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Resumo

A Dexametasona € um glicocorticoide largamente prescrito na medicina utilizado como
imunossupressor e anti-inflamatdrio, bem como, a fluoxetina, que é um antidepressivo, inibidor
da recaptagé@o de serotonina, que podem ser utilizados em algum momento a0 mesmo tempo
com o objetivo das suas respectivas finalidades. O objetivo deste trabalho foi estudar as
alteracdes eletroencefalograficas em animais administrados com essas drogas, como também,
os efeitos comportamentais avaliados num modelo animal de depressdo, o nado forgado. O
estudo foi realizado em ratos wistar machos adultos, submetidos & administracdo de
dexametasona em dose aguda de 4 mg/kg, 24 horas antes do registro eletrocorticogréfico, e
crbnica, administrada durante sete dias a cada 24 horas na dose de 4 mg/kg i.p. A fluoxetina foi
administrada na dose de 5 mg/kg, por sete dias, por via oral, com ferramenta semelhante a sonda
orogastrica, procedimento de gavagem. ApOs a administragdo, 0s pardmetros
eletroencefalograficos da atuacdo das drogas foram registrados e analisados. Ao comparar, a
administracdo aguda de dexametasona com a crénica, ndo houve diferenca estatistica, porém,
houve uma tendéncia para a diminuicédo das forcas Theta e Gamma, para o uso cronico. O grupo
que recebeu fluoxetina teve média de amplitude de 2,661 * 0,5850 mV%Hz x
10~3comprovando a eficacia da fluoxetina no controle da depressdo provocada pelo nado
forcado. Para o grupo que recebeu dexametasona de forma crénica e fluoxetina para reverter o
quadro a média de poténcia foi de 0,4758 + 0,2514 mV2/Hz x 103, como ndo existe diferenca
estatistica entre os grupos dexametasona e dexametasona fluoxetina, a fluoxetina ndo conseguiu
reverter o quadro depressivo ocasionado pela dexametasona. No nado forcado, o grupo
fluoxetina teve diminuicdo do tempo de flutuacdo, com média de tempo de 45,33 + 23,26
segundos, demonstrando que o grupo ndo ficou depressivo. No grupo em que se administrou
dexametasona de forma cronica e se avaliou a possibilidade de reverter o quadro depressivo
com a fluoxetina a média de tempo de imobilidade foi de 169,8 + 24,5 segundos indicando que
a fluoxetina ndo teve efeito sobre a depressdo ocasionada pela aplicacdo cronica de
dexametasona. Concluimos nesse estudo que o glicocorticoide causa alteragdes no
eletrocorticograma e depressdo no teste do nado forcado (TNF). A fluoxetina ndo obteve efeito
nos ratos submetidos ao TNF ap0s 0 uso de dexametasona.

Palavras-chave: Glicocorticoides, cortisol, depressao, eletrofisiologia, Sistema Nervoso

Central.



Abstract

Dexamethasone is a glucocorticoid widely prescribed in Medicine, used as immunosuppressant
and anti-inflammatory as well as fluoxetine, which is an antidepressant, serotonin reuptake,
which can be used at some point while aiming their respective purposes. The aim of this study
was to evaluate the electroencephalographic abnormalities in animals administered with these
drugs as well as the behavioral effects evaluated in an animal model of depression, forced
swimming. The study was conducted in adult male Wistar rats subjected to administration of
dexamethasone acute dose of 4 mg/kg, 24 hours before electrocorticographic record, and
chronic, administered for seven days every 24 hours at a dose of 4 mg/kg i.p. Fluoxetine was
administered at a dose of 5 mg/kg, for seven days orally with a similar tool the orogastric tube,
gavage procedure. After administration, the electroencephalographic parameters of drug
activity were recorded and analyzed. When comparing the acute administration of
dexamethasone with chronic, there were no statistical differences, but there was a trend towards
decreased Theta and Gamma force for chronic use. The group, who received fluoxetine
averaged amplitude of 2,661 + 0,5850 mV2/Hz x 1073, proving fluoxetine efficacy in
controlling depression caused by forced swimming. For the group received dexamethasone
chronically and fluoxetine to reverse the power of the middle frame was 0.4758 + 0.2514
mV2/Hz x 1073, as there is no statistical difference between the dexamethasone group and
dexamethasone fluoxetine, fluoxetine failed to reverse depressive symptoms caused by
dexamethasone. In the forced swimming, the fluoxetine group had decreased fluctuation time,
mean time of 45.33 + 23.26 seconds, demonstrating that the group was not depressed. In the
group administered with dexamethasone chronic form and assessed the possibility of reversing
depressive disorder with fluoxetine immobility time average was 169.8 + 24.5 seconds
indicating that fluoxetine had no effect on the depression caused by chronic application of
dexamethasone. We conclude from this study that the glucocorticoid cause changes in
electrocorticogram and depression in the forced swimming test (FST). Fluoxetine got no effect
on the rats subjected to the FST, after the use of dexamethasone.

Key-words: glucocorticoids, cortisol, depression, eletrophysiology, Central Nervous System
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1 Introdugéo

O sistema nervoso (SN) juntamente com o sistema enddcrino, assegura uma comunicacao
correta entre varios 6rgdos do corpo para manter um ambiente interno constante, também
chamado homeostase. O SN permite a rapida transmissdo de informacGes entre diferentes
regides do corpo, ao passo que, o sistema enddcrino, é um sistema complexo de glandulas que
secretam hormdnios e os transportam diretamente para a circulagdo sanguinea, possuindo a¢oes
duradouras e mais lentas (Widmaier, Raff & Strang, 2006; Rachdaoui & Sarkar, 2013).

Segundo Tavares, Furtado e Santos (1984) esses sistemas exercem sua funcdo de maneira
integrada e se influenciam reciprocamente, ndo podendo ser dissociados. O SN cujas
informacBes sdo transmitidas através de potenciais de acdo ao longo das fibras nervosas, €
responsavel pelos ajustes homeostaticos rapidos. O sistema enddcrino, envia suas informacdes
pela corrente sanguinea através de mensageiros quimicos, 0s horménios, e participa,
principalmente de ajustes mais lentos, de natureza metabdlica. Um exemplo de influéncia de
horménios sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) é a acdo dos hormdnios tireoideanos sobre
a atividade cerebral e a excitabilidade nervosa. J& em relacdo a influéncia do SNC sobre o
sistema enddcrino, temos como exemplo as observagdes de que estresses emocionais Sao
capazes de alterar o ciclo reprodutivo em animais e no homem, além de provocar alteracdes
psicoldgicas associadas as alteragdes dos niveis de hormdnios gonadais durante o ciclo
menstrual.

Os hormdnios produzidos pelo sistema enddcrino atuam sobre células-alvo em diferentes
regides do corpo. As glandulas enddcrinas classicas mais importantes sao hipéfise, hipotalamo,
tireoide, paratireoides, adrenais, ilhotas de Langerhans do Pancreas, gonadas e outras
(Constanzo, 2007; Guyton & Hall, 2011).

A glandula hipofise ilustrada na Figura 1 (A e B) localiza-se em uma cavidade 6ssea, a sela
tarcica, imediatamente abaixo do hipotalamo, na base do cérebro, e é formada por duas partes
distintas: a glandula hipofise anterior ou adeno-hipofise e a glandula hipdfise posterior ou
neuro-hipéfise (Douglas, 2002; Guyton & Hall, 2011).
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Figura 1: Diagrama esquematico da relacdo hipotalamo/hipéfise mostrando a posicdo anatdmica da glandula
hipofise no SNC (Figura 1A) e suas subdivisfes anatomo-funcionais (Figura 1B) regies da glandula hipofise:
Lobo Posterior, Lobo anterior.

Fonte: http://marcotuliosette.site.med.br/index.asp?PageName=Tumores-20da-20Hip-F3fise

A glandula hipofise anterior secreta seis hormonios principais: hormonio do crescimento,
tireoestimulante, adrenocorticotrdpico, prolactina, foliculoestimulante e o luteinizante. A maior
parte desses horménios atua no sentido de controlar outras glandulas, ja a secrecao de todos
esses hormonios é controlada pelo hipotalamo. A glandula hipofise posterior atua na secre¢édo
dos hormdnios antidiurético e ocitocina (Constanzo, 2007; Fox, 2007; Guyton & Hall, 2011,
Saad, Maciel & Mendonga, 2007).

Cérebro

Hipofise
Cerebelo

.' Qcitocina
,/;‘/ /
_
Adenoipdfise i

; ™ Antidiurético

Neuroipofise

Prolactina fFgyq TSH ACTH Somatotrofina
elLH

Figura 2: Tipos de hormonios secretados pela glandula hip6fise em suas porgdes anterior (Adeno-hipdfise) e
posterior (neuro-hipofise)
Fonte: http://mundoeducacao.bol.uol.com.br/upload/conteudo_legenda/85db0ff82844c45cf72b9b4e74edb04f.jpg
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http://mundoeducacao.bol.uol.com.br/upload/conteudo_legenda/85db0ff82844c45cf72b9b4e74edb04f.jpg
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A glandula adrenal e que vamos ampliar a nossa discussdo em nosso texto, esta localizada
como um gorro sobre o polo superior de cada rim, esta subdividida em duas partes distintas: a
medula adrenal — parte central, relativamente delgada, responsavel pela secrecao de epinefrina
e norepinefrina - e o cortex adrenal - o qual circunda a medula, e possui células glandulares
grandes contendo considerdveis quantidades de colesterol (Constanzo, 2007; Fox, 2007;
Guyton & Hall, 2011). (Figura 3)

Meduls

Figura 3: Desenho esquematico da glandula adrenal e suas regides histoldgicas denominadas cdrtex e medula, que
secretam os diferentes horménios esteroides
Fonte: http://mcvcorpohumano.blogspot.com.br/p/sistema-endocrino.html

Os hormonios secretados por essas células sdo esteroides, com estrutura quimica
semelhante ao colesterol e podem ser classificados de acordo com suas funcBes em:
Mineralocorticoides, que controlam a excrecdo renal de sédio e potéssio, como a aldosterona;
Glicocorticoides (GC), que controlam o metabolismo das proteinas, gorduras e carboidratos,
como o cortisol; e Androgénios, que produzem efeitos semelhantes a testosterona, horménio
masculino. O cortex adrenal também é subdividido em trés camadas distintas: a zona
glomerulosa, que secreta aldosterona, a zona fasciculada, a qual secreta a maior parte de cortisol
e, provavelmente, androgénios, e a zona reticular, a qual provavelmente, contribui para a
secrecdo de cortisol e androgénios, como ilustra a Figura 4 (Constanzo, 2007; Fox, 2007,
Guyton & Hall, 2011). Face ao grande espectro de acdo desses hormonios e suas glandulas-

alvo iremos enfatizar o papel relevante dos GC e seus efeitos bioldgicos no SNC.



17

[ acdrenal

Figura 4: Corte histoldgico da glandula adrenal, marcado com cresilvioleta ilustrando as diferencas histoldgicas
caracteristicas do cortex adrenal.
Fonte: Rosenzweig, Leiman & Breedlove, 2012.

Estudos de base populacional que descrevem o padrdo de consumo de medicamentos,
inclusive de glicocorticoides (GC) sdo escassos no Brasil (Barros, 1982, 1983; Weiderpass,
1994). Os GC sistémicos sdo medicamentos amplamente utilizados por vérias especialidades
médicas por seus excelentes efeitos anti-inflamatdrios e imunossupressores. Por isso, 0 médico
deve estar familiarizado com a farmacologia do medicamento, assim como sua administracao
e efeitos colaterais como a depresséo. A automedicacéo e o uso irracional de GC podem trazer
muitos danos a salde, fatos estes relacionados aos fatores de prescricdo e dispensacdo de
medicamentos como sua falta de exigéncia no controle de venda dessas medicacdes nas
farmécias. Com todas as indica¢des terapéuticas existentes para os GC, é importante atentar-se
sempre & questdo da relagéo custo e beneficio, devendo-se pesar cuidadosamente o que se pode
obter de efeitos benéficos com o uso de uma droga com tantos efeitos colaterais. Quando se
decide utilizar GC terapeuticamente, varios fatores devem ser lembrados, que influenciam
diretamente no aparecimento de seus efeitos colaterais: tipo de preparagéo a ser utilizada, via
de administracdo, dose, esquema de administracdo (continuo x dias alternados), tempo de uso,
idade e sexo do paciente entre outros (Damiani et al, 2001).

Os GC sdo substancias que tém como estrutura molecular béasica o
ciclopentanoperidrofenantreno, derivado do colesterol, que consiste em trés anéis hexanos e um
anel pentano, conforme demonstra a Figura 5. Todos 0s GC, naturais e sintéticos, sdo variacoes
dessa estrutura basica e precisam, para terem efeito de um grupo 11 — hidroxilo (Pereira,
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Bolzani, Stefani & Charlin, 2007). Esses hormdnios esteroides séo sintetizados e secretados
pela glandula adrenal, em resposta ao estresse. Apos a exposi¢do ao estresse, o hipotadlamo é
estimulado para liberar o horménio liberador de corticotropina (CRH) que entdo atua sobre a
glandula hipdfise anterior para estimular a sintese do horménio ACTH. Este por sua vez, atua
sobre o cortex adrenal para induzir a secrecao de GC. Uma vez presentes na corrente sanguinea,
0s GC exercem uma variedade de efeitos especificos no tecido (Cruz-Topete & Cidlowski,
2015).

ESTRUTURA DOS GLICOCORTICOIDES
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Figura 5: Estrutura molecular dos glicocorticoides
Fonte: http://www.ebah.com.br/content/ ABAAABKO4AL/glicocorticoides

Dentre os efeitos especificos mais comuns temos o efeito dos GC inibindo a secrecdo de
insulina, e estimulando a producdo do glucagon, que resulta no aumento da taxa de glicose
sanguinea. Em contrapartida o aumento pronunciado da glicemia eleva os niveis plasmaticos
de cortisol e pode ampliar as respostas caracteristicas ao estresse. O aumento da glicemia pelos
GC resulta tanto da ativacao da gliconeogénese hepatica, quanto de certos efeitos sistémicos do

cortisol, como ilustrado na Figura 6.
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Figura 6: Diagrama esquematico ilustrando os efeitos sistémicos dos glicocorticoides
Fonte: http://corticoidesebioquimica.blogspot.com.br/2013/02/efeitos-do-cortisol-no-organismo.htmi

Além dessas funcdes, os GC regulam as respostas alérgica e inflamatoria, sendo de grande
importancia nos casos de estresse fisico o que age diretamente na resposta histaminica. Além
disso estabiliza as membranas lisossémicas e reduz a permeabilidade capilar e a fagocitose.
Também influenciam a resposta imune, pois reduzem o ndmero de linfdcitos e eosinéfilos
circulantes e a producdo de anticorpos; blogueiam a sintese de interferons e inibem as
interleucinas, causando supressdo das respostas mediadas pelos linfécitos T. No sistema
cardiovascular, os GC ampliam a acdo catecolaminérgica, aumentando o ténus vascular e a
forga de contragdo miocardica. Seu efeito inibitorio na sintese das substancias inflamatorias
vasodilatadoras contribui na recuperacdo da pressao arterial em casos de hemorragia.

No SN, os CG influenciam desde a regulacdo de processos basicos de multiplicacdo e
diferenciacdo celular até alteracbes da atividade eletrofisioldgica do sistema limbico e no
hipocampo. Certas habilidades do SN no processamento de informacdes sdo dependentes do
cortisol, estando sob sua influéncia os padrGes comportamentais de humor, ansiedade,
motivagdo e aprendizagem, j& que interfere nos sistemas de neurotransmissores. A partir da
ativacdo da sintese de enzimas do sistema colinérgico, os GC aumentam a sintese da triptofano-
hidroxilase, enzima relacionada com a producdo da 5HT (5-hidroxitriptamina, serotonina)
(Cortez & Silva, 2007).
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A Figura 7 demonstra que os desequilibrios das taxas de GC podem resultar em condigdes
patologicas graves, tais como complicacdes cardiovasculares, metabdlicas e imunoldgicas,
como por exemplo, observadas na Sindrome de Cushing (excesso de GC) e na doenca de
Addison (deficiéncia de GC) (Cruz-Topete & Cidlowski, 2015).

Os GC também podem ser sintetizados em laboratério derivados do colesterol e sdo
indicados, principalmente, para tratamentos dermatoldgicos, assim como, para o tratamento de
muitas outras doencas nao endocrinas, incluindo pulmonar, autoimune, hematoldgicas, e
distdrbios neoplésicos (Pereira, Bolzani, Stefani & Charlin, 2007; Stratakis, 2012).

Geer, Islam & Buettner (2014) afirmam que numerosos mecanismos potenciais, incluindo
a producdo de citocinas pro-inflamatérias, aumento da captacao de acidos graxos para o figado,
obesidade abdominal, acimulo de gordura subcutanea visceral e no tronco, estdo estreitamente
relacionados com o desenvolvimento de resisténcia a insulina, dislipidemia, e risco

cardiovascular causados pelo excesso de GC.

TRATAMENTO COM GLICOCORTICOIDES
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Figura 7: Diagrama esquematico ilustrando os efeitos sistémicos e efeitos colaterais do excesso de GC no
organismo.
Fonte: http://www.ebah.com.br/content/abaaabk04al/glicocorticoides

Em relacdo a esse excesso, quaisquer que sejam suas causas, € acompanhado por uma vasta

gama de sinais e sintomas conhecidos como Sindrome de Cushing (SC). Esta condigdo mais
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geralmente decorre de causas iatrogénicas, quando os GC sdo utilizados como anti-inflamatério
e/ou tratamento imunossupressor (Boscaro & Arnaldi, 2009).

Osteoporose

=
o

T

—

Sindrome de
Cushing

OBSU3

Hiperglicemia

Figura 8: Representacdo esquematica dos sinais e sintomas encontrados na SC

O cortisol ¢ um GC sintetizado e secretado, de acordo com as necessidades fisiologicas,
pela producdo de ACTH, secretada pela adeno-hipofise. A secrecdo de ACTH por sua vez é
regulada pelo CRF/CRH, secretado no hipotalamo, pelo nivel de GC no plasma, ja a libertacdo
de CRF/CRH é inibida pelos niveis sanguineos elevados de GC, por impulsos oriundos do SNC,
por peptideos opioides, fatores psicoldgicos e do meio ambiente. Este GC aumenta a producéo
hepatica de glicose, estimulando o catabolismo lipidico e proteico, de forma a obter substratos
para a gliconeogénese e reduz a captacao periférica da glicose (Cardoso & Palma, 2009).

O cortisol também foi sintetizado em laboratério com o objetivo de ser usado em pacientes
com artrite reumatoide. Logo a seguir, os efeitos colaterais desfavoraveis foram reconhecidos,
0 que resultou em limites ao uso terapéutico dos GC (Longui, 2007; Cruz-Topete & Cidlowski,
2015).

O horménio adrenocorticotrépico, ACTH, produzido na adeno-hipofise e regulado pelo
CRH/CRF hipotalamico ou hormonio liberador de corticotrofina, o qual é produzido no

hipotalamo e potencializado sob a agdo de vérios fatores neurais como dor, ansiedade ou
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hipoglicemia, condicGes todas que levam ao estresse e, atuam na secrecdo de ACTH. Este
hormdnio controla e regula o cértex adrenal agindo sobre as zonas (fasciculada e reticular) que
secretam hormoénios GC, como o cortisol. Aléem do cortex adrenal, o ACTH pode agir sobre as
células adiposas, promovendo lipdlise, acelerando a captacdo de glicose e aminoacidos, e ainda,
sobre as células-beta do pancreas, aumentando assim, a secrecdo de Insulina, dentre outras

funcbes (Douglas, 2002).
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Figura 9: Diagrama esquematico representando as diversas possiveis etiologias da producéo exagerada de ACTH

A secrecdo de ACTH é regulada por um regime de retroalimentacdo negativa produzida
pela taxa de cortisol no plasma, que inibe a secrecdo de ACTH e age diretamente na adeno-
hipofise, ou inibindo simultaneamente a producdo de ACTH ou na diminuicdo de CRH
(Douglas, 2002; Saad, Maciel & Mendonga, 2007).

O ACTH é um horménio peptidico hidrossolivel o qual € captado por receptores de
membrana atuando na sintese de proteinas no ribossomo que age como transportador do
colesterol das goticulas do reservatorio lipidico até as mitocondrias, iniciando-se a sintese de
esteroides corticais. Além disso, produz-se ativacdo de enzimas hidroxilantes essenciais nas
ultimas etapas da formacdo do cortisol e aldosterona. Como efeitos extra-corticais foram
observados na hipersecrecdo de ACTH, a maior sintese de melanina nos melandforos da pele,
como ocorre na moléstia de Addison e a ativagdo da lipase tissular no tecido adiposo,
produzindo-se maior liberacdo de &cidos graxos e redugdo da massa de tecido gorduroso. Como
efeitos corticais, 0 ACTH estimula o crescimento e proliferacdo das células das zonas fascicular

e reticular, sintetizando-se mais &cidos nucleicos e proteinas aumentando-se a secre¢do de todos
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os esteroides corticais, produzindo o acimulo de colesterol e aumento da secrecdo de GC, como
o cortisol (Douglas, 2002).

Atualmente ha uma necessidade cada vez maior por pesquisas relacionadas aos efeitos do
uso de certas sobre substancias sobre o organismo, como 0s GC que sdo de origem sintética
com atividade imunossupressora e anti-inflamatdria, sendo uma classe farmacoldgica que
simula os horménios esteroidais, e entre esses o fArmaco mais marcante é a dexametasona,
devido sua longa acdo, com alto potencial GC e vida media plasmatica, potencial
mineralocorticoide e dose equivalente baixa em comparacdo a outros GC. Entre os ISRS, que
surgiram, nas Ultimas décadas, como uma nova classe farmacoldgica, desenvolvida com efeito
antidepressivo, devido a sua eficacia, seguranca e tolerabilidade, que passou a ser utilizada
comumente na pratica medica, temos a fluoxetina, que foi criada como protétipo da classe que
age no SNC, principalmente, no cortex cerebral e neurénios serotoninérgicos.

Os ISRS, como a fluoxetina, caracterizam-se pela reducdo da captacdo da serotonina na
fenda sinéptica, sendo a fenda sinéptica o ponto de contato entre um neurdnio e outro e o local
onde sdo liberados os neurotransmissores, tendo acdo na membrana celular. Ja o complexo
dexametasona-receptor tem acdo no ndcleo da célula, unindo-se ao acido desoxirribonucleico
(DNA) estimulando a transmissdo de &cido ribonucleico mensageiro (mMRNA) e sintese
enzimatica consequente. Esta acdo € a responsavel pelos efeitos dos GC sistémicos. Entretanto,
em algumas células os efeitos podem ser de supressdo da transcricdo do mMRNA, como no caso
dos linfécitos. Os GC alteram a atividade pré e pds-sinaptica, modificando as concentracdes de
receptores serotoninérgicos 5-HT entre outros. Segundo Cowen (2002), algumas dessas agdes
podem neutralizar os efeitos de drogas antidepressoras nos receptores betadrenérgicos. Por
outro lado, ndo h4, até o presente momento, por conta de uma literatura escassa e contraditdria,
conhecimento de como os GC exercem efeitos nos receptores serotoninérgicos (Alheira &
Brasil, 2005).

Os efeitos farmacoldgicos dos GC verificam-se com doses superiores a quantidade
produzida endogenamente. S&o, geralmente, extensdes dos seus efeitos fisiologicos. Vale
ressaltar que as agOes fisiologicas e farmacoldgicas ocorrem pela ativacdo dos mesmos
receptores. As concentrac0es que causam os efeitos desejados promovem igualmente o
aparecimento de reacdes adversas que, na sua maioria, sdo apenas exacerbacdo dos eventos
normalmente observados (Penildon, 2010).

A utilizagdo dos GC na préatica médica para tratamento com objetivo imunossupressor e

anti-inflamatorio, tem acao deletéria, devido os farmacos penetrarem rapidamente no cérebro,
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e apesar de sua funcdo fisioldgica no SNC ser desconhecida, 0 seu excesso ou sua deficiéncia
podem alterar profundamente o comportamento e a fungdo cognitiva. Os GC, inicialmente,
causam euforia; no entanto, com a exposi¢do prolongada ocorre uma variedade de anomalias
psicoldgicas, incluindo irritabilidade, labilidade emocional e depressdo. O comportamento
hipercinético ou maniaco ¢ menos comum; psicoses declaradas ocorrem em um pequeno
nimero de pacientes, particularmente naqueles com distarbio bipolar subjacentes. Muitos
pacientes observam alteracfes em suas funcdes cognitivas, mais frequentemente no que diz
respeito a memdaria e a concentracdo. Os outros efeitos centrais incluem o aumento do apetite,
reducdo de libido e insbnia, com reducdo do sono REM e aumento do sono em estagio Il
(Gardner, 2013).

Devido a uma possivel interacdo farmacoldgica entre GC e ISRS, € possivel que tenhamos
uma interferéncia no sistema serotoninérgico do SL, pois 0s GC agem em muitas células, logo
vao agir alterando os receptores 5-HT, consequentemente alterando o sistema serotoninérgico,
que é composto pelo neurotransmissor serotonina (5-HT), seus receptores, neurbnios
serotoninérgicos e a proteina de transporte de serotonina (SERT), e que sdo alvos da acdo da
fluoxetina. Essa droga introduzida nos EUA em 1998, um ISRC atua no sentido de tentar
normalizar as sinapses neuronais a partir do aumento de neurotransmissores disponiveis nas
fendas sinapticas, bloqueando a recaptacao dos mesmos pela membrana pré-sinéptica, causando
inibicdo do SERT, por isso tornou-se rapidamente uma das medica¢des de prescricdo mais
comum na pratica clinica (Katsung, 2010). Sendo assim, a fluoxetina, amplamente prescrita
para tratamento da ansiedade e da depressdo, tornou-se uma substancia reconhecidamente
eficaz para o tratamento do sintoma da depressao humana (Edwards, 1995; O’shea, 1991). A
depressdo humana é caracterizada por humor depressivo, falta de interesse, anedonia, lentidao
psicomotora, queda de energia, negativismo em pensamentos, além de sintomas fisicos e
insdnia, sendo que as trés primeiras manifestacdes citadas sdo seus principais sintomas
psiquicos.

Sabendo da funcdo dos GC em sua agéo fisiologica e farmacoldgica, ao provocarem a
elevacdo de seus niveis em humanos, foram modelados em roedores estudos e modelos para
produzir ansiedade e estado depressivo com uso de GC (Ardayfio & Kim, 2006; Murray, Smith
& Hutson, 2008; Zhao, Baros & Zhang, 2008; Gourley et al., 2008).

Dentre os modelos e estudos para produzir a depressao em roedores temos o TNF, que é
um dos mais usados no estudo da depressdo em animais de laboratdrio, por apresentar alto valor
preditivo, devido a resposta aos farmacos antidepressivos existentes. O teste é baseado na ideia

de que a imobilidade reflete o “desespero comportamental”, que se assemelharia a
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sintomatologia da depressao, supondo que o animal desiste de escapar (Kapczinski, Quevedo,
Izquierdo & Col, 2011).

A andlise da atividade elétrica cerebral pode ser feita através do EcoG, que consiste no
registro de atividade elétrica e/ou potencial de campo de um conjunto de neurbnios que é
captada por meio de eletrodos em contato direto com o cortex cerebral dos roedores. O tracado
obtido de acordo com a amplitude e frequéncia das ondas indica as faixas das forcas cerebrais
que podem ser correspondentes a excitacdo ou reducdo da atividade elétrica cerebral. Esse
método de analise das forcas cerebrais, possivelmente, pode identificar alteracdes
eletroencefalograficas devido & acdo de medicamentos no SNC.

Realizar esse estudo é de grande valor cientifico e € nosso objetivo, haja vista uma caréncia
de pesquisas relacionadas ao tema. Portanto, € de suma importancia desenvolver esse estudo
das alteracdes eletroencefalograficas em ratos apds a utilizacdo do GC, dexametasona, e ISRS,
a fluoxetina, submetidos em seguida ao modelo de depressdo do TNF, procurando ndo somente
saber as consequéncias eletroencefalograficas e comportamentais de sua utilizagdo em animais
experimentais por conta das acdes e interacbes farmacoldgicas dessas classes, mas também,

servir como base para novos estudos.

1.1 Implicagdes comportamentais ocasionadas pelo uso de glicocorticoides e/ou

hipercortisolismo

As alteragOes nervosas resultantes do uso dos GC sé&o variadas e ocorrem com frequéncia
de 4% a 36% na maioria das séries estudadas. As mais notaveis sdo as alteracdes do
comportamento, que vao desde depressdo, insénia ou exacerbacdo do estado de animo, nem
sempre explicada pela melhora da doenca, até manifestagdes francamente psicoéticas e tentativas
de suicidio. Um dos efeitos adversos mais graves é a insuficiéncia do eixo hipofise-adrenal por
retirada abrupta de GC utilizados por longo tempo. Os GC exdgenos suprimem tanto a liberacéo
de ACTH pela hipo6fise como o CRH hipotalamico (Penildon, 2010).

1.1.1 A inibicdo da leptina e suas consequéncias
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A leptina, um hormdnio secretado a partir do tecido adiposo branco, € um importante
regulador do peso corporal e da ingestdo alimentar (Negrdo & Licinio, 2000). Este efeito da
leptina é particularmente evidente em roedores e seres humanos que carecem de uma forma
funcional da proteina, resultando em obesidade grave e aumento do apetite. Seu efeito na
ingestdo de alimentos é mediado em parte via receptores de leptina presentes no hipotadlamo
(Lerario et al, 2001; Miinzberg, Flier & Bjarbak, 2004).

A descoberta da leptina se deu no contexto das investigagdes feitas com modelos
experimentais de obesidade. Numa série de estudos realizados com ratos obesos foi identificado
que estes ratos possuiam um gene mutante (ratos ob/ob) e eram incapazes de produzir um fator
circulante presente no tecido adiposo de ratos normais. O achado mais interessante destes
estudos foi a constatacdo de que ratos ob/ob perdiam peso quando em contato com o sangue de
ratos normais demonstrando que seus cérebros respondiam a este fator (Negrdo & Licinio,
2000).

Negréo e Licinio (2000) afirmam ainda que um grupo liderado pelo Dr. Friedman da
Rockefeller University, em 1994, clonou o gene deste fator, denominado proteina ob ou leptina
(do grego leptos, magro). Existe uma homologia de 84% entre o gene da leptina humana e o
gene encontrado em camundongos. Logo a seguir, passou-se a produzir a leptina recombinante
e demonstrou-se que a leptina administrada em camundongos ob/ob levava a uma perda de peso
e reduzia a ingestdo caldrica.

Um dos principais sinais e sintomas associados ao uso de GC é a deposicdo de gordura
central com um aumento do tecido adiposo na regido dorso-cervical, face e area supra
clavicular, juntamente com uma perda de tecido adiposo nas extremidades. Uma hipotese para
este fendmeno é que os adipdcitos periféricos do tronco difiram em suas sensibilidades relativas
a insulina e aos efeitos lipoliticos facilitados por GC. Os adipécitos da regido do tronco
responderiam predominantemente aos niveis elevados de insulina decorrentes da hiperglicemia
induzida por GC, enquanto os adipdcitos periféricos seriam menos sensiveis a insulina e
responderiam mais aos efeitos de outros hormonios lipoliticos facilitados pelos GC. Além disso,
0s GC causam aumento de apetite e retencdo de liquido, ocasionando edema e aumento de peso
(Pereira, Bolzani, Stefani & Charlin, 2007).

Segundo Lerario et al (2001) foi demonstrado que um certo nimero de horménios,
incluindo insulina, catecolaminas, esteroides sexuais e cortisol, modulam a sintese de leptina in

vitro e in vivo. O cortisol e a insulina tem sido implicados ha muito tempo no equilibrio
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energetico e acredita-se que sua interagdo com a leptina constitua um circuito de realimentacao
para a manutengdo do peso corporal. Considerando a acdo anti-obesidade da leptina, parece
razoavel que o hipercortisolismo que classicamente induz hiperfagia e obesidade possa ser
contra-regulado por uma ativacdo do gene ob conduzindo a hiperleptinemia.

Os efeitos dos glicocorticoides sobre a leptinemia em seres humanos ndo foram totalmente
esclarecidos. Entretanto, em alguns estudos, a administracdo aguda de glicocorticdides tem
aumentado a leptinemia (Lerario et al, 2001), enquanto em outros relatos tais resultados ndo
foram observados. Kolaczynski, Goldstein and Considine (1997) confirmam em seus estudos
que a dexametasona é um poderoso estimulador da producdo de leptina in vivo através de um
mecanismo que parece ser independente da transcricdo do gene OB na gordura abdominal
subcutanea humana.

Em contrapartida, estudos apontam também que o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
apresenta-se hiper-responsivo nos individuos obesos. Observa-se resposta aumentada do
cortisol a estimulo com ACTH, CRH. E apesar de ndo haver hipercortisolismo bioquimico, o
hipercortisolismo funcional presente na obesidade abdominal poderia contribuir para a
sindrome metabdlica, cujas caracteristicas se assemelham em muito as manifestacGes da
sindrome de Cushing. Existe aumento da atividade glicocorticdide na gordura abdominal
devido a maior atividade local da enzima 11-beta-hidroxiesterdide desidrogenase do tipo
1(11pHSD-1), que catalisa a interconversdo de cortisona para cortisol na célula-alvo. Estudos
com ratos Zucker obesos, resistentes a leptina, demonstraram aumento da atividade da
11BHSD-1 no tecido adiposo omental, acarretando uma maior geracéo de glicocorticoide local,
e consequentemente maior ativacdo de seu receptor, promovendo obesidade (Lordelo et al,
2007).

1.1.2 A Serotonina

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) compBe o grupo das aminas biogénicas
(neurotransmissores) que inclui também as catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e
dopamina). A taxa da sintese da serotonina é dependente da disponibilidade do triptofano livre
no plasma que é o aminoacido precursor dessa substancia (Raimundo et al, 2009). O triptofano
¢ um aminoécido essencial com recomendacdo dietética estimada de 5 mg/kg/dia. E o

aminoacido limitante em quase todas as fontes de proteina que séo importantes para a nutricao
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humana, representando 1-1,5% de aminoacidos totais em proteinas vegetais e animais tipicas,
respectivamente. As fontes alimentares de triptofano mais comuns séo ovos, leite, carne, soja,
batatas, cereais, brocolis, couve-flor, berinjela, kiwis, ameixas, bananas, nozes, peixes, frutos
do mar e tomates (Keszthelyi, Troost & Masclee, 2009). A hidroxilacédo inicial do triptofano
mais do que a descarboxilacdo do 5-HTP parece ser o passo limitante na sintese da serotonina
(Frazer & Hensler, 1993).

Figura 10: Estrutura quimica da 5-HT e seus precursores, note que a 5-HT tem como precursor o triptofano, que
sofre acdo da triptofano hidroxilase se transformando, em 5-hidroxitriptofano e apds a acdo da descarboxilase d&
origem a serotonina.

Fonte: Frazer & Hensler, 1993.

As concentracdes de 5-HT cerebrais estdo relacionadas a alteragcdes de comportamento e
humor, ansiedade, agressividade, depressdo, sono, fadiga, e ainda na supressao de apetite (Feijé
& Bertoluci, 2011).
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A 5- HT tem efeito inibidor da conduta juntamente a um efeito modulador geral da
atividade psiquica. Assim, ela influi sobre quase todas as funcfes cerebrais, inibindo ou
estimulando o 4cido gama-aminobutirico (GABA). E dessa forma que a 5-HT regula o humor,
0 sono, a atividade sexual, o apetite, o ritmo circadiano, as funcdes neuroenddcrinas, a
temperatura corporal, a sensibilidade a dor, a atividade motora e as fun¢des cognitivas (Feijo &
Bertoluci, 2011).

1.1.2.1 Envolvimento da serotonina em funcdes fisioldgicas e comportamentais

O hipotalamo secreta varios fatores de liberacdo e inibicdo para controlar a secrecao dos
horménios da hipofise anterior. A serotonina esta entre muitos dos neurotransmissores que
participam do controle hipotalamico da secrecdo da hipofise, particularmente, na regulacéo da
prolactina, ACTH e horm6nio do crescimento. Medidas dessas respostas hormonais, apos a
administracdo de drogas que aumentam a funcéo da serotonina cerebral fornecem métodos para
avaliar sua funcdo em humanos. Por exemplo, a administracdo do precursor de serotonina
(triptofano) aumenta a concentragdo plasmatica de prolactina e horménio do crescimento.
Adicionalmente, o triptofano tem sido usado clinicamente para avaliar o funcionamento do
sistema serotoninérgico em pacientes com doencas psiquiatricas (Murphy et al, 1989).

Serotonina parece também estar envolvida no controle do ritmo circadiano. Muito pouco
se conhece sobre a funcdo de uma lesdo extensa de aferéncias serotoninérgicas, porém, lesdes
de neur6nios serotoninérgicos de animais de laboratério tem descrito que ocorre uma ruptura
dos ritmos locomotores que resulta na perda de ritmo diario de corticosterona.

Pesquisas neuroquimicas tem buscado descobrir como efeitos da ingesta alimentar afetam
as concentracdes de triptofano cerebral e a sintese de serotonina, enquanto pesquisas
farmacologicas tem enfatizado o controle do apetite por drogas serotoninérgicas em
laboratorios animais usando ratos administragdo ndo seletiva de agonistas serotoninérgicos tais
como a fenfluramina, que atua para liberar serotonina ou o triptofano, seu precursor, causando
a diminuicdo da ingesta alimentar. A partir desses dados tem sido inferido que a serotonina
inibe a ingesta de alimentos. Agonistas de serotonina que ativam os receptores 5-HT1C e 5-
HT1B também diminuem a ingesta. Inibidores seletivos da captacdo de serotonina tem efeitos
anoréxicos, assim como, provavelmente, por aumentar as acdes fisiologicas da serotonina

enddgena. De maneira oposta, pequenas doses de agonistas de 5-HT1A aumentam a ingesta de
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alimentos em ratos. O consumo aumentado de alimentos pode ser devido a atividade de grande
namero de receptores de serotonina no nucleo da Raphe. A ativacdo dos receptores 5-HT1A
localizados no corpo celular e dendritos parecem inibir a taxa de disparo neuronal e a liberacéo
de serotonina. Os efeitos hipofagicos da fenfluramina ou agonistas de serotonina sdo mais
pronunciados em ratas fémeas; um efeito de potencial relevancia para as desordens humanas,
tais como, anorexia nervosa e bulimia que tem maior incidéncia em mulheres do que em

homens.

1.1.3 Depressao

A depressdo é um a condicédo relativamente comum, de curso crdnico e recorrente. Esta
frequentemente associada com incapacitacao funcional e comprometimento da sadde fisica. Os
pacientes deprimidos apresentam limitacdo da sua atividade e bem-estar, além de uma maior
utilizacdo de servicos de saude (Fleck, 2009).

A Organizacdo Mundial de Saude define depressdo como um transtorno mental comum,
caracterizado por tristeza, perda de interesse, auséncia de prazer, oscilagdes entre sentimento
de culpa e baixa auto-estima, além de distdrbios do sono ou do apetite. Bem como sensacgdo de
cansaco e falta de concentracéo.

A teoria monoaminica da depressdo sustenta que a depressao resulta de uma diminuicao
patoldgica na neuro-transmissdo de serotonina e/ou norepinefrina. Com base nessa hipétese,
pode se deduzir que o aumento da neuro-transmiss@o da serotonina e/ou norepinefrina pode
melhorar ou reverter a depressdo (Golan, 2009).

Na depressdo acontece uma diminuicdo na quantidade de neurotransmissores liberados,
mas a bomba de recaptacdo e a enzima continuam trabalhando normalmente. Entdo um
neurdnio receptor captura menos neurotransmissores e 0 sistema nervoso funciona com menos
neurotransmissores do que normalmente seria preciso (Andrade, 2003).

Portanto, embora seja um transtorno que afeta muitas pessoas no mundo, a etiologia da
depressédo é desconhecida, sendo sua origem relacionada a fatores genéticos e ambientais, que
interferem no desenvolvimento cerebral.

1.2 A Fluoxetina
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O uso de antidepressivos no tratamento de pacientes com depressao iniciou-se no fim dos
anos 50, sendo que, desde entdo novos tratamentos foram desenvolvidos e tem constituido
oportunidades para a compreensdo dos mecanismos envolvidos na depressao (Deitos et al.,
1999). Somente duas classes de antidepressivos eram conhecidas até a década de 80, os
triciclicos e os inibidores de monoaminoxidase. Apesar de eficazes, essas drogas sdo
inespecificas e acarretam diversos efeitos colaterais (Moreno, Moreno & Soares, 1999). Nas
ultimas decadas, outras classes de antidepressivos foram desenvolvidas. Os inibidores seletivos
da recaptacdo de serotonina (ISRC) pertencem a essa nova geracdo de drogas antidepressivas,
sendo a fluoxetina, o prototipo do grupo para o tratamento de depresséo, devido a sua eficécia,
seguranca e tolerabilidade (Leite et al., 2007; Egeland, Warner-Schmidt, Greengard &
Svenningsson, 2010). A droga é ainda frequentemente usada para tratamento de outras
condicdes (as quais ndo sdo objeto do presente estudo), tais como diferentes transtornos de
ansiedade e transtornos alimentares, embora, nesse Ultimo caso, seu uso seja muito controverso
(Duvvuri, Bailer & Kaye, 2010).

A fluoxetina € uma substancia reconhecidamente eficaz para o tratamento dos sintomas da
depressdo (Carlini, 2009). Ela pertence a familia das fenilpropalaminas, agindo a nivel pré-
sindptico na jungdo neuro-efetora.

A inibicdo da recaptagdo de serotonina aumenta 0s niveis sindpticos de serotonina,
produzindo aumento na ativacdo do receptor de 5-HT e intensificacdo das respostas pos-
sinapticas (Golan, 2009), principalmente, no sistema limbico (SL) que se relaciona com
depressdo. O SL tem como estruturas principais: 0s giros corticais, 0s nicleos de substancia
cinzenta e tratos de substancia branca disposto nas superficies mediais de ambos os hemisférios
e em torno do terceiro ventriculo. Estas estruturas, funcionalmente, se relacionam com o0s
instintos, emocBes e memoria e, através do hipotalamo, com a manuten¢do da homeostase. De
fato, a depressdo associa-se a déficits em areas estratégicas do cérebro, incluindo regides
limbicas (Barreto, 2010), causando um possivel desequilibrio quimico que envolve uma série
de neurotransmissores em regides do cérebro que comandam o humor, como o sistema limbico,
o0 hipotélamo e o lobo frontal. Dai a eficicia dos medicamentos antidepressivos, cuja funcéo é

restabelecer esse equilibrio quimico.

1.3 Modelos experimentais para depressao — Teste do Nado Forcado (TNF)
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Um teste cléssico para o estudo da depressdo é chamado de desespero comportamental, ou
natacdo forcada, o qual consiste em submeter ratos ou camundongos para nadar em um cilindro
do qual ndo ha escapatoria. ApoOs as primeiras tentativas de fuga, sem sucesso, 0s animais
percebem que ndo tem como sair do local e assumem uma postura imével, exceto pelos minimos
movimentos necessarios para manter a cabeca acima da agua. Durante o teste sdo avaliados
tempo de mobilidade e natagdo (Kapczinski, Quevedo, Izquierdo & Col, 2011).

A investigacdo experimental da depressdo em humanos €, em grande parte, eticamente
inviavel, assim, modelos animais de depressdo foram desenvolvidos para esse fim (Willner,
1991). O teste de nado forcado é um modelo muito utilizado para avaliacdo da atividade
antidepressiva com roedores (Porsolt, Le Pichon & Jalfre, 1977). Devido apresentarem
comportamento passivo (flutuacdo) durante o teste, num reteste 24 horas ap0s a primeira
exposicdo, podem ser reduzidos por meio de tratamento com drogas antidepressivas, o que
sugere algum elemento em comum com a depressdao humana. Sua grande utilizagcdo decorre
principalmente pela facil execucéo, fidedignidade dos resultados em varios laboratorios e sua
sensibilidade a acdo de quase todas as classes de antidepressivos existentes na atualidade
(Borsini & Meli, 1988; Cryan & Lucki, 2000).

1.4 Eletroencefalograma (EEG)

O cérebro exerce controle sob o0 organismo por meio da atividade coletiva de populacdes
de células nervosas, que disparam de forma sincrénica em diferentes situaces. E possivel
avaliar essa atividade coletiva por meio do eletroencefalograma (EEG), que é o registro da
diferenca de potencial elétrico entre dois pontos do SN (Pavéo, 2010).

O registro grafico das oscilagbes dos potenciais elétricos do SN denomina-se
genericamente de oscilograma. Sua forma mais conhecida é o EEG. Em animais, € obtido
implantando-se eletrodos diretamente sobre a superficie cortical (eletrocorticograma — EcoG)
ou no, interior do encéfalo. Geralmente, os eletroscilogramas de gatos, ratos e outros animais
de experimentacdo sdo detectados por eletrodos dispostos em derivacGes bipolares. Antes da
implantacdo de eletrodos para registro dos eletroscilogramas, é necessaria a determinacéo
precisa das posi¢des dos pontos nas quais se deseja implanta-los. A cirurgia de implantacéo de
eletrodos permite o registro simultaneo de diferentes areas do encéfalo e de diversas unidades
motoras (Tufik, 2008).
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Portanto, o EcoG registra a atividade na superficie ou no interior do cortex cerebral e o
EEG, a atividade de milhGes de neurénios na superficie do cranio. A escolha dessa regido para
esse estudo, deve-se ao fato de que no cortex cerebral, representado pela massa cinzenta, no
qual ficam localizados os neur6énios, a leitura eletroencefalografica através de dois eletrodos,
nada mais é do que uma andlise amostral da atividade cerebral, comparando potenciais de acéo
(voltagem e frequéncia) entre dois pontos equidistantes do cérebro do rato (cortex motor

primario e do giro pré-central).

2 Objetivos
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2.1 Objetivo geral

A proposta deste trabalho serd estudar as alteracdes eletroencefalograficas e
comportamentais apds a utilizacdo de dexametasona e fluoxetina, em modelo animal

experimental submetido ao nado forgado.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar as forcas cerebrais captadas pelo eletrocorticograma dos animais apds 24 horas
da aplicacdo de dexametasona, 4,0 mg/kg, por via intraperitoneal;

e Auvaliar através do eletrocorticograma as forcas cerebrais apos sete aplicacGes de
dexametasona, 4,0 mg/kg i.p. e comparar com 0s animais controle e tratados
agudamente;

e Analisar a agdo antidepressiva da fluoxetina e ag&o depressiva da dexametasona, sobre
0 comportamento de ratos, no Teste do Nado Forgado (TNF);

e Auvaliar o perfil glicémico dos animais antes e ap0s a utilizacdo da dexametasona;
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3 Metodologia

3.1 Local

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Farmacologia e Toxicologia de produtos
naturais Instituto de Ciéncias Bioldgicas — Universidade Federal do Para (ICB — UFPA) em

parceria e orientacdo do Prof. Dr. Moysés Hamoy (ICB — UFPA).

3.2 Animais

Foram utilizados oitenta e um ratos Wistar machos adultos, pesando entre 200 a 250 g. Os
animais foram obtidos do biotério central da Universidade Federal do Pard, e mantidos no
Biotério de Experimentacdo do Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos
Naturais, em ambiente com temperatura regulada (25 — 28°C), ciclo claro-escuro de 12 horas.
Os animais foram alimentados ad libitum. O procedimento experimental foi submetido e
aprovado pelo comité de ética e pesquisa em animais de experimentacdo da Universidade
Federal do Pard (CEPAE-UFPA), sob parecer n® 100/2005.

e Neste trabalho onde se 1€ “cronico”, considera-se “subcronico”.
Foram formados nove grupos de nove animais: controle agudo, dexametasona agudo,

controle crénico, dexametasona crénico ou dexametasona, controle negativo, controle positivo,

sham dexametasona, fluoxetina e fluoxetina/dexametasona, conforme Figura 11.

X
[ I I I 1 I I I 1
CONTROLE [DEXAMETASONA CONTROLE Di):{%hﬁfgésglﬂ\w CONTROLE CONTROLE SHAM FLUOXETINA JFLUOXETINA/DE|
AGUDO AGUDO CRONICO DEXAMETASONA NEGATIVO POSITIVO [DEXAMETASONA XAMETASONA

Figura 11: Organograma dos Grupos
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A dexametasona foi administrada na dose de 4 mg/kg i.p. 24 horas antes do registro
eletrocorticografico para o grupo agudo. Para o grupo cronico, ou simplesmente grupo
dexametasona, foi administrada durante sete dias a cada 24 horas na dose de 4 mg/kg i.p. Cada
um com seu grupo controle, controle agudo (CA) e controle cronico (CC), respectivamente. O
grupo sham dexametasona corresponde aos animais que receberam 7 dias de tratamento com
injecOes de solugdo fisiologica por via i.p. no equivalente volume da dexametasona. A
fluoxetina foi administrada na dose de 5 mg/kg por via oral, com ferramenta semelhante a sonda
orogastrica, procedimento de gavagem, também por sete dias, para o grupo fluoxetina. O grupo
dexametasona/fluoxetina corresponde ao grupo de animais que foram tratados conjuntamente
com essas duas drogas, nas mesmas doses ja descritas anteriormente, dexametasona na dose de
4 mg/kg i.p. e fluoxetina na dose de 5 mg/kg por via oral, por sete dias (Figura 12). As doses
elevadas de dexametasona e a dose padrédo de fluoxetina administrada foram determinadas por
meio de célculo alométrico.

Além disso, foi definido o grupo controle negativo (animais ingénuos ao teste) e o grupo
controle positivo (animais ensinados a fazerem o teste) para o inicio do TNF. Apos sete dias o
TNF foi realizado, e ap6s o término foram realizados os registros eletrocorticograficos que
serviram de comparagdo aos grupos experimentais. O volume de urina dos animais foi medido
apos o tratamento agudo e crdonico com dexametasona. A descricdo temporal do experimento
foi descrita na figura 12.

12 dia 22 dia 32 dia 49 dia
.
T T T T
~
*Administracao *Registro EcoG (dexa, CC,
Dexametsona sham dexa, fluox, CP,CN e

*Registro EcoG (dexa

*
(agudo/crénico/fluoxetina agudo/controle agudo) TNF (CP) EUOX(/jdexa)ﬂe TNI::Ldeé('s,
) Fluoxetina (fluox e fluox- sham dexa, tluox, (P, e
fluox/dexa)

dexa) e SF (sham dexa)
_

Figura 12: Desenho experimental. Descri¢do cronoldgica do projeto.



37

3.3 Procedimentos para a implantacéo do eletrodo

Os animais foram anestesiados com uma associacgéo de Xilazina (5,0 mg/kg Valée - Montes
Claros, MG, Brasil) e Quetamina (50 mg/kg Koding Santana de Parnaiba, SP, Brasil) por via i.p.
Apo6s o animal apresentar perda de reflexo interdigital foi fixado no aparelho esteriotaxico
(Figura 13), para a implantacédo de eletrodos. O procedimento foi iniciado com a tricotomia da
pele da regido da cabeca, com adequada assepsia, sendo feito a infiltracdo de lidocaina a 2%
(Hipolabor Sabara, MG, Brasil) no local da inciséo cirdrgica que contem 3,0 cm rostro-caudal
na linha mediana, expondo a superficie 6ssea do cranio (Figura 14). A lidocaina também foi
aplicada no conduto auditivo externo para reduzir os efeitos da pressdo das barras do
esteriotdxico. Apos a exposi¢do do o0sso do cranio foram realizadas duas perfurages com
aparelho odontologico, obedecendo as coordenadas esteriotdxicas — 0,96 mm posterior para
bregma, + 2 mm latero-lateral (hemisférios direito e esquerdo) (Paxinos & Franklin, 2005),
onde foram implantados os eletrodos em aco com 1 mm de didmetro e acomodados na
duramater, fixados e isolados com acrilico autopolimerizante de uso odontoldgico (Resinas
Acrilicas Pd Classico LTDA) e Acrilico Auto Polimerizante (JET Cléassico LTDA).

Figura 13: Esteriotaxico
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Figura 14: Procedimentos para implantagdo do eletrodo. O
animal foi anestesiado, fixado no esteriotaxico, no qual foi
realizado procedimento cirdrgico (incisdo longitudinal), onde
foi possivel visualizar o Bregma.

3.4 Delineamento experimental

Os registros eletrocorticograficos foram feitos ap6s o primeiro dia, para 0S grupos
dexametasona agudo e controle agudo. Ap6s o sétimo dia, para 0s grupos dexametasona de uso
crénico, controle cronico, controle negativo, controle positivo, sham dexametasona, fluoxetina
e fluoxetina/dexametasona. Os eletrodos conectados a um sistema de aquisicdo de dados,
composto por um amplificador de alta impedéancia (Grass Technologies, P511), monitorado por
um osciloscopio (Protek, 6510), os dados foram continuamente digitalizados em uma taxa de
1,0 KHz por um computador equipado com uma placa de aquisicdo de dados (National
Instruments, Austin, TX) os dados serdo armazenados em disco rigido e, processado através de
um software especializado (LabVIEW express). O eletrodo de registro estava localizado no
lado direito do hemisfério, e do lado esquerdo o eletrodo de referéncia. Todo o experimento foi
executado dentro da gaiola de Faraday. Ap6s 10 minutos de acomodacdo, a partir desse
momento foi captado o EcoG durante 15 minutos. Os registros do controle serdo feitos com
protocolos semelhantes utilizando solugéo fisioldgica 0,9% m/V em equivalente ao obtido para

0S grupos experimentais.

3.5 Teste do nado forgado (TNF)
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Para este teste comportamental foram utilizados os seguintes grupos: grupo 1 que foram
tratados com dexametasona de maneira cronica, ou, simplesmente, dexametasona, grupo 2
como sham dexametasona (animais controle tratados com solucéo fisiolégica), grupo 3 como
controle negativo (animais ingénuos), grupo 4 como controle positivo (animais ja submetidos
ao TNF), grupo 5 que foram tratados com fluoxetina, e grupo 6 que foram tratados com
fluoxetina e dexametasona, concomitantemente.

O padrdao do TNF foi executado conforme Lucki (1997). Os ratos foram testados em
cilindros de PVC preto (50 cm x 22 cm), com agua a 30 cm de profundidade e temperatura
média de 25 + 2°C, sendo 15 minutos para cada animal (Figura 15). Ao fim do teste, o0 animal
era tirado do cilindro e secado com um pano. Entre cada teste, a &gua do cilindro era trocada,
apos a limpeza com alcool (70%). Os ratos foram filmados para o registro comportamental e
gravados em computador. Foi contado o tempo perdido em cada um dos seguintes
comportamentos: flutuacdo (completa imobilidade ou movimentos suaves, apenas o suficiente
para manter o nariz/cabeca acima da superficie da agua); escalada (movimentos vigorosos com
as patas dianteiras acima da superficie da agua ou contra a parede do cilindro); natacdo (o
animal se movimenta dentro do cilindro com o corpo na horizontal, sem quebrar a superficie da
agua com as patas dianteiras. Também foi considerado natacdo quando o animal manteve o
corpo abaixo da superficie da &gua). Tudo foi registrado por um observador treinado, que
computou duas vezes uma amostra de sessoes, obtendo concordéncia intra-observador acima
de 85%.

Figura 15: Teste do Nado Forcado (TNF).
Fonte: Abelaira, Réus & Quevedo, 2013.

3.6 Analise de dados
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Para as andlises dos sinais adquiridos uma ferramenta foi construida usando a linguagem
de programagédo Python versdo 2.7. As bibliotecas Numpy e Scipy foram usadas para o
processamento matematico e a biblioteca Matplolib para os graficos. A interface grafica foi
desenvolvida utilizando a biblioteca PyQt4.

Os graficos de amplitude demonstram a diferenca de potencial entre os eletrodos de
referéncia e de registro. Nos sinais foram observadas 1000 amostras por segundo. Os
espectogramas foram calculados usando uma janela de Hamming com 256 pontos (256/1000
segundos), cada quadro foi gerado com uma sobreposicdo de 128 pontos por janela. Para cada
quadro a densidade de poténcia espectral (PSD) foi calculada pelo método peridograma média
de Welch. O histograma de frequéncia foi gerado pelo primeiro calculo do PSD do sinal usando
a janela de Hamming com 256 pontos, sem sobreposicdo, com o PSD, resultando um
histograma construido com caixas de 1,0 Hz. Para analisar a diferenca entre os experimentos,
um gréafico com a média e desvio padrdo de PSD de véarios experimentos foi construido, cada
onda do gréfico foi gerada a partir de um conjunto de testes, onde o PSD foi gerado e calculado
a média e o desvio padrédo de cada grupo, par o calculo da janela PSD Hamming foi usado 256

pontos sem sobreposicao.

3.7 Analise estatistica

As comparacdes dos valores de poténcia foram feitas usando o teste t ndo-paramétrico e

nédo pareado usando um software GraphPad Prism ® 5. Um valor de p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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4 Resultados

4.1 Analise eletrocorticografica dos grupos controle agudo e dexametasona agudo

CONTROLE AGUDO
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Figura 16: Representacdo de distribui¢do de energia no espectograma ap6s a administracéo aguda de dexametasona
obtido dos grupos de animais controle agudo e agudo (nove ratos cada) apds dose aguda (24 h) 4 mg/kg i.p. de
dexametasona. Frequéncias entre 0 e 50 Hz (p<0,05).
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4.2 Andlise eletrocorticografica dos grupos controle cronico e dexametasona crdnico ou

CONTROLE CRONICO

dexametasona
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Figura 17: Representacdo de distribuicdo de energia no espectograma ap6s a administragdo cronica de
dexametasona obtido dos grupos de animais grupos controle crénico e dexametasona ou crnico (nove ratos cada)
apos dose cronica de dexametasona (sete dias), 4 mg/kg i.p. Frequéncias entre 0 e 50 Hz (p<0,05).

No estado basal se tem o espectograma dos animais agudos e ja na primeira dose de
dexametasona pode ser observada a distribuicdo de energia no espectograma em uma condi¢do
aguda (Figura 16). Apds a utilizacdo de dexametasona por um periodo de sete dias 0s animais

apresentaram diferencas mais marcantes no espectograma que demonstra distribuicdo de
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energia em frequéncias mais baixas no cérebro em depresséo devido ao uso prolongado de GC
(Figura 17).
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Figura 18: Graficos comparativos entre os grupos dexametasona (agudo e cronico) e controles. Para p<0,05. Em
A temos a comparacdo das forgas cerebrais dos grupos dexametasona agudo e controle agudo, evidenciando
menores médias de amplitudes para o grupo agudo (0 a 50 Hz). Em B temos a comparagdo das forgas cerebrais
dos grupos dexametasona crénico e controle crnico, onde também é apresentado menores médias de amplitudes
para o grupo cronico (0 a 50 Hz). Em C * Indica comparacdo entre os grupos controle agudo (3,672 + 0,3482
mV2/Hz x 10-3) e agudo (0,7549 * 0,2427 mV?/Hz x 10-3), ocorrendo diminui¢do nas amplitudes cerebrais do
grupo agudo, # Indica comparacdo entre os grupos controle crénico (3,498 + 1,269 mV2/Hz x 10-3) e crdnico
(0,4557 £ 0,1737 mVV4/Hz x 10-3), que também demonstra a diminuicéo nas amplitudes cerebrais do grupo cronico.

O gréfico de distribuicdo de frequéncia demonstra que ocorre alteracdes compativeis com
o funcionamento cerebral depressivo com animais apdés o contato agudo com GC,
demonstrando menores médias de amplitudes nas frequéncias correspondentes (Figura 18 A).
O gréfico de distribuicdo de frequéncia utilizando doses cronicas de GC demonstraram
diminuicdo de amplitude das forgas cerebrais quando comparados com o grupo controle em que
foi administrado solugéo fisioldgica no volume equivalente ao da dexametasona. Na figura 18
C, sdo apresentados os dados de forma linear mostrando as médias de frequéncia acumulada
para o controle do estado agudo foi de 3,672 + 0,3482 mV?/Hz x 103. Para o grupo em que foi
administrado dexametasona de forma aguda a média de amplitude foi de 0,7549 + 0,2427
mV2/Hz x 10 o que demonstra diferenca estatistica entre os grupos indicando que ocorre
diminuicdo nas amplitudes cerebrais apds a primeira dose de dexametasona. A média de

amplitude para registros eletrocorticograficos do grupo controle crénico foi de 3,498 + 1,269
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mV2/Hz x 10" e 0 grupo dexametasona cronico teve média de 0,4557 + 0,1737 mV?/Hz x 103
demonstrando a diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controle (Figura 18 B).
N&o houve diferenca estatistica entre os registros eletrocorticograficos quando se relacionou o

uso de dexametasona de forma aguda e cronica.

4.3 Analise do espectograma e a distribuicéo de forca nas frequéncias de 4 a 10 Hz (Forca
Theta)
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Figura 19: Forca Theta e Espectograma. p<0,05. Em B temos o espectograma que demonstra a distribuicdo de
forca nas frequéncias de 4 a 10 Hz. Em A o grafico demonstra a amplitude nas frequéncias acumuladas na for¢a
Theta (4 a 10 Hz), * Indica comparacgdo entre os grupos controle agudo (1,031+ 0,1083 mV?/Hz x 10°%) e agudo
(0,2825 + 0,04856 mV?/Hz x 10°%), evidenciando uma reducéo desta forca no grupo agudo. # Indica comparagdo
entre os grupos controle crénico (0,7231 + 0,259 mV2/Hz x 10-%) e crénico (0,09095+ 0,03175 mV?/Hz x 10°%) que
também evidencia uma reducéo desta forga no grupo cronico.

Os registros eletrocorticograficos apresentaram diferencas na forca Theta, o controle
agudo apresentou média de 1,031 +0,1083 mV?/Hz x 107 e a utilizacio aguda da dexametasona
apresentou média de 0,2825 + 0,04856 mV?/Hz x 1073, esses resultados demonstraram
diferengas estatisticamente positivas tendo uma reducgdo de 72,59% em relagdo ao controle.
Para o grupo tratado cronicamente o controle foi de 0,7231 + 0,259 mV?/Hz x 10 e o grupo
tratado cronicamente com dexametasona teve média de 0,09095+ 0,03175 mV?/Hz x 103, o
que demonstra diferenca estatistica em relacdo ao controle. Ao comparar a administracdo de

dexametasona agudo de cronico, ndo houve diferencas estatisticas, porém houve uma tendéncia
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para a diminuigéo da forca Theta para administragdo cronica da dexametasona (Figura 19 A).
Essa relacdo pode ser observada nos graficos de distribui¢do de energia (Figura 19 B).

4.4 Andlise do espectograma e a distribuicao de forca nas frequéncias de 20 a 50 Hz (Forca

Gamma)
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Figura 20: For¢ca Gamma e Espectograma. p<0,05. Em B temos 0 espectograma que demonstra a distribuicdo de
forga nas frequéncias de 20 a 50 Hz. Em A o gréafico demonstra a amplitude nas frequéncias acumuladas na forca
Gamma (20 a 50 Hz), * Indica comparagéo entre os grupos controle agudo (0,9127 + 0,1525 mV?/Hz x 10) e
agudo (0,181 * 0,06273 mV?/Hz x 10%), evidenciando uma reducdo desta forca no grupo agudo. # Indica
comparagdo entre os grupos controle cronico (0,6552 + 0,2078 mV?/Hz x 10%) e cronico (0,1226 + 0,05060
mV?/Hz x 10-%) que também evidencia uma reducdo desta forca no grupo cronico.

Os registros eletrocorticograficos apresentaram diferencas na forca Gamma, o controle
agudo apresentou média de 0,9127 + 0,1525 mV?Hz x 102 e a utilizacio aguda da
dexametasona apresentou média de 0,181 * 0,06273 mV?/Hz x 1073, esses resultados
demonstraram diferencas estatisticamente positivas tendo uma reducéo de 80,16% em relacao
ao controle. Para o grupo tratado cronicamente a média do controle foi de 0,6552 + 0,2078
mV2/Hz x 107 e o grupo tratado cronicamente com dexametasona apresentou média de 0,1226+
0,05060 mV?/Hz x 1073, o que demonstra diferenca estatistica em relacdo ao controle. Ao
comparar a administracdo de dexametasona aguda de cronica, ndo houve diferencas estatisticas,

porém, houve uma tendéncia para a diminuicao da forca Gamma para administracdo crénica da
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dexametasona (Figura 20 A). Essa relacdo pode ser observada nos espectogramas de
distribuicdo de energia na Figura 20 B.

4.5 Andlise do comportamento depressivo observado no TNF
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Figura 21: Comportamento depressivo. Demonstra os dias de tratamento e a constatagdo do comportamento
depressivo no grupo controle e tratado com dexametasona, na dose de 4 mg/kg i.p., ambos 0s grupos com nove
ratos. Ha diferenga estatistica ao sétimo dia de p<0,05.

O comportamento depressivo foi constatado nos animais submetidos a dexametasona,
através de teste comportamental em nado forcado, apds o tratamento de sete dias, em que 0s
animais entraram no quadro depressivo, usando como parametro o tempo de imobilidade
conforme literatura vigente. Desta forma foi fixado o periodo de sete dias de tratamento para
os testes comportamentais. Também foram quantificadas as alteraces eletroencefalicas dos
animais submetidos a dose aguda (24 h) de tratamento e comparado com a dose crbnica que

corresponde a sete dias de tratamento.

4.6 Analise comportamental dos grupos controle positivo e controle negativo,

dexametasona e sham dexametasona, fluoxetina e fluoxetina/dexametasona
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Figura 22: Graficos dos grupos no TNF (A) e EcoG (B). p<0,05. Em A * Indica comparagdo entre os grupos CN
(35,11 £ 16,01s) e CP (19,7 £ 23,59s), apresentando aumento da média de imobilidade para o grupo CP, # Indica
comparacéo entre os grupos dexametasona (180,2 + 24,03s) e sham dexametasona (55,89 * 22,67s), evidenciando
aumento da média de imobilidade (depressdo) para o grupo dexametasona, ** Indica comparacéo entre 0s grupos
fluoxetina (45,33 + 23,26s) fluoxetina/dexametasona (169,8 + 24,5s) demonstrando aumento do tempo de
imobilidade, e ndo reversdo pela fluoxetina dos efeitos da dexametasona e do grupo fluoxetina/dexametasona. Em
B temos o gréfico de amplitude para as frequéncias até 50 Hz (EcoG), * Indica comparacéo entre os grupos CN
(3,221 + 0,3827 mV?/Hz x 10%) e CP (0,5372 + 0,3361 mV?/Hz x 107%), demonstrando diferenca entre o grupo
deprimido (CN), com aumento da amplitude, e do grupo ndo deprimido (CP), pela aplicacdo do TNF, # Indica
comparagdo entre 0s grupos dexametasona (0,56224 + 0,2819 mV?/Hz x 10-%) e sham dexametasona (2,718 *
0,5074 mV?/Hz x 10'%) evidenciando uma menor amplitude do grupo dexametasona e, consequentemente uma
atividade cerebral reduzida pelo uso crdnico. ** Indica comparacdo entre 0s grupos fluoxetina (2,661 + 0,5850
mV?/Hz x 10-%) e fluoxetina/dexametasona (0,4758 + 0,2514 mV?/Hz x 10-%) apresentando aumento da amplitude
para o grupo fluoxetina, constatando sua ag&o isolada, e a amplitude diminuida do grupo fluoxetina/dexametasona
mostra que a fluoxetina ndo reverteu a acdo da dexametasona, ## mostra que ndo houve diferenca significativa,
entre as amplitudes dos grupos dexametasona (0,56224 + 0,2819 mV?/Hz x 107°) e fluoxetina/dexametasona
(0,4758 + 0,2514 mV?/Hz x 10®) evidenciando que a fluoxetina ndo conseguiu reverter o estado depressivo
causado pela dexametasona.

O tempo de nado forgcado para os animais controle negativo (animais ingénuos) teve média
de tempo de imobilidade de 35,11 + 16,01 segundos, 0s animais controle positivo apresentaram
média de imobilidade de 191,7 + 23,59 segundos, esse quadro de imobilidade é um indicativo
de depressao. O grupo dexametasona cronico teve média de 180,2 + 24,03 segundos indicando
que o animal apresenta comportamento depressivo ap0s administracdo crénica com
dexametasona. O grupo sham dexametasona corresponde aos animais que receberam sete dias
de tratamento com injecdes de solucdo fisiologica por via i.p. no equivalente volume da
dexametasona e indicam média de tempo de imobilidade 55,89 + 22,67 segundos ndo

demonstrou caracteristicas de depressdo. O grupo fluoxetina teve media de tempo de 45,33 +
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23,26 segundos, demonstrando que o grupo ndo ficou depressivo. No grupo em que se
administrou dexametasona de forma cronica e se avaliou a possibilidade de reverter o quadro
depressivo com a fluoxetina a média de tempo de imobilidade foi de 169,8 + 24,5 segundos,
indicando que a fluoxetina ndo teve efeito sobre a depressao ocasionada pela aplicacdo cronica
de dexametasona (Figura 21 A).

Para analise das forcas cerebrais atraves das amplitudes obtidas dos registros
eletrocorticogréaficos para cada grupo pode ser feito uma relacdo da diminuicdo da amplitude
com quadros de depressdo observados apos 0s testes. Para o grupo controle negativo teve média
de 3,221 + 0,3827 mV?/Hz x 107, ja o controle positivo indicou média de 0,5372 + 0,3361
mV2/Hz x 1073, mostrando diferenca entre 0 grupo com comportamento depressivo e ndo
depressivo pela aplicacdo do TNF. O grupo que recebeu dexametasona cronicamente
apresentou média de amplitude de 0,56224 + 0,2819 mV?/Hz x 103, o grupo submetido ao
estresse de aplicacdo pela via i.p. chamado de sham dexametasona apresentou média de
amplitude de 2,718 + 0,5074 mV2/Hz x 1073, a diferenca entre as amplitudes comprova atividade
cerebral diminuida pela dexametasona. O grupo que recebeu fluoxetina teve meédia de
amplitude de 2,661+ 0,5850 mV/?/Hz x 10 comprovando a eficécia da fluoxetina no controle
da depresséo provocada pelo nado forgado. Para o grupo que recebeu dexametasona de forma
cronica e fluoxetina para reverter o quadro a média de poténcia foi de 0,4758 + 0,2514 mV?/Hz
x 103 como ndo existe diferenca estatistica entre o0s grupos dexametasona e
dexametasona/fluoxetina, a fluoxetina ndo conseguiu reverter o quadro depressivo ocasionado
pela dexametasona (Figura 21B).

Alguns estudos sugerem que o TNF pode ndo representar um modelo fidedigno para o
desenvolvimento de um quadro depressivo em modelos experimentais. Borsini and Meli (1988)
e O’Neill and Valentino (1982) afirmam que a imobilidade dos animais, a qual representaria o
“desespero comportamental” € representativa de um quadro de adaptabilidade dando a ideia de
que esses animais “aprenderam” que ¢ impossivel escapar, ou seja, se familiarizaram com o
ambiente. Entretanto, em nosso estudo refutamos tais dados diante da observacéo dos resultados
eletrofisiologicos os quais demonstram uma diminuicéo das forgas cerebrais caracteristicas de
um quadro comportamental depressivo. E, ainda, a fluoxetina ndo obteve o efeito esperado que
seria a reversdo do quadro depressivo, devido provavelmente uma alteracdo no eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal, diferente dos dados encontrados nos estudos de Borsini and Meli
(1988) onde encontramos referéncias da acéo positiva de antidepressivos em modelos animais

de depressdo no TNF.
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4.7 Anédlise dos niveis de glicose e urina nos grupos controle, agudo e cronico
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Figura 23: Glicose e Urina. p<0,05. Em A * mostra 0 aumento nos niveis de glicose plasmatica dos grupos
dexametasona agudo (178,4 + 15,95 mg/dL) e cronico (178,2 + 19,91 mg/dL). E em B * mostra que houve aumento
no volume urinario do grupo dexametasona crénico (9,720 +1,156 mL).

Durante o experimento foi feita a avaliacdo da glicemia plasmatica nos animais submetidos
ao tratamento agudo e croénico. No grupo controle a média de glicemia foi de 87 + 5,05 mg/dL,
para 0s animais tratados agudamente foi de 178,4 + 15,95 mg/dL, o que demonstra uma rapida
elevacdo da glicemia plasmatica apds a dose de GC aplicado, para o grupo tratado cronicamente
a média foi de 178,2 £ 19,91 mg/dL, o que comprovou diferenca estatistica entre 0 grupo
controle e os grupos tratados agudo e cronico (Figura 22 A).

Também foi medido o volume de urina para os grupos. O grupo controle apresentou média
de 8,110 +1,050 mL, apds o tratamento de uma dose aguda de GC foi obtida a média de 8,256
+ 1,590 mL e para o grupo tratado cronicamente o volume médio de urina foi de 9,720 £+ 1,156
mL. Os resultados demonstraram que durante o uso cronico de dexametasona houve aumento

no volume de urina dos animais (Figura 22 B).
4.8 Uso de GC tem acéo na hiperglicemia em roedores

A administragdo crénica de dexametasona em ratos resulta em hiperglicemia (Pinheiro et
al., 2009; Wang, 2005; Benatti & Lancha, 2007), sendo que outras pesquisas realizadas nas
mesmas condicGes também mostram resultados semelhantes e que a principal alteracéo

metabolica do excesso de cortisol é a resisténcia insulinica de maneira tempo-dependente
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(Matos, Moreira & Guedes, 2003; Santos, Rafacho & Bosqueiro, 2007). Os GC inibem a
captacdo de glicose pelos tecidos periféricos e estimulam a gliconeogénese e a glicogendlise,
além disso, aumentam o nivel plasmatico de glicose e proteinas totais (Vegiopoulos & Herzig,
2007). Estudos em humanos que fazem uso cronico de GC, também apontam para
hiperglicemia, resisténcia a insulina e intolerancia a glicose (Kim, Yoo, Lee & Chung, 2011;
Lasang & Hustak, 2011; American Diabetes Association, 2012; Gonzalez-Gonzalez et al.,
2013).

A avaliacdo da glicemia plasmatica no grupo controle em comparagdo com 0s animais
tratados aguda e cronicamente demonstrou uma rapida elevacdo da glicemia plasmatica ap6s a
dose de GC aplicada (Figura 22 A). No presente estudo, foi avaliada a glicemia plasmética dos
animais submetidos ao tratamento agudo e crénico de dexametasona, bem como foi medido o
volume urinario que evidencia também individuos com sinais de hipercortisolismo apresentam
um quadro de poliuria, polidipsia e polifagia (Rom&o & Antunes, 2012). Foram constatadas a
elevacdo da glicemia plasmatica e 0 aumento no volume urinario dos roedores, sendo estes
resultados compativeis com a literatura cientifica vigente de Pinheiro et al. (2009), Wang
(2005), Benatti e Lancha (2007), sobre os efeitos colaterais do uso de GC e consequentemente

da dexametasona.

4.9 Uso de GC potencializa o perfil de depressdo no TNF

O tratamento GC de forma cronica modela um estado ansioso e deprimido, como
constatado pelo nosso estudo em ratos. O instinto de sobrevivéncia animal testado no nado
forcado implica que o animal depende nao apenas da capacidade de responder ao estresse, mas
também, de memorizar e integrar informacdes aprendidas para responder as demandas similares
no futuro (Finsterwald; Bourdeau & Lacroix, 2015). Niveis adequados de cortisol e GC
enddgeno, sdo necessarios para suprir as necessidades fisicas, mas também, contribuem para a
capacidade de memorizacdo, aprendizado e performance cognitiva. Porém, em quantidade
excessiva ou insuficiente prejudica tais condigdes (Stephens & Wand, 2012).

Em nossos resultados sugere que no grupo que utilizou dexametasona de forma cronica
entrou em depressdo, visto que, o tempo de imobilidade no TNF foi maior neste grupo (Figura
21 A). Semelhancas entre caracteristicas de depressdo/ansiedade e distirbios associados aos
niveis de GC elevados foram relatados por diversos estudos (Scheline, 1996; McEwen, 1999;

Grippo et al., 2005; Popa et al., 2008). Este resultado é corroborado com o valor das médias de
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amplitude das forgas cerebrais os quais foram estatisticamente menores no grupo dexametasona
apos o teste de nado fogado, em contraste com o grupo que utilizou solucédo salina no controle
e no grupo que utilizou somente fluoxetina (Figura 21 B).

No grupo dexametasona de nosso estudo que € caracterizado pelo uso cronico desta droga,
pode ser comparado com varios estudos que recentemente tem confirmado que a exposicéo
cronica aos GC induz ansiedade e depressdo em roedores (Stone & Lin, 2008; Gourley et al.,
2008; Murray, Smith & Hutson, 2008).

Estabelecendo uma associacao ao quadro humano, estudos mostram que niveis aumentados
de cortisol diurno representam um fator de risco para o desenvolvimento da depresséo. Seus
niveis variam de acordo com as caracteristicas individuais e a severidade da depressao (Dienes,
Hazel & Hammen, 2013). Outra teoria levantada na literatura cientifica afirma que aumento da
atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal que envolve niveis de GC elevados ¢é
considerada uma alteracdo neurobioldgica chave na depressdo maior (Antonijevic, 2006). Essa
alteracdo no eixo endocrino € semelhante a0 modelo depressivo induzido pela aplicacdo
exogena de GC realizada pelo nosso estudo.

Tiemensma et al. (2010) afirma que a depressdo maior foi o distdrbio psiquiatrico mais
comumente encontrado em pacientes com doenca de Cushing em remissdo, doenca
caracterizada pelo excesso de cortisol (GC enddgeno) circulante no organismo, em
concordancia com os resultados da revisdo de estudo feita descrevendo os disturbios
encontrados nos estados de hipercortisolismo de Pereira, Tiemensma e Romijin (2010). De
forma semelhante, Denis (2009), em seu estudo ao usar os GC cronicamente por trés semanas
em ratos, constatou uma deterioracdo do estado revestimento, uma diminuicdo do
comportamento de limpeza e um ritmo circadiano achatado com reducdo das atividades em
gaiolas. Estes sintomas sdo semelhantes aos induzidos por estresse croénico no qual sdo
identificados niveis elevados de cortisol (Surget et al., 2008). De forma semelhante em
humanos um subconjunto de doentes deprimidos com anedonia e cortisol elevado, disfuncoes
cognitivas e distor¢des de negligencia pessoal é relatada por Morgan, Mitchell and Jablensky
(2005).

4.10 Uso de GC provoca alteragdes no EcoG
A exposicdo cronica aos GC leva a alteragdes estruturais e funcionais no cérebro por

mecanismos ainda desconhecidos e que permanecem mesmo depois de cessado o estimulo

(Tiemensma et al., 2010). Essas modificagbes podem ser visiveis de acordo com 0S Nnossos



52

resultados eletrocorticograficos. Estruturas do SL como o hipocampo e a amigdala séo
modificadas pela exposicdo a grande quantidade de cortisol por causa da grande densidade de
receptores de GC mineralocorticoides e por exercerem funcdes importantes na geracdo da
resposta ao estresse (Burkhardt et al. 2015).

Os mecanismos pelos quais os GC afetam a atividade neuronal permanece desconhecido;
todavia, foi sugerido que esteroides produzidos localmente no cérebro (denominados neuro-
esteroides) podem regular a excitabilidade neuronal. Em modelos de roedores, a administracdo
de doses muito altas de GC diminui a sobrevida e a funcdo dos neurénios do hipocampo. Em
associacao a essas alteracdes, observa-se também uma redugdo da memdria. Em um estudo
realizado em seres humanos, 0s niveis basais de cortisol exibiram uma correlagao direta com
atrofia do hipocampo e a ocorréncia de déficits de meméria (Laurence, Bruce & Bjorn, 2011).
O hipocampo estrutura participante do SL esta intimamente relacionado com a amigdala,
estruturas essas responsaveis pelo comportamento.

Os receptores de GC, que sao responsaveis pelo inicio da acdo farmacoldgica dos GC tem
ampla distribuicdo no SNC e concentram-se principalmente nas estruturas limbicas como a
amigdala e o hipocampo, duas areas relacionadas a geracdo de memdoria de situacGes de estresse,
medo e ameaca (Finsterwald & Alberini, 2013) além de serem locais relacionados a cognicéo
e aprendizado. Essas areas tém comunicacdo por vias aferentes e eferentes com o cortex
entorrinal, temporal, pré-frontal, cingulado e subiculo, presentes no neocértex e sdo passiveis
de leitura da sua atividade elétrica através do EcoG. Individuos com depressdo apresentam uma
maior densidade de receptores GC na amigdala e hipocampo (Lucassen, Oomen, Schouten
& Fitzsimons, 2016). Essas alteragdes estruturais e funcionais provocadas por GC podem
interferir na atividade elétrica cerebral de acordo com nossos resultados, no qual hd uma
modificacdo no potencial de campo do cortex dos roedores estudados nas nossas condi¢des
experimentais com uso de dexametasona. Os receptores de GC também sdo encontrados nas
células gliais (astrocitos e microglias) responsaveis pela resposta imune do SNC e interferem
na comunicacao sinaptica e neuroplasticidade (Rial et al., 2016). Essa interferéncia pode ser
responsavel pela modificacdo da atividade elétrica cerebral ja que ela depende da comunicagédo
sinaptica entre dendritos e ax6nios e a formulacdo de novas vias de comunicacgdo através da
neuroplasticidade.

Em nossos resultados o uso de GC nas doses aguda e cronica provocaram alteraces no
EcoG (Figura 18, 19 e 20). As alteragdes no EcoG séo visiveis, ja desde as forgas cerebrais
mais baixas (Figura 19) até a fracdo mais alta, fragdo Gamma (Figura 20), com reducdo das

médias de amplitude nos grupos agudo e crénico. A reducdo das medias de amplitude nas forcas
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Theta e Gamma nos grupos agudo e cronico sugerem maior possibilidade de depressé@o nestes
ratos em funcdo do uso da dexametasona, devido as amplitudes das forcas cerebrais serem
compativeis com uma atividade elétrica cerebral menor.

Ha uma relagcdo ao comparar 0s nossos resultados eletrocorticograficos e comportamentais
(Figura 21) no qual observamos uma relacdo inversamente proporcional com tempo de
imobilidade (Figura 21 A) com as médias de amplitude das forcas cerebrais (Figura 21 B).
Utilizando o TNF que é um modelo comportamental muito utilizado para a avaliacdo da
atividade antidepressiva em roedores (Porsolt, Le Pichon & Jalfre, 1977) ha muitos anos, temos
uma relacdo inédita da reducdo da atividade elétrica cerebral dos roedores com o tempo de
imobilidade aumentada no TNF (compativel com o comportamento depressivo), no qual temos
a comprovacao da alteracdo e reducédo da atividade elétrica cerebral provocada desde seu uso
na forma aguda até a utilizacdo cronica de dexametasona relacionada a potencializacdo do
comportamento depressivo demonstrada pelo TNF.

Curiosamente, de forma recente ndo foram encontrados outros estudos na literatura
cientifica que pudessem servir de comparag¢do com nossos resultados para investigar os efeitos

de GC na atividade elétrica cerebral em doses agudas e cronicas.

4.11 A fluoxetina ndo obteve efeito antidepressivo no TNF durante o uso de dexametasona

A acdo da fluoxetina quando administrada em ratos em doses terapéuticas, e através de
modestos regimes, resulta num aumento da natacdo e uma diminuicao da imobilidade (Slattery
& Cryan, 2012). Uma pesquisa mostrou que os efeitos antidepressivos da fluoxetina, como
observado no TNF, ndo sdo apenas dependentes da dose, mas também diferem quando
administrada de forma aguda ou cronicamente (Cryan Valentino & Lucki, 2005). Essa
diferenciacdo da forma de administracdo da fluoxetina é demonstrada em nosso estudo ao ser
utilizada cronicamente por sete dias obtendo seu efeito antidepressivo. De um modo geral,
varias doses baixas de fluoxetina sdo ineficazes quando administradas de forma aguda, mas
eficazes quando administradas cronicamente, normalmente por um periodo de 14 dias (Cryan,
Valentino & Lucki, 2005). A administragdo cronica de 1,2 e 5 mg/kg de fluoxetina pode reduzir
significativamente a imobilidade, mas quando as mesmas doses sédo administradas de forma
aguda ou sub-crbnica (trés injecbes durante um periodo de 24 horas) nenhum efeito
antidepressivo é observado (Detke, Johnson & Lucki, 1997). Em relacéo ao nosso estudo temos

a constatagéo do efeito antidepressivo utilizando a dose de 5 mg/kg.
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Como os resultados da acdo da fluoxetina verificados no TNF para avaliar depende da dose
e a forma de administragcdo, comparamos nossos resultados com o estudo semelhante de Denis
(2009), no qual temos em seus resultados a reversdo da depressdo com fluoxetina apds o uso
crénico de GC, usando corticosterona (5 mg/kg) por 4 semanas seguido por 3 semanas de
fluoxetina (18 mg/kg/dia) no qual foi revertido o estado depressivo de ratos confirmados por
testes como campo aberto e nado forgado. Essa diferenca de resultados pode ser explicada pela
diferenca de materiais e métodos utilizados nos dois estudos. O GC utilizado no nosso estudo
foi a dexametasona em alta dose definida por calculo alométrico (4 mg/dia), por via
intraperitoneal por sete dias, como também o uso concomitante de fluoxetina (5 mg/kg) desde
o0 primeiro dia de tratamento com dexametasona por também sete dias. A dexametasona tem
um potencial GC maior que a corticosterona e € a que mais interfere no eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal sendo sua acdo dependente da dose e duracédo do tratamento.

A utilizagdo de GC como a dexametasona tem acdo antidepressiva no SNC e a agéo
antidepressiva dos ISRS como a fluoxetina ndo tem efeito terapéutico em roedores quando
administrados concomitantes com os GC, sendo essa relacdo evidenciada em nossos estudos
(Figura 21). Diferentemente do estudo de Denis (2009) que utilizou corticosterona seguida de
fluoxetina, sugere-se que esta diferenca € evidenciada pela diferenca entre nossos estudos
devido a utilizacdo de GC diferentes e tempo de administracdo, ja que essas drogas possuem
metabolizacdo e excrecdo diferentes. A interacdo farmacoldgica que ocorre entre a
dexametasona e a fluoxetina quando utilizadas ao mesmo tempo pode ser explicada pela acédo
nuclear dos GC ao ligarem-se a proteinas receptoras especificas os tecidos-alvo para regular a
expressdo dos genes responsivos aos GC, modificando, assim, os niveis e o conjunto de
proteinas sintetizadas pelos varios tecidos-alvo, entre eles o do SNC. Apos a ligagdo do ligante,
os receptores de GC dissociam-se de suas proteinas associadas e dirigem-se até o nucleo, onde
interage com sequéncias especificas do DNA dentro das regides reguladoras dos genes afetados.
Os mecanismos pelos quais os receptores de GC ativam ou regulam negativamente a transcri¢cao
sdo complexos e ndo estdo totalmente elucidados (Laurence, Bruce & Bjorn, 2011). J& em
relacdo aos efeitos dos farmacos ISRS evocam mecanismos adaptativos ou reguladores que
aumentam a eficicia da terapia. Estas respostas incluem aumento da densidade ou sensibilidade
do receptor adrenérgico, aumento do acoplamento receptor-proteina G e a sinalizacdo de
nucleotideos ciclicos, inducdo de fatores neurotroficos e aumento da neurogénese no
hipocampo (Schimidt & Duman, 2007). Os efeitos antidepressivos persistentes dependem da
inibicdo continua de transportadores de 5-HT ou aumento da neurotransmissdo serotonérgica

alcancada por um mecanismo farmacologico alternativo (Benmansour, Cecchi & Morilak,
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1999; Zhao, Baros & Zhang, 2008), resultando em mais 5-HT residente na sinapse durante um
longo periodo de tempo. Uma evidéncia convincente sugere que a sinalizagdo continua através
de 5-HT aumenta a expressdo de determinados produtos de genes a jusante, em particular o
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), que parece estar relacionado com o mecanismo
final da agdo desses farmacos (Sen, Duman & Sanacora, 2008). Essa producdo de fatores a
jusante de genes é que pode estar prejudicada com a utilizagdo concomitante de GC, assim
como, a sintese de receptores de 5-HT e suas proteinas carreadoras, ja que foi demonstrado que
a acao de GC é nuclear e regula negativamente a transcricdo génica, assim como,
consequentemente, a atividade neuronal responsavel pelo comportamento, humor e memdria.

Infelizmente, nem as teorias anteriores de sub-regulacdo dos receptores monoaminérgicos
e sinalizacdo alterada nem as teorias atuais de neurogénese e modulacdo de fatores
neurotroficos levou ainda a novos tratamentos antidepressivos. Os receptores do glutamato,
neurocinina, hormoénio de liberacdo da corticotropina e ciclicos e nucleotideo ciclico
fosfodiesterases podem ser alvos potenciais para o desenvolvimento de novos farmacos
antidepressivos (O’donnell & Zhang, 2004; Rakofsky, Holtzheimer & Nemeroff, 2009; Witkin,
Marek, Johnson & Schoepp, 2007; Zarate, Singh & Carlson, 2006).
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5 Discussao

O uso de GC provoca alteracdes no EcoG nas doses aguda e crbnica sugerindo maior
possibilidade de depressao nestes ratos em funcdo do uso da dexametasona devido as faixas das
forcas cerebrais serem compativeis com uma atividade cerebral menor.

O uso de GC causa depressdo no TNF devido ao uso de dexametasona em nosso estudo,
visto que, o tempo de imobilidade no TNF ter sido maior neste grupo.

A fluoxetina ndo obteve efeito antidepressivo no TNF ap0s o uso de dexametasona
mostrando que que seus efeitos antidepressivos, como observado no TNF, ndo sdo apenas
dependentes da dose, mas diferem quando administrada de forma aguda ou cronicamente e
administracdo concomitante com GC.

O uso de GC causa hiperglicemia nos animais tratados agudamente e cronicamente

demonstrando uma elevacao da glicemia plasmatica ap6s uso de GC.



57

6 Consideracoes finais

A fluoxetina, classificada como um medicamento antidepressivo do tipo ISRS, deveria
agir na reversdo do quadro comportamental depressivo induzido nos modelos experimentais
desse trabalho, inibindo a recaptacdo de serotonina na fenda sinaptica realizada pelos
receptores 5-HT. Entretanto, concluimos em nosso trabalho que sua acao foi anulada devido a
uma possivel alteracdo no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal o qual estaria envolvido na
dessensibilizacdo do receptor 5-HT1A, localizado no corpo celular da célula pré-sinaptica,

ocasionando a recaptacdo de serotonina presente na fenda sinéptica.

Inibidoves da recaptacio-de 5 -HT

Desenssibilizagao?
Triptofano

luoxetina

e outros
ISRS

'Canais. 5.HT
iobnicos ¥
DAG, IP, Na*

2A, 2D

Figura 24: Representacdo esquematica da nulidade da acdo da fluoxetina.
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