nas atividades
das enzimas antioxidantes em pacientes com TB (Machado-Vieira et al.,
2007; Andreazza et al., 2009; Gawryluk et al., 2011). Em amostras de
soro de pacientes com TB a atividade da GR foi aumentada, em fases
precoce e tardia deste transtorno (Andreazza et al., 2009). Em conjunto,
essas evidéncias indicam o envolvimento da GPx e GR na fisiopatologia
do TB.

A estrutura molecular da NAC permite que esta substancia
atravesse facilmente as membranas celulares. Uma vez dentro da célula,
acetilcisteina ¢ desacetilada, formando L-cisteina, o que ¢ essencial para
a sintese de glutationa (Rushworth e Megson, 2014).

E importante ressaltar que, neste estudo, a PSP aumentou a
atividade das enzimas GPx e GR e que NAC ndo alterou esta disfungao
enzimatica. Apesar de os niveis de glutationa total ndo terem sido
avaliados, pode-se sugerir que os danos oxidativos induzidos pela PSP
aumentaram a atividade das enzimas antioxidantes GPx e GR.

Por outro lado, como descrito anteriormente, NAC pode regular
os niveis extracelulares de glutamato, através de dois mecanismos
principais: 1) antiporte glutamato/cisteina e 2) a producdo de glutationa
(Baker et al., 2002; Lafleur et al., 2006). Considerando que o excesso de
glutamato extracelular pode levar ao estresse oxidativo e toxicidade
neuronal (Greenamyre, 1986; Dawson et al., 1994; Myint 2013); pode-
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se sugerir que, um dos mecanismos de prote¢do da NAC pode ser
através da regulacdo dos niveis de glutamato. No entanto, ¢ importante
enfatizar que o efeito protetor observado no presente estudo, contra
comportamento tipo maniaco e contra o dano oxidativo, foi com o
tratamento adjunto da NAC com a DFX.

DFX ¢ um quelante hexadentado com uma alta afinidade e
seletividade pelo ferro, uma molécula de DFX se liga a um atomo de
ferro, formando um complexo estavel (Kushner et al., 2001). O ferro é
um metal essencial para a maioria dos organismos. No entanto, o
excesso de ferro causa estresse oxidativo através da producdo de
radicais hidroxilas altamente toxicos através da reagdo de
Fenton/Haber-Weiss. Os efeitos neuroprotetores de DFX tém sido
relacionados com a sua capacidade de inibir essas rea¢des de radicais
livres dependentes de ferro (Halliwell, 1987, 1989; Valvassori et al.,
2008). No presente estudo, os efeitos protetores da NAC combinados
com os de DFX foram capazes de proteger contra o comportamento tipo
maniaco e contra o dano oxidativo no cérebro de camundongos
submetidos a PSP.
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6 CONCLUSOES

Os dados apresentados mostram que o modelo animal de
depressdo induzida por ECM foi capaz de mimetizar o comportamento
tipo depressivo e também alteragdes bioquimicas, semelhantes aquelas
observadas em pacientes depressivos. O tratamento associado de NAC e
DFX foi capaz de reverter a anedonia induzida pelo ECM, bem como o
dano oxidativo.

Da mesma forma, o modelo animal de mania induzido por PSP
também mimetizou o comportamento do tipo maniaco e alteragdes
bioquimicas associadas ao TB. O tratamento combinado de NAC com
DFX foi capaz de reverter a hiperlocomocdo e contra o dano oxidativo
induzidos pelo PSP.

Em conjunto, estes resultados indicam que o estresse oxidativo e
0os mecanismos antioxidantes s3o importantes para ajudar no
entendimento da fisiopatologia e para o desenvolvimento de novos
tratamentos para os transtornos do humor. No entanto, mais estudos
clinicos e pré-clinicos sdo necessarios para que se possa sugerir este
tratamento adjuvante para a terapéutica dos transtornos do humor.
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ANEXO 2
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Resolugéo
A Comisséo de Etica no Uso de Animais, reconhecido pela Resolugéo n. 02/2011/Camara Propex de
acordo Eom a Lei Federal 11.794, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 70/2012

Professor:

Jo#o Luciano Quevedo
Titulo: “Avaliagéo dos efeitos de N-Acetilcisteina e deferoxamina sobre parametros comportamentais e
de Estresse Oxidativo em um modelo animal de mania induzido por ouabaina

Valuation effects of N-acetylcysteine and deferoxamine on behavioral parameters and Oxidative
Stress in an animal model of mania induced by ouabain”

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos. Toda e qualquer alteragéo do
Projeto devera ser comunicado a CEUA, Os membros da CEUA néo participaram do processo de

avaliagio dos projetos onde constam como pesquisadores. Para demais duvidas contatar a CEUA.
www.unesc.net/| K

Criciima, 11 de julho de 2012.

paatrici S5k, schuck

Coordenadora da CEUA
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Comissiio de Etica no Uso de Animais - CEUA

Resolugio

A Comissao de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolugdo n.
02/2011/Camara Propex de acordo com a Lei Federal 11.794, analisou o adendo abaixo.

Protocolo: AD-70/2013
Professor Responsdvel: Jodo Luciano Quevedo.
Titulo: “Avaliacdo dos efeitos de N-Acetilcisteina e deferoxamina sobre pardmetros

comportamentais e de Estresse Oxidativo em um modelo animal de mania induzido por
ouabaina”’

Este adendo foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodologicos. Toda e qualquer
alteragdo do Projeto devera ser comunicado a CEUA. Foi autorizada a utilizagdo 192 ratos
camundongos Black. Os membros da CEUA ndo participaram do processo de avaliagdo dos
projetos em que constam como pesquisadores. Para demais duvidas, contatar a CEUA pelo e-

mail ceua@unesc.net.

Criciiima, 26 de novembro de 2013.

L/Joﬁc" ok

Patricia Fernanda Schuck

Coordenadora da CEUA




	1.1 Transtornos do Humor
	1.2 Transtorno Depressivo Maior (TDM)
	1.3 Transtorno Bipolar (TB)
	1.4 Estresse Oxidativo e os Transtornos do Humor
	1.5 N-Acetilcisteína (NAC) e Deferoxamina (DFX)
	1.6 Modelos Animais de Transtorno do Humor

	2 OBJETIVOS
	2.1 Objetivo Geral
	2.2 Objetivos Específicos

	3 METODOLOGIA
	3.1 Aspectos Éticos
	3.2 Animais Experimentais
	3.3 Tratamentos
	3.4 Protocolo Experimental
	3.4.1Protocolo de estresse crônico moderado
	Fonte: do autor.
	3.4.2 Protocolo de privação do sono paradoxal
	Fonte: do autor.

	3.5 Avaliações Comportamentais
	3.5.1 Atividade Locomotora
	3.5.2 Consumo de alimento doce (Teste de Anedonia)

	3.6 Avaliação de parâmetros de estresse oxidativo em cérebro de roedores
	3.6.1 Amostras cerebrais
	3.6.2 Homogeneização
	3.6.3 Isolamento de Mitocôndrias
	3.6.4 Produção de superóxido em partículas submitocondriais
	3.6.5 Peroxidação lipídica
	3.6.6 Oxidação e nitração proteíca
	3.6.7 Atividade de enzimas antioxidantes
	3.6.8 Determinação de proteínas

	3.7 Análises Estatísticas

	4 RESULTADOS
	Fonte: do autor.
	Figura 9. Efeitos do tratamento com NAC, DFX ou NAC + DFX em proteínas carboniladas (A) e 3-nitrotirosina (3-nitro) (B) no hipocampo e córtex frontal de camundongos submetidos à PSP. A diferença entre os grupos foi avaliada através da ANOVA de três v...
	5 DISCUSSÃO
	6 CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS
	ANEXO 1
	ANEXO 2
	ANEXO 3

