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APRESENTACAO

De acordo com o regulamento do Programa de PoOstgadd em Neurociéncias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, estedms;do de mestrado esta estruturada na
forma de coletanea de artigos cientificos contemsl@eguintes itens: o itefnintroducao
oferece as bases tedricas para o desenvolvimerdsskrtacdo; o iterd. Objetivosdefine a
hipétese do trabalho; o ite®. Artigo Cientifico contém a metodologia empregada no
trabalho juntamente com os resultados obtidos,usésm parcial e lista de referéncias
bibliograficas; o itemd. Discussdapresenta interpretacdes mais abrangentes sajre foi
apresentado no artigo cientifico; o ittmConcluséo e Perspectivaapresenta as conclusdes
do trabalho bem como propostas futuras; o i&nReferénciasapresenta a bibliografia

referente somente as citacdes empregadas na igiméuwna discussao do trabalho.
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RESUMO

A depressdo maior (DM) é a doenca psiquiatrica mhiaignosticada em adultos, com
carater crbnico e incapacitante. A Organizacdo Mainda Saude estima que 17% da
populacdo mundial seja acometida pela doenca. Batneuitos fatores relevantes na etiologia
da depressao, incluindo genéticos, inflamatériosuniolégicos, comportamentais e
ambientais, o estresse vem sendo considerado comaos principais para o surgimento e
desenvolvimento da depressédo. Por décadas a taoriaminérgica da DM foi usada para
explicar os substratos neuroquimicos da doenganderde base para o mecanismo de acao
dos farmacos antidepressivos (AD). Ha lacunas itaptes na teoria, que se refletem também
nos problemas com os ADs: longo tempo para melbbréca, baixa adesdo devido aos
efeitos adversos e, sobretudo, resultados indatigfa de respostas clinicas consistentes. A
descoberta de que a cetamina possui acdo antidepreapida e expressiva, chamou a
atencdo para a participacdo do sistema glutameténgista doenca. Tornou-se de interesse a
avaliacdo de drogas que modulam o sistema glutagiaiée sdo destituidas dos efeitos
adversos dos antagonistas glutamatérgicos semethantcetamina. Uma destas é a N-
acetilcisteina (NAC), com provas clinicas indicasda utilidade como droga adjunta na fase
depressiva do transtorno bipolar. Evidéncias préeels também mostram acgdo tipo-
antidepressivas de NAC. O objetivo desse estudagi@gar dados relevantes a elucidagéo do
valor do NAC para DM, através do modelo de estres8erico imprevisivel (UCMS), um
modelo com validades de face, construto e prediE@oam avaliados: estado do pelo,
corticosterona plasmatica, glicemia e imunorredéiie da proteina glial fibrilar acida
(GFAP) hipocampal. O UCMS levou a degradacéo dageeh dos animais, a aumento nos
niveis de corticosterona e diminuicdo dos niveigli®mia; ndo houve alteragdo em GFAP.
NAC e imipramina minimizaram a degradacdo da petageduzida pelo UCMS, mas
nenhuma das drogas alterou corticosterona ou gkceédnefeito de NAC sobre a degradacéao
do pelo induzida pelo UCMS é um dado relevantgug este € um parametro consistente do
UCMS. Inconsisténcias nos outros parametros usuddmeonsiderados neste modelo, e a
auséncia de medida especifica de correlato anienahddonia, impedem uma conclusao mais
clara da avaliacdo de NAC no UCMS. O estudo apoeta as lacunas que devem ser sanadas,
tais como doses e tempo de administracdo, par&dgryzrovas clinicas que elucidem o valor
de NAC para o tratamento da DM.
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ABSTRACT

Major depression (MD) is the psychiatric conditiomost frequently diagnosed in
grownups, characterized by chronic and incapacgatiaits. The World Health Organization
estimates that 17% of the world population willfeuffrom MD. Among the many factors
relevant to MD etiology, including genetic, inflaratory, immunologic, behavioral and
environmental, stress have been considered asfahe major ones for the emergence and
development of MD. For decades, the so called monwagic theory of MD was used to
explain the neurochemical substrates for the désesexving as basis for the mechanism of
action of antidepressive drugs (AD). There are g gaps in this theory, which are
reflected in the AD downsides: long latency fonial benefits, poor adhesion due to adverse
effects and, above all, unsatisfactory clinical comes. The discovery that ketamine
possesses rapid and marked antidepressive prapedied attention to the participation of
the glutamate system in MD. It became of interestvaluate drugs that modulate glutamate
but devoid of the adverse effects common to glutaraatagonist such as ketamine. One of
this is N-acetylcysteine (NAC), with clinical praodf usefulness as add on medication for the
depressive phase of bipolar disease. Pre-cliniddeace also indicate NAC antidepressive-
like properties. The purpose of this study wasdd eelevant data to the elucidation of the
value of NAC for treating MD, through its evaluatiat the unpredictable chronic mild stress
(UCMS) model in mice, one with accepted face, auestand predictability validities. The
fur state, serum corticosterone, glycaemia, andntimeunoreactivity of the hippocampal glial
fibrilar acid protein (GFAP) were assessed. The &ikduced fur degradation, increase in
glucose levels and diminished corticosterone; ndKBEhanges were observed. NAC and
imipramine minimized the UCMS-induced fur degradatibut none of the treatments altered
corticosterone or glycaemia. The effects of NACtbe degradation of the fur induced by
UCMS is a relevant result, since this parametaoissistent with this model. Nevertheless,
the inconsistencies of the other parameters usteltign into account with this experimental
model and the lack of specific measure of a pr@mémal correlate of anhedonia, preclude a
clear conclusion on the effects of NAC in the UCMSis study points to knowledge gaps
that need to be resolved, such as dose and ducdtioeatment, in order to subsidize clinical
proofs that can decide on the value of NAC forttrepMD.



1. INTRODUCAO

Depresséao: definicao e relevancia

A depressdo maior (MD) é um transtorno psiquiatg@/e que apresenta um carater
cronico debilitante sendo, atualmente, a doenggujgrica mais comumente diagnosticada
em adultos. De acordo com a organizacao mundishdde (OMS), sdo cerca de 121 milhdes
de pessoas diagnosticadas com depressdo ao redomuholo, 0 que representa
aproximadamente 17% da populacdo mundial (WORLD HEAORGANIZATION, 2008).

O estudo Global Burden Disease Study tem comoiwbjsistematizar as informacdes
de casos néo fatais na avaliagdo do status de datgt®a populacdo; para isso, usa medidas
com base no tempo de anos de vida saudaveis perdalado a mortalidade prematura ou
anos vividos com alguma incapacidade (com pesomvess segundo a gravidade da
incapacitacdo). De acordo com o Global Burden Biseztudy em sua versao atualizada em
2004 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008), a depressamaior ocupa a terceira
posicdo no ranking das doencas incapacitantes.t@cesisa a unidade de comparacao
“DALYS”, da sigla de Disability Adjusted Life Yearsendo que a depressédo maior contribui
com 4,3% dos DALYS globais, atras apenas de infescg@spiratérias (6,2%) e doencas
diarreicas (4,8%). A estimativa € que em 2030, @edsao maior venha a ocupar a primeira
posi¢do, com estimados 6,2% dos DALYS. Considerapudono ano 2000 a depressao ja foi
a quarta doenca em termos de gastos em todo miWHEMER et al., 2004) — com um gasto
estimado em 83,1 bilhdes de dolares apenas noddsdilnidos da Ameérica — a estimativa do
Global Burden Disease Study parece ser bastanisipé, o que reforca a necessidade de
maior atengdo dos 6rgdos de salde publica pareargaem questao.

De acordo com o Manual Diagndstico e Estatistico Tdenstornos Mentais da
Associacao Psiquiatrica Americana, 42 edicdo, teawsado (DSM-IV-TR) (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000), a depressdo € damxada por uma série de
sintomas clinicos (vide Quadro 1). Para confirmag@aliagnostico € necesséria a presenca
de no minimo cinco dos sintomas listados — sendo penos um dos sintomas humor

deprimido ou anedonia — com duracdo minima de ske@msnas.



Quadro 1 — Sintomas clinicos da Depressao Maior

Humor deprimido na maior parte do dia

Acentuada diminuicdo do interesse ou prazer enstodajuase todas as atividades (anedonia)
Perda ou ganho significativo de peso

Insénia ou hipersonia

Agitacao ou retardo psicomotor

Fadiga ou perda de energia

Sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva adéquada

Capacidade diminuida de pensar ou concentrar-gadeaisao

© ® N o g~ wDd P

Pensamentos de morte recorrentes

Fonte: DSM-IV-TR(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000)

As principais mudancas e respectivas definicde®raraxdas no curso clinico da
depressao podem ser vistas no quadro 2. A reculzeéag objetivo terapéutico almejado. No
entanto, os riscos de recaida para um novo quagn@skivo sdo altos e, infelizmente, cada

recaida aumenta a dificuldade no tratamento dagdoen

Quadro 2 — Etapas clinicas vistas na depresséo easidefinicdes

Termos Chaves Definicdo

Episodio Definido como tendo um certo nimero de sintomas por
um certo periodo de tempo, totalmente sintomaicg. (
critério DSM-IV-TR).

Remissao Remissao parcial, onde o individuo ndo é maisrtwate
sintomatico, mas apresenta apenas sintomas minimos.
Remissao total € um breve periodo (2 — 8 semamas o
o individuo é assintomatico, com ndo mais do que

sintomas minimos.

Resposta Remissdo total ou parcial devido a intervencdo via
tratamento.
Recuperacao Definido como remisséo total, livresidomas por um

certo periodo (>8 semanas). Designa uma recupetsEgao
um episadio.

Recaida Um retorno antecipado de sintomas apdés uma respost
positiva, preenchendo os critérios da sindrome &etep
que ocorre durante o periodo de remisséo.

Retorno Refere-se a um novo episédio, o que s6 pode ocorrer

durante uma recuperagao.

Fonte: Richards, Derek 2011 — Prevalence and alicimurse of depression: A review



Fatores etiolégicos da depressao

Diferentemente de outras doencas cronicas e pateramte fatais — como, por
exemplo, a diabetes tipo Il — a depressdo contiselado considerada uma doenca
multifatorial, para a qual ainda ndo se conhecearaniente as causas etiologicas. Muitos sédo
os fatores ja considerados e estudados que podexsan envolvidos na etiologia da
depresséao, incluindo fatores genéticos, inflamasgrimunologicos, comportamentais e
ambientais (PALAZIDOU, 2012). Dentre os diverso$offes etioldgicos, o estresse vem
sendo considerado como um dos principais composerara 0 surgimento e
desenvolvimento da depressédo (KRISHNAN E NESTLHERS82 e dada a sua relevancia para
este trabalho sera aqui mais elaborado que ossoutro

Todos os organismos vivos buscam um equilibriordiod, ao qual chamamos de
homeostase (DE KLOE®# al., 2005). Podemos definir estresse como sendo ugralgpo de
estimulo externo que pode causar alteracbes ngsdéoeo. E sabido que os organismos
apresentam uma série de mecanismos que tem pdivobjeanter a homeostase e, dessa
forma, permitir a adaptacdo do organismo a difeerdituacoes e, em ultima analise, a
sobrevivéncia. Da-se a esses mecanismos o nomestiesa, termo cunhado a partir do grego
e que literalmente significa “atingir o equilibradravés da mudanca” (MCEWEN, 2007).
Pode-se dizer que o termo alostase esta bem erdpragacontexto fisiolégico uma vez que,
para manter a homeostase, sdo necessarias muasngdisersos sistemas corporais, seja
mobilizando reservas energéticas, alterando rota@sioldgicas ou modificando
comportamentos. Os mecanismos alostaticos inelitavee acabam por causar algum
desgaste ao organismo, devido aos esforcos neiosspara a execucdo e manutengcdo dos
mesmos. Denomina-se carga alostatica o conjunteféiss, ou desgaste, provocados pelos
mecanismos alostaticos. Em resumo, existe um podesoldgico em que o0 organismo, ao
perceber algum estimulo externo como sendo um egesttessor, mobiliza mecanismos
alostaticos que reestabelecem a homeostase, maaogqueesmo tempo determinam um
aumento da carga alostéatica durante este prodesse.processo fisiologico age de maneira
coordenada, de forma que a homeostase seja atirgpidamente e com a menor carga
alostética possivel (MCEWEN, 2007).

Existem, contudo, situacdes em que 0os mecanisnostditos ndo agem da forma
como deveriam, ocasionando um aumento excessivadesgaste corporal. Respostas
alostaticas fora do padrdo ideal podem ocorrer idergshs maneiras: ha casos em que o

organismo responde exacerbadamente ao estimuéssstr assim como ha casos em que o



organismo responde de forma insuficiente ao estiresiressor; em alguns casos o estimulo
estressor é tao forte que pode desestabilizar edampénte os mecanismos alostaticos; e ha
também situacdes em que esses mecanismos naoaermamo esperado, agindo de forma

prolongada e causando um desgaste cada vez maiogausmo (MCEWEN, 2007).

Podem-se dividir os principais mecanismos fisialégi de resposta ao estresse em
dois tipos de acordo com a velocidade de respasta: resposta rapida e de curta duragéo,
mediada principalmente pelo sistema vegetativoma vesposta mais lenta e prolongada,
mediada principalmente pelo eixo hipotalamo-pitiatéadrenal (eixo HPA). O cérebro é o
principal mediador desses dois tipos de resposta,wez que é o responsavel pela percepcao
do estimulo externo e sua classificagdo como sendmdo um estimulo estressor. Ao
perceber o estimulo estressor, o cérebro passseachear tanto 0s mecanismos de resposta
rapida como 0s mecanismos de resposta lenta. Asespapida se da através da ativacao do
sistema neurovegetativo simpético, com liberacdo odd¢ecolaminas, principalmente
noradrenalina. Tal liberacdo leva ao conhecido atestde fuga ou luta”, incluindo
vasoconstricao periférica, aumento da frequéncidiaza e do fluxo sanguineo para cérebro e
musculo esquelético (permitindo dessa forma, gs@ngue circule mais rapidamente levando
mais oxigénio e nutrientes aos locais mais nedessd@o contexto), sudorese, diminui¢cdo da
motilidade gastrointestinal, entre outras respogtesvisam a adaptacao e sobrevivéncia do
organismo. A resposta lenta € mediada principalengmla ativagcdo do eixo HPA: a
percepcdo do estresse leva a liberacdo do horntibeiador de corticotrofina (CRH) pelas
células do nucleo paraventricular (PVN) do hipot@aque irdo interagir com receptores
localizados na hipdfise anterior. A agdo do CRHadh a producéo e liberagdo do hormonio
adeno-corticotrofico (ACTH), que liberado na ciegdo sanguinea estimula a liberacdo de
horménios glicocorticoides pelo cortex da glandadmenal. A ativacdo do eixo HPA leva,
portanto, a liberacdo de cortisol em humanos, semdmrticosterona o equivalente em
roedores. Os hormonios do eixo HPA fazem retroetit®cdo negativa sendo que o aumento
de ACTH, CRH e cortisol levam a uma diminuicao idarfacdo dos mesmos no hipotalamo,
hipodfise e glandula adrenal (KYROU & TSIGOS, 2009).

Quando o estresse € muito exacerbado ou demasiaampelongado, ha uma
hiperativacdo do eixo HPA, o que pode resultar érnas alteracdes fisioldgicas danosas ao
organismo. A hiperativacdo pode levar a um quadrcexcesso de liberagdo de cortisol,
também conhecido como hipercortisolemia, que atzasrios problemas, como por exemplo,
alteracbes no metabolismo de carboidratos e hgdertda glandula suprarrenal, além de

alteracdes no sistema nervoso central. Dentre iasigmis areas encefalicas afetadas pela



hipercortisolemia esta o hipocampo, uma estrutimbita que possui alta densidade de
receptores glicocorticoides e por isso apresentarmansibilidade aos efeitos do excesso de
cortisol. A estimulacdo excessiva dos receptoreogrticoides e mineralocorticoides no
hipocampo leva a diminuicdo do volume total do bgopo, uma vez que 0 excesso de
cortisol acarreta perda neuronal;, modificacOes ohdgicas nesta regido também podem ser
observadas como, por exemplo, a diminuicdo dosnlespi dendriticos de neurbnios
hipocampais (para uma revisao completa sobre mtmsster SAPOLSKY, 2000).

Hoje ja se reconhece que a hiperativacdo sustedimaaxo HPA esta intimamente
relacionada com a fisiopatologia da depressaooiJéelatado que pacientes com depressao
apresentaram niveis aumentados de CRH no liqufdétoomquidiano (FLORIG al., 2007;
NEMEROFFet al., 1984), bem como um aumento no niumero de célelagtoras de CRH
no hipotalamo (BACet al., 2008; RAADSCHEEREet al., 1994). Aléem disso, ha dados na
literatura mostrando que pacientes deprimidos aptams alteracées na secrecdo de cortisol
(CARROLL et al., 2007) bem como hiperplasia da glandula supra rg¢BESING et al.,
2011). Estudos mais recentes de ressonancia memmétatam que o volume encefalico
encontra-se diminuido quando comparado com o docéfi@ controles saudaveis
(CAMPBELL et al., 2004), corroborando achadpest mortem que mostraram que essa
reducdo ocorre principalmente nas areas do corg@frgntal (PITTENGER E DUMANN,
2008), giro do cingulo, hipocampo (LEEal., 2002) e amigdala (BARDEN, 2004) .

Além da perda neuronal, a hipercortisolemia tamlgode causar alteracoes em
células da glia, o que pode contribuir para a rédup volume encefalico vista em pacientes
com depressao maior (SAPOLSKY, 2000). Dentre asla®lda glia, acredita-se que as
alteracdes ocorridas em astrécitos possam ser tamdtologico na depressdo maior ja que
astrocitos apresentam um importante papel ao neguiaicroambiente do sistema nervoso
central: regulacdo no metabolismo de glicose, c¢apta de neurotransmissores
(particularmente glutamato), desenvolvimento e nagp das sinapses e manutengcao da
barreira hematoencefélica sdo atividades em queticipacdo dos astrécitos é crucial. Um
dos principais marcadores utilizados para avalifungéo astrocitaria é a proteina fibrilar
glial acida (GFAP), uma proteina presente no coijoeteto dos astrécitos importante em
diversos processos como, por exemplo, comunicagiidac H& estudos mostrando que
estresse cronico leva a alteracdes na densidadmerm de GFAP em areas relevantes, tais
como cortex pre-frontal e hipocampo (BANASR et2008, 2010; CZEH et al., 2006).

Outra questdo importante esta no fato de o estsessam forte desencadeador de

relapso em pacientes em remissao: altos niveisodisal sdo fatores que predispdem



possiveis recaidas para um novo episodio depre@di@RRIS et al., 2012). Além disso, de
maneira interessante, mesmo eventos estressoresrd® intensidade sdo capazes de fazer
com que pacientes em remissédo possam evoluir parsouo quadro depressivo. Acredita-se
gue o estresse e a depresséo estejam relaciormtldf@arma que com o desenvolvimento do
guadro depressivo ocorra uma progressiva vulnétallg ao estresse; assim, gradativamente
eventos estressantes de menor relevancia sejatiestds para induzir recaida em pacientes
em remissdo (MONROE & HARKNESS& al., 2005). O fato é relevante ja que se estipula
que cada episodio depressivo aumenta gradativaroernseo de recaidas futuras: 60% dos
individuos que ja experimentaram um episédio degpregecaem para um segundo episédio;
70% dos que ja tiveram dois episodios recaem paratarceiro; e cerca de 90% dos
individuos que ja obtiveram trés ou mais episo@icgbam por apresentar recaidas futuras
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000; SOLOMON etal 2000).
Considerando que a recaida é um dos principaidgmals envolvendo a depresséao, os dados
fortalecem ainda mais a participacao do estressiolagia da depresséo.

Bases neuroquimicas da depresséo

Durante a chamada “década de ouro da farmacologrdtfe os anos 1950 e 1960,
comecaram a surgir as primeiras teorias envolvewndo possiveis mecanismos e
neurotransmissores envolvidos na patologia da dsfioe (LOPEZ-MUNOZ & ALAMO,
2009). Durante esse periodo foi visto que a adimagido de iproniazida, inicialmente
sintetizada para tratamento de tuberculose, e ggamina, que inicialmente especulava-se
pudesse possuir propriedades antipsicéticas, iadumielhora no quadro clinico de pacientes
diagnosticados com depressdo maior. A iproniazga @or inibir a enzima monoamina
oxidase (MAO), enzima responsavel por degradar asrfanogénicas, incluindo a serotonina e
a noradrenalina. Ja a imipramina atua principalment inibir a recaptacdo de noradrenalina
e serotonina e, dessa forma, aumentar a dispalatlédi desses neurotransmissores na fenda
sinaptica. Aliando-se a esses dados as observdedgse a reserpina, um antipsicotico e anti-
hipertensivo que age por depletar as vesiculascalatainérgicas de neurdnios poés-
ganglionares, possui acdo pro-depressiva foi cunbaioria monoaminérgica da depressao
(LOPEZ-MUNOZ & ALAMO, 2009).

A teoria monoaminérgica estipula que a depress@ugada por um desequilibrio nos
sistemas serotoninérgicos e noradrenérgicos, déomiala que exista uma diminuicdo na

disponibilidade de serotonina e noradrenalina mmags sindptico. A insuficiéncia destes



transmissores, e consequentemente da ativacacejsores pds-sinapticos, seria responsavel
pelos sintomas observados da depressao. Assimiauijdo da transmissdo noradrenérgica
para o cortex pré-frontal seria responsavel pdtasagbes na concentracdo e na dificuldade
de pensamentos, uma vez que a atividade noradieméngssa area € responsavel por
modular a atencdo; a diminuicdo da transmissédadremérgica para areas limbicas, como o
hipocampo e a amigdala, seria responsavel peltmsrsas emocionais e pelas alteragbes como
fadiga e perda de energia. Da mesma forma, a digdiouna atividade das projecdes
serotoninérgicas resultaria em: a diminuicdo notegorfrontal seria responsavel pelas
alteracdes no humor enquanto que a diminuicdo ew@sdimbicas seria responsavel pelos
sintomas de ansiedade, inutilidade e culpa; al&sodineurbnios serotoninérgicos no tronco
encefalico também modulam os centros do sono, oegpkca os sintomas de insbénia ou
hipersonia presentes na depressdo. Durante mmjfmta teoria monoaminérgica se mostrou
como a melhor explicagdo possivel para as basesqémicas da depressédo: 0os neurbnios
dos sistemas serotoninérgicos e noradrenérgicosgieam em nucleos do tronco enceféalico
(I6cus ceruleos e nucleos da rafe, respectivamengepjetam para areas encefalicas que se
apresentam alteradas em pacientes com depress&opneEisamente o cortex pré-frontal, a
amigdala e o hipocampo (KRISHNAN E NESTLER, 2008). entanto, com o passar dos
anos, foram sendo observadas situacdes que naompsee adequadamente explicadas
levando-se em conta apenas a hipotese monoamiaétgic exemplo disso € o fato de que,
apesar de a acao fisiologica dos antidepressivograscdentro de horas ap0s a primeira
administracdo, sdo necessarias de trés a quat@nasnpara o inicio do efeito terapéutico,
com a presenca de melhora no quadro sintomaticmeiaca. Como resultado, recentemente
vém surgindo teorias que se focam em outros passBugostratos neuroquimicos que
estariam subjacentes a depressao e, dentre ettasiaaglutamatérgica tem recebido a maior
atencdo nas Ultimas décadas. Estudos recentes steamono possivel envolvimento do
glutamato com a depresséo. Mitani e colaborad@@36(, ao analisar os niveis de diversos
aminoacidos presentes no plasma de 23 pacientesdepressdo maior, relataram que o0s
niveis de glutamato se encontravam aumentados smpacacdo ao plasma de 31 controles
saudaveis. De forma ainda mais interessante, $ta vima correlacéo positiva entre os niveis
aumentados de glutamato e a severidade dos sintd@adoenca. O mesmo padrao
envolvendo niveis de glutamato e severidade dersed foi visto em um estudo recente
analisando o liquido cefalorraquidiano de 18 paegenom depressao maior (GARAKAHI

al., 2012). Outros estudos tém fornecido evidéncias we @ tratamento com agentes



antidepressivos pode diminuir os niveis plasméatides glutamina em individuos com
depressdo (KUCUKIBRAHIMGLU et al., 2009; MAESet al., 1998).

O glutamato é o principal neurotransmissor exaitatéo encéfalo, envolvido nos
processos de migracdo neuronal, diferenciacdo, aigiion de axo6nios, neuroplasticidade,
sobrevivéncia e morte celular (SANACOR& al., 2012). No sistema nervoso central a
sintese de glutamina a partir de glutamato e andriere exclusivamente nas células da glia.
A glutamina possui importante papel como precudims aminoacidos glutamato e acido
gama amino butirico (GABA) em neurdnios excitatdre inibitorios, respectivamente. Em
neurdnios excitatérios, a enzima glutaminase toams glutamina em glutamato. O
glutamato é entdo liberado pré-sinapticamente e figdr-se a receptores ionotrépicos pos-
sinapticos como cainato, acido a-amino-3-hidroxnétil-4-isoxazole propionico (AMPA) e
N-metil-D-aspartato (NMDA). O glutamato também podeteragir com receptores
metabotropicos (MGLURS) pré e pds-sinapticos, godéraportantes na modulacdo de vias de
sinalizacdo glutamatérgicas. Os mMGLURs s&do sulidoséd em trés grupos funcionais
distintos baseados em suas homologias e cascatendducao de sinal: mGLURs do tipo 1
tem sua acédo através da ativacdo da fosfolipaseapeoducao de diacilglicerol; mGLURs
do tipo 2 e do tipo 3 estdo ligados a proteinasiitorias, e atuam por inibir a acdo da
adenilato ciclase e diminuir a concentracao de rfosfato de adenosina ciclico (AMPc). A
ativacdo de mGLURs pos-sindpticos é responsavehpdular a atividade de canais i6nicos,
podendo ter tanto acao facilitatoria quanto inigtoA ativacdo de mGLURS pré-sinapticos é
capaz de diminuir a neurotransmissdo glutamatérgeoaitatoria bem como a
neurotransmissao inibitéria mediada por GABA (NIGtAl., 2012).

O glutamato liberado é entdo recaptado pelas célda glia, através de
transportadores presentes nas membranas dos tastré@iexcesso de glutamato pode levar a
diminuicdo de neurogénese hipocampal, diminuicaesgpénhos dendriticos e morte neuronal
por excitotoxicidade, o que leva a diminuicdo dasexdes principalmente no hipocampo,
amigdala e cértex pré-frontal, as mesmas areas rocongtidas pela acdo do estresse e
envolvidas com a depressdo. Em realidade, j4 @ale a estimulacdo excessiva de
receptores glicocorticéides e mineralocorticéidagsada pela hipercortisolemia acarreta em
aumento na liberacdo de glutamato em diversas,&enado que o cortex pré-frontal parece
ser a area em que os efeitos do estresse induzemianaumento da liberagdo de glutamato
(MUSAZZI et al., 2010).

Considerando que a neurotransmissao glutamatéggieatreitamente regulada no

encéfalo, apresentando distribuicdo ampla e gepadal, quaisquer mudancas nos niveis de



glutamato podem levar a alteracdes ndo s6 em éreasvidas com estresse e depressdo
como também em conexdes envolvendo outros neusatiasores. Neurdnios
glutamatérgicos que se projetam para locus ceri@enscleos da rafe tém conexdes com
neurbnios serotoninérgicos e noradrenérgicos, ocegpkcaria como a teoria glutamatérgica
se relaciona com a teoria monoaminérgica (DRAGE., 2010).

Estudos recentes demonstram que a utilizacdo dagamstas de receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA, como a cetamina, ppsgao antidepressiva em pacientes
com depressao maior (BERMAM al., 2000), bem como efeito tipo-antidepressivo em
estudos pré-clinicos (MAEN@: al., 2008;YILMAZ et al., 2002). A acdo antidepressiva da
cetamina em doses sub-anestésicas se da rapidancenta de 2 a 3 horas apds a
administracdo, sendo que uma unica dose foi capanahter por cerca de uma semana a
melhora no quadro clinico dos pacientes analis@BBRMAN et al., 2000; MACHADO-
VIEIRA et al., 2009; ZARATEet al., 2006). Além disso, foi demostrado que os efeitos
antidepressivos produzidos pela cetamina ocorrémmesmo em pacientes refratarios as
terapias convencionais utilizadas na clinica (OSFR& al., 2005; ZARATEzet al., 2006).

Em modelos pré-clinicos foi visto que a acao aptielesiva de antagonistas de receptores
NMDA é também mediada por receptores do tipo AMPs&ndo que a utilizacdo
concomitante de antagonistas desses receptorepag de inibir a acdo da cetamina e
dizolcipina (MAENGet al., 2008). Outro estudo também demonstrou que argstnaicdo de
agonistas de receptores AMPA é capaz de exercio ¢fgo-antidepressivo nos testes de
nado forcado e suspenséao pela caudat(al., 2001). Baseada nestas e em outras evidéncias,
a teoria glutamatérgica propéem que a depressda sssultado primariamente de um
desequilibrio no sistema glutamatérgico em queupoitado, existiria uma hiperestimulacéo
de receptores do tipo NMDA e, por outro, uma hipgéo em receptores do tipo AMPA.

Apesar dos achados com cetamina, um dos problemaslidacdo de antagonistas de
receptores NMDA como possiveis medicamentos aredeyos é a sua ja conhecida acdo
psicotomimética. Em altas doses, antagonistas deptares NMDA, como a cetamina,
dizolcipina e fenciclidina, sdo capazes de indszitomas psicoticos ja bem documentados.
A sua utilizacdo em doses sub-anestésicas aprassria para 0S pacientes, uma vez que
nem todos podem se beneficiar imediatamente de wmea administracdo e possiveis
correcbes de doses podem vir a ser necessariaza-3ernecessaria, portanto, a busca de
novas drogas que possam modular o sistema glutajitatécom acdes terapéuticas na

depressao com melhor perfil de tolerabilidade eidade.
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Farmacos antidepressivos

A farmacoterapia atualmente utilizada no tratamelet estados depressivos envolve a
utilizacdo de farmacos heterogéneos que podem germpados de acordo com seus
mecanismos de agéo, tal como se segue (STAHL, 2002)

Inibidores da monoamina oxidasprimeiros antidepressivos a serem descobertos,

atuam por inibir a acdo da MAO. Antidepressivosswaitigos dessa classe, como iproniazida,
tranilcipromina e isocarboxazida, atuam de formas®letiva — inibindo ambos os subtipos A
e B da enzima — e irreversivel, inativando a enzidea forma permanente. Novos
medicamentos dessa classe possuem acfes maigasedeteversiveis como, por exemplo, a
maclobemida, que possui acao sobre a MAO A.

Antidepressivos triciclicosaassim denominados devido a presenca de trésemésia

estrutura quimica; atuam por inibir as bombas daptacdo de serotonina, noradrenalina e,
em menor extensdo, dopamina de forma ndo selethiguns triciclicos, como a
clomipramina, possuem maior poténcia para blogaedcaptacdo de serotonina, enquanto
outros, como a desipramina e a nortriptilina, agmesm acdo mais seletiva para noradrenalina.
Imipramina, maprotilina e protriptilina sdo outesmplos de membros dessa classe.

Inibidores seletivos da recaptacdo de serotonpossuem propriedades inibidoras

mais potentes e seletivas de recaptacdo de saratemh comparacdo aos antidepressivos
triciclicos, o que os tornou mais utilizados naipeaclinica. Fluoxetina, sertralina, paroxetina,
fluvoxamina, citalopram e escitalopram sdo membessa classe.

Inibidores seletivos da recaptacdo de noradrenaditueam por inibir de forma mais

potente e seletiva as bombas de recaptacdo derematida. A reboxetina é o principal
membro dessa classe.

Inibidores da recaptacdo de serotonina e noradn@nabssuem dupla acao, inibindo

a recaptacao de serotonina e noradrenalina de foram seletiva do que os antidepressivos
triciclicos. Venlafaxina e desvenlafaxina sdo aqiréssivos pertencentes a essa classe.

Inibidores da recaptacdo de noradrenalina e doganmiibem mais seletivamente a

recaptacdo de noradrenalina e dopamina. A buprapgon antidepressivo mais conhecido
pertencente a essa classe.
Antidepressivos atipicosconstituem um grupo heterogéneo de farmacos Guae n

possuem um mecanismo de acdo comum ou conhecidoo Evemplos de membros dessa
classe temos a mirtazapina (que possui atividadeést de antagonismo em receptores alfa 2

noradrenérgicos e também bloqueio de receptoregos@rérgicos) e a nefazodona (que
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possui antagonismo em receptores serotoninérgicaan®ém inibe a recaptacdo de
serotonina).

Reacdes adversas causadas pelo uso de medicametidepressivos sdo comumente
observadas (E SILVA, 2005). Antidepressivos tricid apresentam acdes anticolinérgicas e
anti-histaminicas, que séo responsaveis pelos sfitos adversos no sistema nervoso
autbnomo, tais como ressecamento da boca, destmmdoigastrico, sonoléncia, ganho de
peso e tonturas. Inibidores da recaptacdo de sémat@presentam menor prevaléncia de
efeitos adversos, mas néo total auséncia dos meserao que a disfuncdo sexual associada
a estes medicamentos é um dos principais motivasgabandono da terapia pelos pacientes
(MONTEJO-GONZALEZet al., 1997).

Como descrito acima, pode-se ver que a grande imamos medicamentos
antidepressivos utilizados na clinica possui meraos de acdo baseados na hipotese
monoaminégica apresentando, contudo, eficicia &etmp de valor discutivel. Apesar da
introducdo de cerca de 20 farmacos antidepressioosnercado desde a introdugdo da
imipramina na década de 50, estima-se que entae5806 dos pacientes ndo respondem bem
ao tratamento com antidepressivos (KEITNERal., 2006). O maior estudo aberto que
examinou a efetividade do tratamento farmacolodeaepressdo maior até hoje (STAR*D)
concluiu que menos de 1/3 dos pacientes obtevess@mdos sintomas com uma tentativa de
antidepressivo padrdo em 14 semanas de tratanfgpeoas depois de duas tentativas com
dois antidepressivos e quase 24 semanas de trata@enque metade dos pacientes com
depressdo maior teve remissdo dos sintomas, netidoe(SANACORAet al., 2008).
Considerando-se os dados epidemioldgicos desaitimea, a expectativa do aumento da
prevaléncia da depressao, e 0s custos pessoasass smplicados, o desenvolvimento de

antidepressivos com maior efetividade é de sumaritapcia.

N-acetilcisteina

A n-acetilcisteina (NAC) é um conhecido agente rtitico (cuja efetividade como tal
foi questionada por estudos recentes (DECRAMER. ., 2005) utilizado também em casos
de intoxicagdo por paracetamol (acetaminofeno).imadinente NAC tem recebido
consideravel atencdo no mundo académico devido em®mrobservadas atividades
psicofarmacologicas. Estudos recentes tém demdostautiidade de NAC em diversos
tipos de transtornos psiquiatricos (DEAN et al.1 20 Por exemplo, o uso de NAC resultou

na melhora de sintomas em pacientes em abstingacizo uso de cocaina (LAROV¢Eal.,
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2006), bem como da melhora de sintomas em paaenessquizofrenia (BERKt al., 2008),
transtorno obsessivo compulsivo (LAFLEWRal., 2006) e tricotilomania (GRANE al.,
2009). Relevante para este estudo NAC apresentasetatidepressivos em pacientes com
depresséao bipolar, com melhora dos sintomas dueafase depressiva da doenca (BERK
al., 2011, 2012; MAGALHAES: al., 2012). Apesar de ainda ndo haver estudos ctimiom
NAC envolvendo pacientes com depressao maior, dadpslinicos (ARENTet al., 2012;
FERREIRAEet al., 2008; LINCKet al., 2012; SMAGAEet al., 2012;) sugerem que a atividade
antidepressiva de NAC possa também ser verificadeatamento da depressao maior.

O mecanismo de acdo mais conhecido de NAC é a suabuicdo para as rotas
antioxidantes. NAC é um dimero de cistina que, neiomfisiolégico, aumenta a
disponibilidade de cisteina que € por sua vez uecypsor da glutationa (GSH), uma das
principais enzimas antioxidantes do organismo. Rleece-se hoje a relevancia do estresse
oxidativo em varias doencas do SNC, incluindo aekg@io. Tem sido relatado que estados de
estresse oxidativo e inflamacdo acompanham estddoslepressdao (KRISHNADAS &
CAVANAGH, 2012), e o carater antioxidante de NAGtamente seria relevante para sua
acdo enquanto antidepressivo. Em realidade AREN®l&boradores (2012) e SMAGA e
colaboradores (2012) reportaram que a atividapesantidepressiva de NAC em um modelo
de estresse cronico e nado forgado, respectivanferaen acompanhados pela diminuicéo de
parametros oxidativos. No entanto, NAC também posstros mecanismos de agdo que
podem estar relacionados com seus inesperadossefaicofarmacoldgicos. Além de suas
acOes antioxidantes, ja foi relatada acdo antndtoria de NAC — com diminuicdo nos
niveis de interleucinas de pacientes em hemodi@gs&SCIMENTO et al., 2010) — , bem
como sua atuacdo na modulacao da liberacao denglitdgdBAKEREet al., 2003), mecanismo
particularmente relevante no contexto desta dess@ot

Um dos mecanismos de acdo de NAC que determinamswlulacdo do sistema
glutamatérgico € sua atuacdo no trocador cistimafglato. Presente na membrana dos
astrocitos, o trocador cistina/glutamato é umaginat que, através de transporte ativo, tem
como funcao liberar glutamato do meio intracelylara o meio extracelular enquanto capta
cistina do meio extracelular. NAC aumenta a quanligdde cistina disponivel, o que modula a
atividade do trocador levando consequentemente aumento na liberacdo de glutamato
para o espacgo extracelular (BAKERal., 2003). Acredita-se que a grande maioria desses
trocadores (antiporter) estaria presente principaten em astrocitos, e que o aumento de
glutamato nessas areas levaria a um aumento ndaaiyv de receptores glutamatérgicos

metabotropicos, mais precisamente 0s receptoresi2if5lO receptores mGlu2/3 sdo auto
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receptores responsaveis principalmente por modufasistema de retroalimentacdo negativa
quanto a liberacdo de glutamato, e portanto um ataraa ativacado desses receptores (pelo
aumento de glutamato resultante da atividade awdamnto antiporter) leva a uma diminuicéo
da liberacédo de glutamato no espaco sinaptico. mssalacao glutamatérgica seria benéfica
em todos os tipos de psicopatologia em que se &ecam componente de hiperatividade
glutamatérgica, especialmente de ativacao de mmespNMDA (BAKEREt al., 2003).

De acordo com a teoria glutamatérgica da depregs&a, diminuicdo da liberacdo de
glutamato seria uma das possiveis causas do eatidepressivo de NAC. LINCK e
colaboradores (2012) demonstraram que a utilizatBidcNAC no modelo pré-clinico de
suspenséao pela cauda foi capaz de reduzir o tempmabilidade dos animais, da mesma
forma com o que ja havia sido visto na literaturatan modelo de nado forcado (FERREIRA
et al., 2008). De forma ainda mais interessante, onatéarhento dos animais com NBQX, um
antagonista de receptores AMPA, foi capaz de apolircompleto a acao antidepressiva de
NAC, enquanto que o pré-tratamento com NMDA foi amapde reverter o efeito
antidepressivo de NAC apenas parcialmente. Talteekuindica que a acdo antidepressiva de
NAC também envolva a ativacao de receptores glutagiaos do tipo AMPA. De acordo
com a literatura, moduladores positivos de recept&PA ndo sdo responséveis por ativar
esses receptores, mas sao capazes de diminuisendislizacdo destes na presenca de um
agonista (HASHIMOTO, 2010). Além disso, como ditatemiormente, receptores AMPA
também participam nas acdes antidepressivas dmiocateam modelos pré-clinicos.

Considerando o conjunto de dados clinicos e lpmé&os envolvendo NAC em
condi¢des psiquiatricas, bem como o corpo de evidémue reforca a teoria glutamatérgica
da depressao e a necessidade de se desenvolver faovacos antidepressivos, o objetivo
deste estudo é a analisar se NAC possui acao pregsva no modelo de estresse crbnico
moderado imprevisivel (UCMS). Este objetivo estiaaienado com a hipotese de que a
modulacdo do sistema glutamatérgico pela N-acgtiibei tem implicacdes clinicamente
relevantes para o manejo da depressdo maior. fHeppwnte serd verificado se NAC é
capaz de reverter as alteracdes induzidas pelolmadés como degradacdo do estado do
pelo, alteracdes em niveis de corticosterona, emlia e na imunorreatividade da proteina

GFAP, que séo correlatos animais de alteracoessunst depressdo em humanos.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Contribuir para a avaliacdo de N-acetilcisteina QYAomo farmaco antidepressivo,

avaliando a acdo deste no modelo de estresse @rommderado imprevisivel (UCMS) em
camundongos.

Objetivos Especificos

a) Avaliar os efeitos de NAC (10 e 25 mg/kg) na degead do estado do pelo em
camundongos BALB/c submetidos ao UCMS;

b) Avaliar os efeitos de NAC em niveis plasmaticosglieose e corticosterona em
camundongos BALB/c submetidos ao UCMS;

c) Avaliar os efeitos de NAC na expressao de GFAP gracampo de camundongos
BALB/c submetidos ao UCMS.
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3. ARTIGO CIENTIFICO

Garcia, CRL; Noetzold, N; Dalmaz, C; Achaval, M;Viax, LL; Elisabetsky, EEffects of n-
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Observagdo: sabemos que as instru¢des para subndssdtigo especificam que este néo
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figuras para facilitar a leitura.
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Abstract

Background: Major depression (MD) is a highly plewa and disabling psychiatric disorder.
Recent reports on the usefulness of N-acetylcyst¢MAC) as an add on drug in the
treatment of depression phases in bipolar disoraerwell as preclinical data pointing to
antidepressant-like properties of NAC, raised thsspbility that NAC could also be useful to
treat MD. Nevertheless, evaluations of the effeftSIAC in experimental models that better
correlate with major depressive disorder are scarhe aim of this study is to evaluate the
effects of NAC in the unpredictable chronic mildess (UCMS) model in mice, a model with
recognized face, predictive and construct validitMaterials and methods. BALB/c mice
were subjected to a 6 week UCMS protocol. The &fe¢ NAC (10 and 25 mg/kg) and
imipramine (20 mg/kg) on coat state, corticosterané glucose levels, and hippocampal glial
fibrillary acidic protein (GFAP) immunoreactivity eve evaluated. ANOVA-RM/ SNK or
one way ANOVA/ SNK were used as appropriateesults:. The UCMS protocol induced
progressive and significant degradation of the cstate over the 6 weeks; NAC and
imipramine partially prevented the UCMS-induced tcatate degradation. Significantly
higher corticosterone and decreased glycaemiadeanvete found in stressed mice, without
significant differences regardless of treatmenttie TUCMS protocol did not induce
significant changes in hippocampal GFARonclusions: This study indicates that NAC
presents antidepressant-like effects in the micéM8Gnodel, in regard to preventing the
stress-induced coat degradation. Though UCMS-irdlwmat degradation is considered as
one of the most consistent and significant consecpee of the UCMS, the lack of clear
effects of NAC in other UCMS parameters usuallysidered in an comprehensive analysis
of potential antidepressant properties of new ddaysot allow for a conclusive evaluation of
NAC in this model. This study nevertheless poiotshie validity of further studies to subsidy
clinical trials of NAC for MD treatment.

Keywords

Antidepressants; N-acetylcysteine; mice unpredietabronic mild stress; major depression
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1. Introduction

Major depression (MD) is the most commonly dieggd psychiatric disorder in adults,
with a global prevalence of 4.7% (Ferrari et aD12). The World Health Organization
estimates that MD will be the leading worldwide sawf disability by 2030. According to the
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disosdm its fourth revised edition, (DSM-1V-
TR), MD is characterized by a series of symptonthsas depressed mood, anhedonia, gain
or loss in weight, sleep disturbances, fatiguefiatities in focusing and suicide ideation
(with or without suicide attempts) (American Psytht Association, 2000).

For over 50 years the monoaminergic hypothetidepression has been the most
accepted explanation regarding the neurobiologyasebt to MD (Lopez-Mufioz and Alamo,
2009). The monoaminergic hypothesis stipulates that unbalanced monoaminergic
neurotransmission system, more precisely diminiskygthptic levels of noradrenaline and
serotonin, are responsible for the clinical sym@oof MD. Accordingly, the aim of the
psychopharmacology therapy in clinical use follotns reasoning, with the utilization of
drugs that target the monoaminergic system, sudhcslic, monoamine oxidase inhibitors
and selective serotonin reuptake inhibitors antidegants, with the final goal of restoring
adequate synaptic levels of the relevant neuratnédtess. Unfortunately, one of the principal
flaws of this approach is the fact that although nieurochemical effects of antidepressants —
by increasing the availability of neurotransmittéospostsynaptic receptors in the brain —
occurs almost immediately, three to four weeks me®ertheless necessary to attain a
clinically relevant improvement in symptoms. Everore disappointing is the estimates
showing that 30-50% of the patients fail to adhteréhe first choice of treatment (Keitner et
al., 2006), and that even after two treatmentgite and twenty four weeks 50% still failed
to achieve remission, as shown by the STAR*D, thegdst open label study on
antidepressant efficacy (Sanacora et al., 2008yeMecently, accumulating evidence points
to the key involvement of the glutamatergic systamthe physiopathology of MD
(Hashimoto, 2009; 2011). Reports of depressed rgatigresenting higher blood and liquor
glutamate levels in comparison to healthy controlenges in the glutamine and glutamate
ratio, positive correlations between high levelgloftamate and severity of MD symptoms, as
well as alterations in N-metil-D-aspartate (NMD#)d a-amino acid-3-hydroxi-5-methyl-4-
isoxazol propionic acid (AMPA) glutamate receptquspvided enough substrate towards a
glutamate hypothesis of depression (McCarthy et 2012; Sanacora et al., 2012). The
observations that ketamine, a dissociative anasttiet acts as NMDA receptor antagonist,

ameliorated the symptoms of MD one hour after glsisub-anesthetic dosage with effects
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sustained for over one week (Machado-Vieira et200Q9; Zarate et al., 2006) spurred the
concept of modulating the glutamate system as enpiatly useful approach for treating MD.
Unfortunately however, there are several concess@ated with drugs that antagonize
NMDA receptors, in particular the well-known indiget of psychotomimetic symptoms.
Hence the importance of searching compounds thauhate the glutamatergic system with
an acceptable range of undesirable effects.

N-acetylcysteine (NAC) has been in the market asugolytic drug, also used to
counteract acetaminophen intoxication. It is acpreor of cysteine with well-established
antioxidant properties, including at the centraivoes system (Dodd et al., 2008). NAC also
modulates the glutamatergic system by acting thHroulpe astrocytic antiporter
cystine/glutamate (Baker et al., 2003; 2008), wtety leading to a reduction in glutamate
release and consequently diminished NMDA recepttvation. NAC potential usefulness in
the treatment of diverse psychiatric disorders (Detaal., 2011) such as cocaine withdrawal,
schizophrenia, and compulsive obsessive disorderdnawn considerable attention. More
recently, it has been reported that NAC amelioratesl depressive symptoms of bipolar
patients during the depressive phase of the syrelir@erk et al., 2012; Magalhaes et al.,
2012). Preclinical evidence showed antidepressimtiproperties of NAC in rat forced
swimming test (FST) (Ferreira et al., 2008) anadtry bulbectomy (Smaga et al., 2012)
models. In a recent study, Linck et al (2012) shebweat NAC also presents antidepressant-
like effects in the mice tail suspension (TST) mpdie which the effects of NAC were
partially prevented by NMDA receptors agonist (NMPDwhile totally abolished by AMPA
receptor antagonist (NBQX). The study points to tleatral involvement of glutamatergic
pathways in the antidepressant-like actions of NAC.

Despite these relevant evidences, preclinical studiith NAC in animal models that
relate better to the pathophysiology of MD ard stihrce. To fill this gap, the purpose of this
study is to evaluate the antidepressant-like ptamsenf NAC in the mice unpredictable
chronic mild stress (UCMS) model. Though, as uswah animal models, the UCMS
presents limitations and even inconsistenciesréoiew see Hill et al, 20120) it is the rodent
model with better accepted face, construct andigired validities (Mineur et al., 2006;
Willner, 2005)

2. Materials and Methods
2.1 Animals: Experiments were performed with two months olde@ALB/c mice, obtained

from Fundacg&o Estadual de Producéo e Pesquisa &e §F&EPPS). Animals were housed as
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4-5 mice/home cage, and maintained under inver2da-light/dark cycle (lights on at 20:00 h
and off at 08:00 h), under controlled environmegtaiditions (22+12C, with free access to
food [Nuvilab CR1] and water) for 2 weeks befor@exments; this is referred to as the non-
stress period. All procedures were carried outccoedance with institutional policies on the
handling of experimental animals (ethics commitégproval # 19981), which in general
follow the NIH guidelines (NIH Guide for Care andsé) of Laboratory Animals, NIH
publication no. 85—-23, 1985).

2.2 Drugs:. Imipramine HCI and N-acetylcysteine were acquiredm Sigma-Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), and dissolvegatine (0.9% NacCl).

2.3 Unpredictable chronic mild stress (UCMS): The UCMS protocol was based on Piato et al.
(2008). At the end of the non-stress period, miegewassigned to different experimental
groups in a semi-randomized fashion so that meady bmeights and coat state were
comparable in all groups. From this point on missigned to experimental groups were
maintained in individual cages; a non-stress cérgroup remained in a different room,
housed as 4-5 mice/cage, and was not submittettessers. For the next 6 weeks animals
were subjected several times a day to one of thewimg stressors: damp sawdust (90-180
min), 3 sawdust changes (30-60 min), sawdust-fasge 90-180 min), sawdust-free cage
with 200 ml water (90-180 min), social stress (eaxuse is placed in a cage used by another
mouse for 15 min), transference to a clean cagecd@e tilting (90-180min), reversal of the
light-dark cycle for 48h, and/or several 30 minipes of light during the dark phase and of
dark during the light phase. To prevent habituatind maintain the aspect of unpredictability,

the timing of all stressors and stressor sequenees changed weekly.

2.4 Experimental design and drug administration: After two weeks of drug-free exposure to
UCMS mice were assigned to different treatment gsoin a semi-randomized manner, so
that the coat state and body weights were alsovelguit in all stressed groups at the
beginning of the treatments. Treatments were peedr daily, intraperitoneally (i.p.),
between 13:30 and 14:30 h, in a volume of 0.1 miyddy weight. Treatment groups were:
saline, imipramine 20 mg/kg, and N-acetylcysteifeafd 25 mg/kg.

2.5 Body weight: Before and during the UCMS, mice body weights evezcorded every
Monday starting at 10:00 h.
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2.6 Coat Sate: Before and during the UCMS, the coat state wasrded every Monday
starting at 10:00 h. Coat state assessment wagedasut by 3 observers unaware of
treatments, by scoring the coat state in the heack, dorsal, ventral and genital regions, as
well as forepaws, hind paws and tail insertion. Fhere scale was as follows: 0 for good
conditions (no color or flaws), 1 for intermediatendition (changes in color and presence of
flaws), and 2 for bad conditions (marked color #adis), assigned for each of these 7 areas.
The final score for the mice coat state was obthiinem the sum of the score of all body
parts (maximum of 14), and used as the means dhtee independent scores. Photos under
standard conditions were taken for documentatiod, @entually used for reassessment if

and when needed.

2.7 Serum corticosterone: Forty eight hours after the end of UCMS, mice eavaroved to a
silent room, habituated for at least 2h, and saedf by decapitation. Trunk blood samples
were collected centrifuged at 4 °C and the serwredtat —20 °C. Serum corticosterone was
extracted with 300 puL (3x100 pL) of ethyl acetatduted at a concentration of 1:400 and
measured with Enzo Life Sciences Corticosterong/iBezimmunoassay (EIA) kit (Enzo Life
Sciences Int'l Inc, Plymouth Meeting, PA, USA) aatiag to the manufacturer’s instructions.

2.8 Glycaemia: Glucose measurements were taken 48 h after ttheofethe UCMS, using a
commercial glucometer tape (Accu-Chek Actives® RY)chwith a blood drop drawn during
the trunk blood collection (as above). Measuremergie taken between 14:00 and 15:00 h,
after 5 hours of fasting (food and water).

2.9 GFAP:

Preparation of brain sections: Methodology based on Xavier et al. (2005). Faight hours
after the end of UCMS 6 mice from each treatmeatigrwere transcardially perfused (under
deep anesthesia with ketamine/xylazine 100/10 mgfm)l with saline (circa 15 min until
recovery of clear perfusion solution) followed b3 fparaformaldehyde (in 0.1M phosphate
buffer, pH 7.4). After complete perfusion the bsawere removed and post-fixed for 4 h at
room temperature in plastic containers filled withe same fixative solution; for
cryoprotection the fixed brains were immersed ifbl&ucrose (in phosphate buffer at room
temperature) for 24 h, followed by 30% sucrosedoother 24 h, and stored at =70 °C until

further use. Coronal sections (20 um, five/aninsahtaining the hippocampus were obtained
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by cryostat (Leitz, Germany), collected in phospHauiffered saline (PBS) in 24-well plates

(3 ml/plate). The hippocampus (CAl) was identifeextording to the atlas of Franklin and

Paxinos (1996), with the following coordinateseraural 2.34—1.10mm, and bregma —1.46 to
=2.70mm.

Immunohistochemistry: Brain sections were treated with 3%CH for 30 min, followed by
preincubation with 2% bovine serum albumin (BSAPBS plus 0.3% Triton X-100 for 30
min, and incubation with rabbit polyclonal anti-GFA1:1000 in PBS—Triton X-100) for 48 h
at 4 °C. After several PBS washes, sections werebated with a rabbit PAP-conjugated
anti-rabbit IgG (1:200 in PBS) for 2 h at room tergiure. The immunohistochemical
reaction was revealed by incubating the sectiond@min in 0.06% 3,3-diaminobenzidine
(DAB) dissolved in PBS and in the same solutiontaiming 1ul of 10% HO, per ml of DAB
medium for additional 10 min. Sections were thesed with PBS, dehydrated with ethanol,
cleared with xylene, and covered with balsam aneiips. Control sections were prepared
by omitting the primary antibody and replacing ittwPBS. The brain sections were fixed
and post-fixed for the exact same periods in idahBolutions, were processed in a rigorously
identical manner at all steps, and incubated imtidal media for the same period of time.
These measures were taken to avoid overreactidferatices in chromogen reaction,
saturation of optical density, and changes in bemkad levels (Xavier et al., 2005).

The intensity of GFAP immunoreactivity in the stnat radiatum of the CA1 was measured
using semi-quantitative densitometry analysis (Bawt al., 2005). Images were captured
using a Nikon Eclipse E-600 (20x; Tokyo, Japan)rogcope coupled to a digital camera, and
analyzed with the Image Pro Plus (Image Pro-PlisMg&dia Cybernetics, Silver Spring,
EUA) software. All lighting conditions and magumiditions were kept constant during the
process of capturing the images. Two digitized iesafjom selected areas (area of interest,
AOI) were obtained from each section (five secticasimal). The one square (3185 )m
AOI images were converted to an 8-bit gray scalb (gray levels); AOI positioning were
kept constant for all images. Background imageswgenerated by electing in each image a
20 pnf square in places that were clearly devoid of stginbackground correction was
performed according to the formulaxGl= [(xy — BL/BLxy — BL) x (M — BL)] + BL as
detailed by Xavier et al. (2005).
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2.10 Satistics: Data from coat state analysis were analyzed byatedemeasures analysis of
variance (ANOVA-RM) followed by Student-Newman-KeUISNK), using time as repeated
measure and treatment as between-subjects factotic@terone, glycaemia and GFAP
results were analyzed by One way ANOVA followed K. SPSS 16 for Windows was

used. Results are expressed as mean £ S.E.M.

3. Results

No differences were found in body weight gain dfF= 0.06 ; p>0.05) among the
different treatment groups during the UCMS peridat& not shown).

Coat state Scores during the 6 weeks of UCMS arersiat Figure 1A, while Fig. 1B
details the data at the end of experiment. ANOVA-Bihwed that the UCMS significantly
(Fassa=17.52 ; p<0.05) altered the coat state, an effeticeable after one week of UCMS.
SNK showed a progressive degradation of the ca#t sis compared to the non-stress group
(p<0.05). In comparison to control, after four week treatment, imipramine (20 mg/kg) and
N-acetylcysteine (10 and 25 mg/kg) were able tdiglyr protect the UCMS-induced coat
deterioration (p<0.05).

Corticosterone and glucose blood levels are shovwigure 2. According to ANOVA,
there were significant differences;fz= 6.42 ; p<0.01) in corticosterone serum levels @gno
groups. SNK shows a significantly higher corticoste levels in all animals groups
subjected to UCMS in comparison to non-stressece;mone of the treatments was able to
reduce the UCMS-induced increase in corticoste(bitg 2A).

ANOVA shows significantly differences {4 = 13.84 ; p<0.05) in glucose levels among
groups. SNK shows that glucose levels were sigaifiy lower in mice submitted to the
UCMS as compared with the non-stressed group (p¥0n@ne of the treatments changed the
UCMS-induced changes in glycaemia (Fig. 2B).

No differences (k3= 1.73 ; p>0.05) were found in regional densitameff GFAP

immunoreactivity in hippocampal slices among tHéedent groups (Fig. 3).

4. Discussion

Data show that the UCMS protocol here used induogubcted alterations such as
deteriorated fur (Detanico et al., 2009; Ducotted 8elzung, 2006; Piato et al., 2008, 2010;
Yalcin et al., 2008) and higher corticosterone mpiasc levels (Mao et al., 2009) in stressed

mice. Four weeks treatment with imipramine and NAfhimized (but not completely



24

prevented) the UCMS-induced fur deterioration. Costerone levels, as expected were
higher in stressed animals; none of the treatmpresented the UCMS-induced raise in

corticosterone. Regarding glycaemia, contrary ® eRkpected (Piato et al, 2010), stressed
animals (all groups comparable, regardless of nireat) showed lower glycemic levels in

comparison to the non- stressed group. No sigmifidifferences in GFAP expression were
found among all groups, though there is a tendesfclower expression in the stressed
(untreated) controls.

The degradation of fur state induced by the UCM®ng of the most significant
changes of this model, thought to be related te@ehse in grooming and other self-care
behaviors. It is not entirely clear how repeatedsst leads to decreased grooming, but it is
believed that there is a shift towards electioncoping behavior which favors resource
conservation to face the stressful situation (Diet@nd Belzung, 2004). Furthermore, studies
have reported that diminished grooming followingashc stress is associated with increased
immobility in the forced swim test (Griebel 2002002b; Willner 2005). Therefore, it is
arguable that the analysis of rodent coat statersliable indicator of the consequences of
repeated stress and one well correlated with outsofinom rodent models that have
predictive value for antidepressants. A key findaighis study is that NAC can prevent the
degradation of the coat state in BALB/c mice, sstigg of antidepressant-like properties in
this model.

Stress-induced alterations in the HPA axis are wvekltumented, with higher
corticosterone secretion induced by stress. Retawathe UCMS model and this study, HPA
hyperactivity in MD patients constitutes one of tmest consistent findings in psychiatry
(Juruena et al 2004). Several studies show thategressants are capable of attenuate and/or
reverse the stress-induced corticosterone incrésagolsky, 2001), possibly as a result of
intracellular and genomic alterations triggeredtlhy downstream signaling pathways that
take place after weeks of antidepressant intaked@a 2004; Duman and Voleti, 2012).
Corroborating data from Song et al. (2006), we jonesly reported that imipramine (in the
same doses used in this study) was capable of mregeUCMS induced increase in
corticosterone (Detanico et al., 2009; Piato et2008, 2010). It is not clear why this study
fail to replicate the results regarding corticoster and imipramine, though a potential
explanation is that the increase in corticostenarstressed groups reached such a high a level
that was not susceptible to treatments. Unfortupatiee hypothesis cannot be tested because
the assessment of corticosterone levels in thepreeious UCMS studies from our group

were accomplished by radioimmunoassay while in dhgent study Elisa was used. The
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levels of corticosterone found for the non-stressed stressed controls are compatible with
those found in the literature when measured byaElis et al., 2007; Liu Y et al., 2011; Mao
et al., 2009). Even if the hypothesis holds trte,duld remain unclear why the same protocol
used in the same mouse strain produced incompaiedlé.

Chronic stress is known to induce metabolic alienat including increased glucose
levels resulting from increased noradrenergic #gtivsuch as glycogenolysis (McEwen,
2007). It is also known that cortisol enhances ghaogenesis and reduce cellular glucose
uptake (Surwit and Schneider, 1993); thereforeciased levels of corticosterone are expected
to parallel with higher glucose levels, hence thggestions that stress is intimately related to
metabolic syndrome (Tamashiro et al.,, 2011). Ineagrent, our group observed UCMS-
induced increases in corticosterone and glucosatqRat al, 2008; 2010). In this study,
nonetheless, all groups of stressed animals, resgardof treatment, presented lower
glycaemia in comparison to the non-stressed grodgossible explanation for the current
data is that the stressed animals in this studyiraie pre-diabetes (rather than full blown
diabetes) state which is characterized by hypogtyadrather than hyperglycemia) within 4-
6 hours of fasting, compatible with the fastingipérof the mice in this study (Bergman,
2012). Nevertheless, it remains unclear why the-stogss/stressed patterns found in this
study differ from that reported by Piato et al (@p1

It is now well documented that depression, and rotheod disorders, can lead to
morphological changes in limbic brain regions, uaihg prefrontal cortex, hippocampus and
amygdala (Mayberg, 2009; Savit and Drevertes, 20@)jronic stress in rodents and
nonhuman primates induces structural changes sethame brain areas (Banasr et al 2008;
Duman and Monteggia, 2006; Pittenger and Duman8R0Dhough the majority of data
refers to neurogenesis and neuronal plasticitygeva dtudies report changes in glial density
and morphology, in areas such as the prefrontabxand the hippocampus (Banasr et al.,
2010); it is suggested that the stress-inducedealt&€FAP expressions can be consequent to
stress-induced dysfunctional glucocorticoid receptd glial cells (Popoli et al., 2012). It is
also known that glucocorticoids can reduce GFAP mARMd/or GFAP expression in the
hipoccampus (Laping et al, 1994). Czeh et al. §2@bowed a reduction in the number and
volume of GFAP immunostained cells of male treesslsr submitted to an 8 week chronic
psychosocial stress paradigm. Liu Q. et al. (2@149 reported reduced hippocampus GFAP
expression in rats submitted to a 5 week chroniesst which was accompanied by
progressive degradation of the coat state. NeVedbe Lambert et al. (2000) reported an
almost 30 percent increase in hippocampal GFAPesgpin after a six day stress protocol,



26

associated to concurrent inflammation; in the eséime, other studies suggest that chronic
maintenance of high levels of corticosterone mad l& increased GFAP (Bridges et al.,
2008; Ramos-Remos et al., 2002).

It is relevant to note that glial alterations ad by chronic stress are sensitive to
antidepressant treatment: for example, the abovetiomed study by Czeh et al (2006)
reported that fluoxetine prevented the stress-iadubippocampal decreased in GFAP
expressing astrocytes. Stress-induced glial altgrstin other brain areas were similarly
reported to be efficiently prevented by antidepaass when chronically administered (Banasr
et al., 2010, 2011; Banasr and Duman, 2008). la $tudy, no significant differences in
hippocampal density of GFAP immunostained cellsensyserved among the various groups,
though there is a tendency of diminished GFAP auhtreated stressed group as well as of
preventive effects by both imipramine and NAC.

Acute NAC has consistently shown antidepressaet-pkoperties in rodent models
such as the tail suspension test (TST) and fore@ah $est (FST); the fact that these models
are sensitive to acute administrations of antidegaets (Cryan et al 2005) was considered a
weakness in terms of face validity of these modétavever, this analysis is not applicable to
what is now referred as the newest class of fash@@d\MDA receptor antagonists
antidepressants (Duman and Voleti, 2012). The @uiglished study with repeated NAC
administration (7 days) reports that NAC was ableetverse the diminished consumption of
palatable food induced by 40 days of a chronic rsitdss regime in rats (Arent et al., 2012).
Since chronic stress induced decrease of sweet dondumption is an animal correlate of
anhedonia, one of the core symptoms of depresthangdata corroborates the idea that NAC
could be useful to treat MD. Adding to this body ddta, we here report evidence of
antidepressant-like property of NAC (4 weeks traaith in the classic and better
characterized UCMS 6 weeks model. A major limitatiof this study is the lack of
assessment of an accepted behavior correlated moarhutanhedonia. Another potential
limitation that should be considered is the yethamacterized response of this model to the
NMDA receptor antagonists antidepressants; as raadhe usually considered downsides of
the models sensitive to acute antidepressants wtayenapplicable to these newer fast acting
agents, as mentioned above, it is yet to be iny&=d if the UCMS paradigm is indeed
appropriate to test them.

5. Conclusion
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This study suggests that NAC presents antidepreskareffects in one of the most
consistent and significant consequences of the UCM&arameter shown to be sensitive to
various antidepressants. Inconsistencies in otlserally parameters considered as valid
UCMS outcomes, as well as the lack of direct messwoif animal correlates of anhedonia
prevent a more conclusive evaluation of NAC in thizdel. Results emphasize that additional
pre-clinical data, including the UCMS and otheres$ related experimental models, are
warranted to set the basis for the clinical assessnultimately needed for a decisive

conclusion on the benefits of NAC to treat majopréssion.
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Figure 1. Effects of N-acetylcysteine and imipramine on ntoat state during (A) and at the
end (B) of 6 weeks of UCMS. Coat scores expressadean £ S.E.M. n=17-18.Saline (Sal),
N-acetylcysteine (NAC, 10 and 25mg/kg) and imipnman{lmi, 20 mg/kg). *p<0.05 X non-
stressed; #p<0.05 x sal, ANOVA-RM/SNK.
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Figure 2. Effects of N-acetylcysteine and imipramine corticosterone serum levels (2A)
and blood glycaemia (2B) after 6 weeks of UCMS.aDatpressed as mean £ S.E.M. n=10-12.
Saline (Sal), N-acetylcysteine (NAC, 10 and 25my/kgd imipramine (Imi, 20 mg/kg).
*p<0.05 x non-stressed, ANOVA/SNK. **p<0.01 x notrtessed, ANOVA/SNK.
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Figure 3 . Effects of N-acetylcysteine and imipramine on GFAnmunoreactivity after 6
weeks of UCMS. Data expressed as mean + S.E.M.5n=&aline (Sal), N-acetylcysteine
(NAC, 10 and 25mg/kg) and imipramine (Imi, 20 mg/k§NOVA/SNK.
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4. DISCUSSAO

Como contribuicdo especifica para avaliacdo de N#&ho potencial farmaco
antidepressivo em casos de depressao maior, igassis os efeitos do NAC no modelo de
estresse cronico moderado imprevisivel (UCMS), uadeto pré-clinico com estabelecida
predictabilidade e validades de face e de consfMIINEUR et al., 2006;WILLNER, 2005).

Os resultados mostram que a administracdo de NARQimamina foi capaz de
prevenir parcialmente a degradagdo no estado dw ¢ed camundongos submetidos ao
UCMS. Considerando que o UCMS é apenas sensivelda de drogas antidepressivas
administradas de forma cronica, a prevencao por NAE alteracdes no estado do pelo
induzidas pelo UCMS corroboram a ideia de que estosf tipo-antidepressivo de NAC
também possam ser vistos quando este é administiedorma crénica. A0 menos neste
parametro, o efeito significativo do NAC (assim @mha imipramina) n&o foi observado
antes do final da quarta semana de tratamento.

Outra conclusédo possivel € que o efeito tipo apteksivo de NAC nado esteja
relacionado com o eixo HPA, visto que ndo houvehoera alteracdo nos niveis de
corticosterona em comparacao a animais estresgatiados e ndo tratados. Esse resultado se
encaixa perfeitamente no proposto mecanismo de agéidepressiva de NAC via sistema
cistina/glutamato. Embora nédo esteja bem elucidad@lacdo entre hipercortisolemia e
hiperestimulacdo glutamatérgica, uma das teorias at®itas € que as alteracdes no sistema
glutamatérgico sejam secundarias as alteracfeadamipelo excesso de glicocorticoides
(BARDEN, 2004; POPOLI et al., 2012). No entanto,gue cabe aos resultados obtidos nesse
estudo, temos que ter certo cuidado com as coredusha vez que também nédo foi vista
alteracdo nos niveis de corticosterona do gruptadoacom imipramina, o que ja foi
observado tanto na literatura quanto em trabalhteviares do nosso grupo. A imipramina €
um antidepressivo triciclico que embora néo atustainente sobre o sistema HPA, tem ac¢fes
indiretas sobre esse sistema documentadas naurtera imipramina parece aumentar 0s
niveis de mRNA de receptores glicocorticoides por mecanismo de acdo ainda nao
conhecido mas aparentemente nado relacionado conives de monoaminas (BARDEN,
2004).

Ao fim do experimento, a glicemia do grupo ndoesstado foi mais alta que a dos
grupos estressados; nenhum dos tratamentos, imiasa NAC, teve efeito significativo
sobre o decréscimo na glicemia induzido pelo UCMBres os animais estressados. No
modelo de UCMS, a manutencao de altos niveis deasterona podem ser acompanhados
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de aumento de glicemia, via estimulo noradrenér@d@EWEN, 2007). Drogas capazes de
prevenir o aumento de corticosterona induzido psteesse previnem também o aumento da
glicemia (por exemplo, imipramina em PIATO et @10). No caso deste estudo a falta de
acdo de NAC sobre os niveis de glicemia corrobgrana essa linha de pensamento. No
entanto, da mesma forma com o que foi visto conoréicosterona, a falta de acdo de
imipramina demanda certo cuidado ao analisarmosradusdes.

Em nosso estudo, ndo houve efeito significativ&J@S na densidade o6tica regional
de GFAP no hipocampo. Sabe-se que altas conceesralg corticosterona podem levar a
alteracdes em células gliais. Ha estudos mostrgneéoestresse cronico leva a redugdo na
densidade e numero de GFAP em areas relevanteggtardiscussao, tais como cortex pré-
frontal e hipocampo (BANASR et al., 2008, 2010; GZEt al., 2006). No entanto, alguns
estudos sugerem que, ao contrario, a administrag@uca de corticosterona é capaz de
aumentar a imunorreatividade de GFAP na regido idocampo de ratos de forma dose
dependente (BRIDGES et al.,, 2008; RAMOS-REMOS et 2002). Na mesma direcao,
LAMBERT e colaboradores (2000) encontraram um aumete cerca de 30% nha
imunorreatividade de GFAP de astrocitos hipocampps um estresse de seis dias. Esses
resultados mostrando tanto aumento como diminudgdGFAP apds estresse demonstram a
complexidade dos efeitos do estresse sobre a gggutle GFAP (JAUREGUI-HUERTA et
al., 2010).

O modelo de estresse crénico moderado imprevigiveh dos modelos pré-clinicos
que mais se adequa ao estudo da depressédo, poris&o a apresentar boas validades de
construto, face e predi¢cdo. As primeiras obsensagémizadas por Katz e Willner em meados
da década de 80 demonstraram que roedores subsatittna escala de diversos estressores
aplicados de forma randomizada, mostraram altesagOoeportamentais que podiam ser
correlacionadas a sintomas encontrados no quathioaclisto em pacientes com depressao
(KATZ et al., 1981; WILLNERet al., 1987). Os animais submetidos ao estresse pradiang
apresentavam comportamentos relacionados com adsied diminuicdo na ingesta de
solucdes de sacarose. Este ultimo foi especialnelgeante ja que pode ser entendido como
um correlato comportamental de anedonia em roedarea vez que solucdes adocicadas
apresentam alto valor heddnico para ratos e canmgado Katz e Willner também relataram
gue drogas antidepressivas eram capazes de prevguadro induzido pelo estresse crénico;
esse efeito dos antidepressivos sO ocorre, tal coenaclinica, quando as drogas sao
administradas de forma crénica. Este aspecto dif&este modelo de outros tais como nado

forcado e suspenséo pela cauda, por ndo ser demslivgas administradas de forma aguda.
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Ao longo dos anos diversos estudos foram feitos conmtuito de elucidar os
mecanismos pelos quais o estresse cronico altesanportamento de roedores, bem como as
vias pelas quais se dao os efeitos dos diferemtidepressivos neste modelo. Além das
alteracOes iniciais descritas acima, foi visto queestresse cronico causa deterioracao
gradativa no estado do pelo dos animais (DUCCOTEBELZUNG, 2004; MINEURet al.,
2006). De maneira mais interessante, foi visto @uienais submetidos ao estresse crénico
apresentam alteracbes no eixo HPA, com o aumentgode&osterona (em roedores o
glicocorticoide analogo ao cortisol em humanog)etestimulacdo da glandula supra renal e
diminuicdo de volume encefalico (WILLNER, 2005).éAl disso, foi observado que o
estresse cronico induz perda neuronal e glial esasarelacionadas com a depressao, tais
como coOrtex pré-frontal, hipocampo e amigdala (BAWRA et al., 2007; DE
VASCONCELLOS-BITTENCOURT et al., 2011). Apesar da validade diferenciada do
modelo de estresse crbénico imprevisivel, este aptasinconsisténcias e limitacdes que
precisam ser consideradas (ver especialmente asdoevde HILL et al.,, 2012).
Comportamentos “andémalos”, tais como o aumentotivadade locomotora bem como da
preferéncia por solucéo palatavel, apesar de cwdra grande maioria de resultados obtidos
com o modelo, apresentam alguma consisténcia e€grarendicar outro possivel efeito do
estresse cronico, por mecanismos ainda a serearexsdbs (WILNER, 2005). Por exemplo,
MURISON & HANSEN (2001) reportaram um aumento nosiano e na preferéncia de
sacarose, acompanhado por uma diminuicdo nas doap®&es plasmatica de corticosterona,
em ratos submetidos ao modelo de estresse crdagses resultados foram interpretados
como comportamento pré-heddnico, o contrario dagmade inducdo de “anedonia” que €
normalmente reportado e esperado para estudos colelos de estresse crénico. Além disso,
a inducao pelo estresse crénico de comportamemtesiceddos como aneddnicos pode ser
correlacionada em suas bases neurobiolégicas atimiauicdo na resposta comportamental
a drogas psicoestimulantes com a¢do sobre o sislepeminérgico, como a cocaina e a
anfetamina (D’AQUILA et al., 2000; PAPP et al., Ba91993b). Consistentemente com a
interpretacdo destes dados e seus substratossjeagastudos com resultados anémalos em
relacdo a preferéncia por solucdo palatavel tamlvéportam aumento na resposta
comportamental as drogas citadas, sugerindo arga&ske atividade aumentada de receptores
dopaminérgicos (HAILE et al., 2001; LIN et al., 2)0Em realidade Olsen et al (2001)
encontraram aumento de binding e expresséao de RINAadptors D2 dopaminérgicos na via
mesolimbica. Em sintese, O UCMS parece poder taiitoinuir como aumentar

(ocasionalmente) a responsividade ao reforgco positb que estaria correlacionado com
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alteracbes opostas em areas cerebrais relevaraeicularmente a area mesolimbica
dopaminérgica (WILNER, 2005).

O nosso estudo foi planejado de forma a que o coosie solucdo palatavel fosse
medido de forma indireta através do que se congrauichamar de “splash test”. Neste teste,
uma solugéo de sacarose (10%) é borrifada no dasanimais que passam a ser observados
por 5 minutos quanto ao tempo ou frequéncia dengirug nestas circunstancias o grooming
dos animais é mais caracterizado por levar as patéxcal onde a solucéo foi borrifada e dali
para a boca. A literatura mostra que o UCMS dimmrooming no splash test (o que é
interpretado como diminuicdo de ingesta de solugéosacarose) efeito prevenido por
antidepressivos (DUCCOTTET E BELZUNG, 2004;YALCINat., 2005, 2008). Estudos do
nosso grupo replicaram este efeito do UCMS, comindilpgdo do comportamento de
grooming no splash test; mostraram ainda que @mioipramina quanto a melatonina e um
extrato padronizado detychopetalum olacoides administrados ao longo de quatro semanas
atenuaram a alteracéo do splash test induzida jfeMS. Neste estudo com NAC nao houve
diferenca no splash test nem entre o grupo naesssiio e os estressados, e nem entre 0s
estressados quer tenham sido tratados com sati@amina ou NAC. Assim como no caso
da preferéncia por sacarose, este resultado podefexo de uma das inconsisténcias do
modelo abordadas anteriormente.

Em paralelo com a insatisfatria resposta clinioa dntidepressivos conhecidos e
desenvolvidos nos ultimos 60 anos, a descobertaaddss antidepressivas da cetamina
consolidou um novo foco nos estudos da depressadidepressivos, centrados no sistema
glutamatérgico. Um dos resultados é a crescentddaltfo da possivel participacdo do
sistema glutamatérgico no mecanismo de acdo deaslragtidepressivas. Por exemplo,
verificou-se que a administracéo de fluoxetina dig@guatro semanas foi capaz de aumentar
a expressdo de subunidades de receptores glutginaseno cortex de ratos, sendo esse
aumento acompanhado por um aumento na densidaspidnos dendriticos (AMPUERO et
al., 2010; HASHIMOTO, 2010). Além disso, drogas gieealguma forma possam modular a
acdo do sistema glutamatérgico passam a ter rai@van contexto de desenvolvimento de
novos farmacos antidepressivos. E neste context NMAC aparece como potencial
antidepressivo, entre outras propriedades psicafawlagicas de utilidade clinica (DEAN et
al., 2011).

Até o momento apenas dois estudos pré-clinicosartest as atividades tipo
antidepressivas de NAC com a utlizacdo de admagées cronicas. SMAGA e

colaboradores (2012) reportaram efeito tipo antielegpivo de NAC no teste de nado forcado
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em ratos bulbectomizados: NAC (nas doses de 500eni@§’kg) diminuiu o tempo de
imobilidade dos animais no FST com dez dias de midtracdo mas nédo quando administrado
agudamente. ARENT e colaboradores (2012), utilimanch modelo de estresse cronico
moderado por 40 dias, demonstraram que a admigastrde NAC (na dose de 20mg/kg) por
sete dias apos o fim do estresse foi capaz deteevediminuicdo da ingestdo de solucéo de
sacarose induzida pelo estresse. Em nosso estu@oftiAadministrado por quatro semanas,
um periodo significativamente maior que os doisdst citados.

Relevante para a discussdo que se segue, cabeafeguier NAC mostra acao tipo-
antidepressiva consistente em modelos com adnsg#ir inica (FERREIRAt al., 2008;
LINCK et al., 2012). FERREIRA e colaboradores (2008), em um domgros estudos a
testar a atividade tipo antidepressiva de NAC, etnacam acdo de NAC no FST em ratos nas
doses de 15, 50 e 100 mg/kg, com a utilizacéo &eadministracdes 24, 19 e 1h antes do
teste. As doses de 10 e 25 mg/kg utilizadas nedtel@ sdo as mesmas doses que foram
utilizadas em nosso laboratorio no teste de sugpepela cauda em camundongos CF1, onde
se verificou atividade tipo antidepressiva nestased bem como na dose de 50mg/kg
(LINCK et al., 2012). Cabe ainda notar que o UCM$aizado em BALB/c.

Héa evidéncias de que a atividade de NAC, modulamdsistema glutamatérgico
através do trocador cistina/glutamato, seja mdevaaete em situagdes onde desequilibrio
glutamatérgico seja de tal forma pronunciado quemesanismos de controle dos niveis
sinapticos de glutamato (fundamentalmente tranggorés do tipo EAAT1 em astrocitos)
sejam insuficientes para equilibrar o sistema. &asecondi¢cdes que o efeito de diminuicio
da liberacdo de glutamato desencadeado por reesptir tipo mGlu2/3 extrasinapticos
ativados pelo efeito do trocador, embora sutil ewndgdes normais, se torne
farmacologicamente relevante. Um bom exemplo € & ate NAC em pacientes com
dependéncia em cocaina: a administracdo aguda d€ KbA capaz de reduzir as
concentracoes de glutamato em pacientes dependemssndo nos controles ndo adictos
(SCHMAAL et al.,, 2012). Esta é uma linha de radiawi que deve ser levada em
consideracgao, principalmente se levarmos em codiBeig@enca que existe entre os efeitos do
estresse agudo e do estresse cronico sobre o sigtatamatérgico. E sabido que o estresse
agudo é capaz de aumentar a atividade glutamadéegic areas como cortex pré-frontal e
hipocampo, enquanto que os efeitos do estressecaramda ndo sdo tdo bem elucidados
nesse aspecto, podendo haver tanto aumento quamtauiddo da atividade glutamatérgica

(POPOLI et al.,, 2012). Além disso, estudos envaleems efeitos do estresse crénico
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moderado sobre a liberacéo vesicular de glutamatta@&o relativamente escassos (HILL et
al., 2012).
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Este estudo mostra indicios de atividade tipo-aptielssiva do NAC num modelo
mais abrangentemente relacionado com a depresgfiegando aos estudos clinicos em
depressdo de doenca bipolar, aos dados positivestddos pré-clinicos de modelos com
valor preditivo, e aos cada vez mais frequentegaglde casos, a contribuicdo deste trabalho
foi expandir os conhecimentos anteriores sobrelar vl N-acetilcisteina no tratamento da
depressao maior. O estudo aponta para pontos geendser mais bem entendidos, tais como
doses e tempo de administracdo, que possam subsiddesenho de provas clinicas
adequadas de maneira a otimizar a avaliacdo do dalsta droga para o manejo, hoje

insatisfatorio, da depressao maior.
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