UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
CURSO DE GRADUACAO EM BIOMEDICINA

Vanessa Pereira Saldanha

ESTUDO DO EFEITO TIPO-ANTIDEPRESSIVO DE N-ACETILCIS TEINA
NO AUMENTO DE IMOBILIDADE INDUZIDO POR INTERFERON-A  LFA
NO TESTE DE SUSPENSAO PELA CAUDA EM CAMUNDONGOS

Porto Alegre
2011



Vanessa Pereira Saldanha

ESTUDO DO EFEITO TIPO-ANTIDEPRESSIVO DE N-ACETILCIS TEINA
NO AUMENTO DE IMOBILIDADE INDUZIDO POR INTERFERON-A  LFA
NO TESTE DE SUSPENSAO PELA CAUDA EM CAMUNDONGOS

Trabalho de concluséo de curso de graduacéo apadseeao Instituto de Ciéncias Basicas
da Saude da Universidade Federal do Rio Grandelda@no requisito parcial para
obtencdo do titulo de Bacharel em Biomedicina.

Area de concentragdo: Farmacologia

Orientador: Elaine Elisabetsky

Co-orientadora: Luciane Costa Campos

Porto Alegre
2011



INDICE GERAL

1. INTRODUCAO 6
1.1 Glutamato e depresséao 8
1.2 Inflamagéao cronica e depresséo 9
1.3 Interferona 10
1.4 N-acetilcisteina 11
2. OBJETIVOS 14
3. ARTIGO CIENTIFICO 15

3.1ESTUDO DO EFEITO TIPO-ANTIDEPRESSIVO DE N-
ACETILCISTEINA NO AUMENTO DE IMOBILIDADE INDUZIDOP OR
INTERFERON-ALFA NO TESTE DE SUSPENSAO PELA CAUDA EM
CAMUNDONGOS

4. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS 31

5. REFERENCIAS 32



RESUMO

Interferona (IFN-a) tem sido usado em pacientes com alguns tiposideec
ou doencgas virais crbnicas, como hepatite C. Apiar@om essa citocina para
hepatite C, apesar de eficaz, tem importantesosfeidversos, sendo que depresséo
pode acometer mais da metade dos pacientes. Ovdéserento da depressdo em
pacientes submetidos a imunoterapia parece edtaiomado com a ativacdo da
enzima indolaminina 2,3-dioxigenase IDO pelo I&ENe que, em ultima analise,
interfere nos sistemas serotoninérgico e glutamiatér A N-acetilcisteina (NAC)
tem sido indicada como adjuvante na terapia com-dFpbr, aparentemente,
melhorar a acdo antiviral. NAC também age no SN&yiééncias sugerem possivel
atividade antidepressiv@bjetivo: Avaliar a atividade antidepressiva de NAC num
modelo animal preditivo de atividade antidepressicam alteracdo de
comportamento induzida por IFN-Material e Métodos Foi usado o modelo de
suspensao pela cauda. Camundongos (BAIlbc) (N=8et&jn tratados com IFN-
(2400U/kg), com ou sem administracdo prévia de NA&Bmg/kg) ou imipramina
(20mg/kg). Tempo de imobilidade analisado por ANOYR&sultados O tratamento
agudo com IFNz aumentou significativamente (p<0,05) o tempo debifidade,
efeito prevenido pela administracdo aguda de NA@s mao de imipramina.
Concluséda Corroborando as observacdes clinicas, #Neuziu em camundongos
comportamento correlato de depressdo no modelausgfgessao pela cauda. Neste
modelo NAC mostrou acédo tipo-antidepressiva. Unudsstmais abrangente, com
varias doses e modelos experimentais, € necespar@ validar estes dados
preliminares. Considerando o efeito positivo deoaidante na atividade antiviral e

os efeitos adversos dos antidepressivos, jussica-continuidade deste estudo.



Palavras chave: Interferan- Hepatite C, Depressao , Glutamato, N-

acetilcisteina



1.Introducéo

A depressao maior é o0 mais comum dos disturbiasvaese definidos como
distirbios de humor, e pode variar de uma afeccamtomeve beirando a
normalidade a depressédo grave (psicotica) acomganpar alucinacdes e delirios
(Rang & Dale, 2007). Esse disturbio de humor veesa@ndo no elenco das doencas
mais prevalentes na populacdo mundial, sendo ppaotel ndo somente pelo risco
significativo de morte prematura devido a suicigdiommo também por interferir na
produtividade dos individuos. A doenca afeta adapti dos individuos para o
trabalho, causando também dificuldade no relaciemyoncom outras pessoas e
engajamento em atividades sociais (Kiyohar & Yostsm 2009). Corroborando o
aumento da incidéncia da depressao os antidepressstao entre 0s medicamentos
mais vendidos no mundo, principalmente nos paissds desenvolvidos (Lopes &

Murray, 1998).

A principal teoria bioquimica da depressdo € a teg® das monoaminas,
baseada em dois conjuntos de evidéncias. O prirdestes vem da constatacéo de
niveis diminuidos de serotonina em suicidas, da agdderadamente antidepressiva
do triptofano (precursor de serotonina) e espeeater do fato que pacientes
depressivos jaA em remissdo recaem em depressadogsiabmetidos a dieta pobre
em triptofano. O segundo corpo de evidéncias baseiga atenuacdo dos sintomas
caracteristicos da doenca por farmacos que inéenfede alguma forma na
transmissdo de noradrenalina (NOR) e serotoninalT()5- em Uultima analise
aumentando a disponibilidade dos neurotransmisswaefenda sinaptica (Rang e
Dale, 2007). Contudo, uma real melhora dos sintocaaacteristicos da depressao

somente é experimentada de 3 a 4 semanas apasoodaiterapia. Essa evidéncia



sugere que a melhora dos sintomas ndo esta reddeiadiretamente ao aumento
dessas monoaminas, mas indiretamente por meio danpas adaptativas de longo

prazo (Beaet al, 2008)

Ainda que sejam drogas amplamente receitadas euroigess, uma parte
consideravel dos pacientes se mostra resistentdraasnentos; mesmo para 0s
pacientes responsivos 0s efeitos adversos expdddwn sdo muito variados,
desagradaveis e sérios a ponto da terapia teregu@rsmuitos casos descontinuada.
Alguns estudos também sugerem que os antidepressiais utilizados aumentam o
risco de suicidio ou comportamento suicida (Ciprigtnal, 2005; Licinio &Wong,

2005), o que apesar de contraditério tem dividglo@inides no meio cientifico.

Devido aos problemas com a efetividade dos an#dspros e a incerteza a
respeito dos mecanismos neurobioldgicos que lewasgindividuos a manifestarem
depresséao, os quais em ultima instancia poderiaan & desenvolvimento de novos
farmacos mais eficazes, outras hipoteses sobrasas meuroquimicas da depressao
sdo atualmente levantadas. Duas dessas hipotasesigra hoje em dia os estudos
relacionados a depressdo e antidepressivos e distdmmente relacionados com a
proposta deste trabalho. A primeira é que o sistgh#@amatérgico estaria
diretamente envolvido na etiologia do disturbio réspivo, consistente com a
observacdo da atividade antidepressiva de subatimgie agem diretamente no
sistema glutamatérgico (Machado-Viegtal, 2010; Hashimoto, 2009; Tokit al,
2011). A segunda é o envolvimento da ativacdo @s do sistema imune no
desenvolvimento da depressdo, evidenciada pelo raamele marcadores

inflamatdrios, como as citocinas, em individuosrahejplos (Capuron & Miller ,

2011; Dean, 2010; Rais@t al 2006).



1.1 Glutamato e depresséao

Crescentes evidéncias sugerem o envolvimento denssglutamatérgico na
neurobiologia e tratamento da depresséo. Dentias estdo 0 aumento dos niveis
plasmaticos de glutamato e também no fluido cérebpinal de pacientes com
depresséao, bem como o aumento de glutamato em rasaestrebraipost-mortem
(Machado-Vieiraet a, 2010; Hashimoto, 2009; Tokitet al, 2011). Também ja
foram constatadas alteracbes quantitativas em g&ldhies dos receptores
ionotropicos e metabotropicos de glutamato em awmste diferentes areas
encefélicas de pacientes com depressédo em egiadbmortem(Machado-Vieiraet

al, 2010; Hashimoto, 2009; Tokitd al, 2011)

Outros indicios da participacdo do glutamato naessgio sdo sugeridos pela
atividade antidepressiva de substancias antagenistaeceptores acidé-metil-o-
aspartato (NMDA, como a cetamina e a memantin&),mdduladores positivos de
receptores acida-amino-3-hidroxi-5-metilsoxazol-4-proprianico (AMBRAcomo
piracetam, aniracetam, ciclotiazide), assim comentgs que agem em receptores
metabotrdpicos como antagonistas dos grupo | m@mwgrupo Il mGlu e agonistas
do grupo Ill mGlu (tais como JNJ16259685) (Hashmm@009; Tokitaet al,2011).
No todo, essas evidéncias apontam para a posaielide anormalidades no ciclo

glial-neuronal glutamato/glutamina em pacientes depressao (Hashimoto, 2009).



1.2 Inflamacéo crbnica e depresséo

Ja esta bastante estabelecido que a resposta atdl@na uma infeccao por
agentes patogénicos leva a uma série de alteragdesrais e celulares, envolvendo
ndo somente a periferia como também o sistema s@ementral (SNC). As maiores
responsaveis por esses eventos celulares que wenseglesdo tecidual/inflamacéo
sao as citocinas, mediadores liberados por cétldasistema imune e que tem acao
em varias células e tecidos durante a cascata el@osvque envolvem 0 processo
inflamatorio. A acdo das citocinas no SNC leva ®ratdes comportamentais,
caracterizadas por sintomas que incluem humor méwj anedonia, fadiga,
diminuicdo da atividade psicomotora e do apetiteyacdes de sono e aumento da

sensibilidade a dor (Dantzer, 2009).

Estudos recentes tem revelado a presenca de rdweieentados desses
marcadores inflamatorios em pacientes com depre&dpuron & Miller, 2011;
Dean, 2010; Raisomt al 2006). Esse fato é coerente com a possibilidade da
citocinas interagirem com muitos dos dominios psitdbgicos associados a
depressao, incluindo metabolismo de neurotransneissduncdo neuroenddcrina,
plasticidade sinaptica e comportamento (Capwbal, 2009; Raisoret al, 2006,
Simonet al, 2008). Relacionado a esses achados esta a egastate que doencas
que envolvem inflamacg&o cronica muito frequentemel@vam os individuos
afetados a apresentarem co-morbidades psiquidtdesdre as quais a depresséo
(Evanset al, 2005). Também condizente com a associagdo dgrate depressao é
a constatacéo de que a depresséo pode ser indumilamanos pela administracao
prolongada de citocinas pré-inflamatérias em soasnds recombinantes (Capuron

& Miller, 2004; Raison, 2005-2006; Marieke & Ma@€§04).



1.3 Interferon a

As atividades antiviral e antiproliferativa de algas citocinas pro-
inflamatorias levaram a sua utilizacdo no tratamelet pacientes com diversos tipos
de cancer e doencas virais. Um dos tratamentos difaiglidos é com Interferom
(IFN-a), que tem se mostrado curativo para individuos ¢mpatite C cronica
(especialmente se combinados com outras drogasirais), e paliativo para
individuos acometidos por alguns tipos de cancean{ger, 2009). Justamente, um
dos importantes efeitos adversos da terapia deolprazo com IFNx € o risco de
desenvolver depresséo. Estima-se que mais de 58%atientes com hepatite C

tratados com IFi podem apresentar disturbio depressivo (Rags@h 2005-2006).

Acredita-se que a inducdo de depressdo pordFsta relacionada a via da
cinurenina. O IFNx parece estar envolvido na ativagcdo da enzimaandoh 2,3
dioxigenase (IDO), limitante na via da cinureninge ¢gonverte-triptofano (TRP)
em N-formilcinurenina. A via da cinurenina pode estarvavida na depresséao de
duas formas: uma delas relacionada a deplecdo &g piiecursor para a sintese de
5-HT, o que levaria a uma diminui¢cdo dos niveisdeagurotransmissor (Capurein
al, 2003; Wichers & Maes, 2004); a outra possibilelahvolve os metabdlitos
neurotoxicos oriundos dessa via, incluindo 3-hidmmurenina (3-OH-KYN) e
acido quinolinico (QUIN). A neurotoxicidade de 3-&YN relaciona-se a
formacao de espécies reativas de oxigénio (ROSJaeQUIN a sua propriedade de
potente agonista de receptores NMDA glutamatérgic&mtre as varias
consequéncias da superproducdo de ROS, acredijizeseeste caso 0S mecanismos
de toxicidade seriam alteracbes de membrana celotano destruicdo de

fosfolipideos e reducéo da viscosidade, ambas plodefiuenciar na densidade e/ou

10



funcdo de receptores serotoninérgicos ou de careawhs (Marieke & Maes, 2004).
A acdo de QUIN como agonista de receptores doNigibA pode levar ao dano
neuronal devido a um excesso de estimulacdo dptozee NMDA e 0 consequente
aumento no influxo de calcio, gerando uma situalgiexcitotoxicidade (Marieke &

Maes, 2004).

1.4 N-acetilcisteina

A N-acetilcisteina (NAC) € um derivado acetilado dminoacido L-
cisteina. Historicamente NAC tem sido usado comentggmucolitico em doencas
crbnicas respiratorias, bem como no tratamentonttaxicacdo por paracetamol.
Mais recentemente, estudos em animais e humandsanams que NAC pode ser um
poderoso antioxidante com potencial papel terap@utio tratamento de céancer,
doencas cardiacas, infecgcdo por HIV, intoxicacdo metais pesados e outras
doengas associadas com significativo dano oxidgflerne Research, 2002). A
acao antioxidante de NAC acontece tanto de formetajioriunda de sua propria
acao antioxidante contra espécies reativas de mwigéomo de forma indireta por

ser precursora da glutationadlutamilcisteinil-glicina; GSH) (Deaat al, 2010).

Provas clinicas tém sido realizadas para avalpotencial terapéutico de NAC
em desordens psiquiatricas que envolvam dano oxidatanormalidades no sistema
glutamatérgico, como transtorno obsessivo compaységquizofrenia e depressao,
(Deanet al, 2010; Machado-Vieiraet al, 2010; Hashimoto, 2009). A hipétese de
beneficio terapéutico para estas condi¢cbes estath@sma constatacdo de que, aliada
a importante atividade antioxidante de NAC como ci@rado acima, este ter acédo

relevante no sistema glutamatérgico. Sabe-se qgltationa pode agir no sitio
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sensivel a REDOX do receptor NMDA modulando a déde do receptor. A
glutationa também pode quelar o ion zinco, o quare um bloqueio inibitério
sobre o receptor NMDA (Hashimoto, 2009; Siegel,@0kitaet al, 2011). A acao
da NAC também pode dar-se pelo aumento de cis&idnacelular o que levaria a
maior ativacdo do trocador cistina-glutamato preses astrécitos aumentando a
liberacdo nao-vesicular de glutamato. Esse aumeatglutamato ndo-vesicular
pode ativar receptores metabotropicos do grupos(fiGIuR2/3) que inibem a
liberacdo vesicular do glutamato, diminuindo pdxdaa ativacdo de receptores

NMDA (Deanet al, 2010; Hashimoto, 2009; Oliet al, 2011; Tokitaet al, 2011).

Gracas as propriedades antioxidantes da NAC eudatigiha, NAC tem sido
indicada como adjuvante no tratamento de pacieraeshepatite C em tratamento
com IFN-a. Doencas crbnicas do figado estdo associadaslécé@epda glutationa,
situacdo que supostamente seria melhorada pelezagiib do NAC. Outra
propriedade da NAC que poderia ser benéfica no @dagmacientes com hepatite C €
modulacao da expressdo da oxido nitrico sintaseziadl (iINOS) nos hepatdcitos, a
qual é estimulada por citocinas proé-inflamatériasnc o fator de necrose tumoral
(TNF) e as interleucinas 1 e 6. O oxido nitrico {Nén consequencias deletérias na
presenca de espécies reativas de oxigénio e partia fisiopatologia de doencas
virais e auto-imunes do figado. Esse efeito ocpel® bloqueio da ativacdo do
promotor da iNOS por NAC, bem como por sua acamodulacéo da atividade do
fator central de induc&o da iINOS (RB) (Pereira-Filhcet al, 2008; Moreno-Oteret

al,2010).

Considerando o uso de NAC como droga adjuvanteatantento de hepatite

C por INFu, a incidéncia de depressao nestes pacientes duanatamento, e as
12



evidéncias de atividade antidepressiva do NAC,diter@os ser de interesse avaliar

a atividade antidepressiva do NAC no contexto geetsao induzida por INE
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2.0bjetivos

Esse trabalho teve por objetivos verificar se oerfetona induz
comportamento correlato de depressdo em camundorgosodelo de suspenséao
pela cauda, e verificar se NAC tem acao antidew@sseste modelo preditivo de

atividade antidepressiva em humanos.
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3.Artigo cientifico: — Estudo do efeito tipo-antidepressivo de N-
acetilcisteina no aumento de imobilidade indizido por interferon-
alfa no teste de suspensao pela cauda

Saldanha, VP; Costa-Campos, L; Elisabetsky, E
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Resumo

Interferona (IFN-a) tem sido usado em pacientes com alguns tipo&mec ou
doencas virais crénicas, como hepatite C. A tereia essa citocina para hepatite C, apesar
de eficaz, tem importantes efeitos adversos, sgndaepresséo pode acometer mais da
metade dos pacientes. O desenvolvimento da depress@acientes submetidos a
imunoterapia parece estar relacionado com a atvdg&nzima indolaminina 2,3-
dioxigenase IDO pelo IFN; 0 que, em Ultima analise, interfere nos sisteseastoninérgico
e glutamatérgico. A N-acetilcisteina (NAC) tem siddicada como adjuvante na terapia com
IFN-a por, aparentemente, melhorar a acédo antiviral. Kef@bém age no SNC, e evidéncias
sugerem possivel atividade antidepressbigetivo: Avaliar a atividade antidepressiva de
NAC num modelo animal preditivo de atividade ampidssiva com alteracdo de
comportamento induzida por IFdN-Material e Métodos Foi usado o modelo de suspenséo
pela cauda. Camundongos (BAlbc) (N=8-13) foramattas com IFNx (2400U/kg), com ou
sem administracéo prévia de NAC (25mg/kg) ou inmiprea (20mg/kg). Tempo de
imobilidade analisado por ANOVAResultados O tratamento agudo com IFiNaumentou
significativamente (p<0,05) o tempo de imobilidaeleito prevenido pela administracéo
aguda de NAC, mas néo de imiprami@anclusdo Corroborando as observacdes clinicas,
IFN-a induziu em camundongos comportamento correlattegeessao no modelo de
suspensao pela cauda. Neste modelo NAC mostrouipgaantidepressiva. Um estudo mais
abrangente, com varias doses e modelos experime@taécessario para validar estes dados
preliminares. Considerando o efeito positivo décaidante na atividade antiviral e os efeitos

adversos dos antidepressivos, justifica-se a asidade deste estudo.
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1.Introducéo

A depresséo é um disturbio afetivo socialmentegac#ante devido a seus sintomas
que levam o individuo a um estado geral de tristata de esperanca, culpa e auséncia de
perspectivas em relacéo ao futuro, podendo ina@usasultar em morte prematura devido a
suicidio (Purves, 2004). Apesar de o0 sistema moir@agico (serotonina, norepinefrina e
dopamina) receber maior atencédo na neurobiologiedeessao e ser alvo da maioria das
drogas utilizadas como tratamento, crescentes msi@€sugerem o que o sistema
glutamatérgico desempenhe funcdo importante nabelogia da depresséo (Hashimoto,

2009; Tokitaet al, 2011).

Outras constatacdes a respeito da fisiopatologdedeessdo também vém sendo
exploradas em varios estudos, sendo uma delas endnicle marcadores pro-inflamatorios
em pacientes com depressao (Capuron & Miller 2DEBn, 2010; Raisoet al 2006; Simon
etal, 2008). Também relacionando condi¢fes inflamadiastados depressivos € o fato de a
depresséao poder ser induzida por citocinas présimdtorias utilizadas no tratamento de
doencas virais cronicas e tumores (Capuron & Mi2804; Raison, 2005-2006, Marieke &
Maes, 2004). O interferom (IFN-a) € uma das citocinas mais utilizadas terapeutiogar@or
suas atividades antivirais e antiproliferativasr{faar, 2009). Entretanto, observa-se um
elevado percentual de pacientes submetidos aersggat que desenvolvem um quadro de
depresséao (Dantzer, 2009; Dean, 2010; Rasath 2005-2006; Marieke & Maes, 2004).
Evidéncias sugerem que essa inducao seja provemlargtivacdo da enzima indolamina 2,3-
dioxigenase (IDO) por IFN: A IDO catalisa a reagéo que converteptofano emN-
formilcinurenina, diminuindo os niveis de triptofadisponiveis para a sintese de serotonina
(5-HT). A formacéo de cinurenina também leva ametabolizacdo em &cido quinolénico

(QUIN) e 3-hidroxi-cinurenina (3-OH-KYN), o prim@&iré um potente agonista do receptor

18



NMDA enquanto o segundo € responsavel pela prodie&pandes quantidades de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Os metabolitos da eimina mostraram produzir
neurodegeneracao em animais e seus niveis est@mtaados em pacientes com doencas

neurodegenerativas (Marieke & Maes, 2004).

N-acetilcisteina (NAC) tem sido indicada como adjue no tratamento com IFiNde
pacientes com hepatite C. Apesar dos resultadds amntroversos, a utilizacdo de NAC é
justificada por sua acdo oxidante, assim como @opiecursora da glutationa (GSH).
Pacientes com doencas hepaticas cronicas apreseimamicao nos niveis de GSH, o que
dificulta a neutralizacdo de ROS (Bernhatal, 1998; Moreno-Oteret al, 2010; Pereira-

Filho et al, 2008). Outra linha de pesquisa envolvendo NA(ésszibilidade de sua

utilizacdo no tratamento de desordens psiquiatrezaso transtorno obsessivo, esquizofrenia
e depressao (Deat al, 2010; Machado-Vieiratal, 2010; Hashimoto, 2009). O impulso para
esses estudos é oriundo do dano oxidativo obsen@d®m desenvolvimento dessas doencas

e de anormalidades no sistema glutamatérgico (Beain2010).

Considerando o uso de NAC como droga adjuvanteatantento de hepatite C por
INF-a, a incidéncia de depressao nestes pacientes durargtamento, e as evidéncias de
atividade antidepressiva de NAC, seria de interagakar a atividade antidepressiva de NAC
no contexto de depressao induzida por iNEsse trabalho teve por objetivos verificar a
inducao de comportamento correlato de depressaaiaapor INFe. no modelo da cauda

suspensa em camundongos, bem como avaliar a apdepaessiva de NAC nesse modelo.

2.Materiais e Métodos

Animais Camundongos machos adultos das linhagens BalbFlgpesando entre 25-

30g para Balb/c e 35-45¢g para CF1) foram obtiddSwtalacdo Estadual de Producéo e
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Pesquisa em Saude (FEPPS). Os animais foram manticd8amundongario Setorial do
Depto de farmacologia em ambiente controlado conpégatura de 22, ciclo de 12 h
luz/escuro e comida e aguad'libituni’ por pelo menos duas semanas antes do inicio dos
experimentos. Todos os procedimentos foram realgzagds aprovacao do projeto pelo
Centro de Reproducao e Experimentacdo de Animdisberatorio (CREAL-UFRGS n°

19981)

Drogas:IFN-a2a (3000000U1/0,5ml, Roferon A, Roche) foi adquorith empresa
ONCO PROD (Brasil, Sdo Paulo); aliquotas foramidds em uma solucéo de albumina de
camundongo 10% e salina 0,9%. Albumina, imipraneifMAC foram adquiridos da Sigma
(St Louis, USA). Imipramina e NAC foram diluidasé&gua destilada. Os tratamentos foram

administrados em um volume de 0,1 ml/10 g.

Teste de suspensao pela cauda (tail suspensiqQiT &) A metodologia no teste de
suspensao pela cauda foi a relatada por 8teali(1985). Apds os tratamentos descritos a
seguir, os animais foram suspensos pela porcaani@rde suas caudas a uma altura de 50
cm acima de uma superficie. A duracdo da imobikdatanotada durante 6 minutos, sendo
que os animais foram considerados imodveis aperaglquse balangcavam passivamente ou
permaneceram com movimentagdo minima. Apds 0s iex@eios, 0S animais retornaram a

caixa moradia.

Indugc&o do aumento do tempo de imobilidade no EETIpN a-2a Tratamento
crénico: camundongos Balb/c receberam uma admagétrdiaria de IFN2a 1600U/g
(n=13), solucéo salina 0,9% mais albumina (n=12)amente solu¢do salina 0,9% (n=13)
via intraperitoneal (i.p.) durante cinco dias cangiros. O grupo tratado com solucéo salina

0,9% foi utilizado para comparagéo com o grup@ttatcom solucao salina 0,9% mais
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albumina. Apés 6h da ultima administracdo, os aistitiam submetidos ao teste de

suspensao pela cauda (TST).

Tratamento agudo: camundongos Balb/c (n=15-16) f@fam divididos em grupos
(n=9-11) que receberam administracdo subcutaneads. IFNa2a (2400U/g) ou solucéo

salina 0,9% mais albumina. 30 min apds os tratamsdotam submetidos ao TST.

Efeito do NAC sobre o aumento do tempo de imoliédaduzido pelo IFN-2a
Camundongos Balb/c foram divididos em trés gruped2-13) e receberam os seguintes
tratamentos: imipramina na dose de 20mg/kg (INAC na dose de 25mg/kg (i.p.) ou
solugéo salina 0,9% (i.p.). 30 minutos depois desegamentos cada grupo foi subdividido
em dois grupos que receberam Ié2a 2400U/g (s.c.) ou solucao salina 0,9% maisnaiba

(s.c.). Apo6s 30 minutos da ultima administracdammais foram submetidos ao TST.

Atividade locomotoraA locomocéao foi medida em caixas de atividade (45 x 20
cm, Albarsch Electronic Equipment, Brasil, Port@dde, RS) equipadas com trés fotocélulas
paralelas que registram automaticamente o nimetcocudamentos. Os animais foram
divididos em dois grupos e receberam os seguirasientos: solucdo salina 0,9% (i.p.) ou
NAC na dose de 25mg/kg (i.p.). O grupo solucamadini dividido em dois grupos que
receberam apos trinta minutos solucéo salina 0,8% atbumina ou IFN:2a 2400U/g
(n=10). O grupo NAC recebeu apés trinta minutodraiaistracéo de IFN=2a 2400U/g
(n=10). Os animais foram colocados individualmenrae caixas de atividade locomotora apos
30 minutos da ultima administragdo por 8 minutesds os primeiros dois minutos

considerados como habituacéo.
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Andalise estatisticaDs resultados foram expressos em média + desdi@p. A
comparacao entre os grupos IkRa e salina mais albumina foi feita utilizandde€b
Student. Para comparacéao entre os grupos foiaddiANOVA de uma via seguido gest-

hocDuncan'’s, utilizando o programa SPSS 8.0.

3.Resultados

A Fig. 1 mostra que o tratamento cronico com b2é-1600U/g ndo induziu diferengas
significativas quanto ao tempo de imobilidade ent €8 camundongos BAIb/E&f zs5~
1,432,p<0,252]. Como néo houve diferenca entre os grudasdos com solugéo salina 0,9%
ou solugéao salina 0,9% mais albumina, o controf@i nos experimentos subsequentes
foram realizados apenas com salina 0,9% mais aftaumPAinda com camundongos BAlb/c, o
tratamento agudo com IF&Ra 2400U/g (s.c.) induziu aumento significativotexmpo de

imobilidade F 201 7,999,p<0,008] (Figura 2A).

A Figura 2B mostra que em camundongos CF1 o terapmdbilidade no TST né&o foi

modificado pelo tratamento com IFdPa 2400U/g (s.c.) [fc19=1,468,p<0,8554].

A figura 3 mostra que o NAC, mas nao a imipramprayiniu o aumento no tempo de
imobilidade no TST induzido por IFN2a 2400U/g (s.c.) [E37= 3,809,p<0,018]. Em
relacéo a atividade locomotora, ndo houve difersigaficativa no nimero de cruzamentos

entre 0s grupos tratados e o contrélg fo= 0,012,p<0,988](Figura 4).

4 .Discussao

Os resultados deste trabalho devem ser considecaduos dados preliminares. Os
dados mostram que para indugédo de comportamewtariggdepressivo induzido por

interferon no modelo de TST o melhor protocolodbiido com camundongos da linhagem
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Balb/c e administracéo subcutanea aguda dedl2MOOU/kg. No modelo utilizado, a dose de
25mg/kg de NAC reduziu significativamente o tempdrdobilidade, sugerindo acéo tipo-
antidepresssiva. Cabe notar que a administrac&ututea aguda de 2400U/kg ou NAC

25mg/kg néo altera a atividade motora.

Inducdo do comportamento tipo-depressivo induzmoldF-o em roedores foi relatado
em camundongos da linhagem ddY com administragédaae crénica de IFN-nos
modelos de nado forcado e suspenséao pela caudan@Mlal, 1998, 1999; Yamano et al,
2000). Estudos anteriores com camundongos BaHtaxdins com INFe: mostram que a
administracao cronica de 1600U/kg de I&Ni-p.) altera o comportamento de desempenho de
nado e atividade locomotora (hearing), o que pregud interpretacdo de resultados de testes

como o de TST. (Crnic & Segall, 1992; Dunn & Crrii®93).

O modelo de suspensao pela cauda é consagradeupealsr preditivo de atividade
antidepressiva em humanos. Pode-se argumentaregteecaso, com o aumento de
imobilidade induzido por IFN:0 modelo adquire ainda certo valor de constratguge IFN-

a induz depressao em pacientes. Contudo, umardaadbes deste trabalho estéd na inducéo
de alteracdo de comportamento com administracadeadgl IFNe, uma vez que em

pacientes submetidos a imunoterapia com d#désenvolvem depressao ao longo do
tratamento cronico. Uma limitagdo deste modeloeésemsibilidade a administracdo aguda de
antidepressivos, que em clinica se observam aplepass de 2-4 semanas; existe assim um
paralelo entre sensibilidade a antidepressivosglsédade ao agente indutor de aumento de

imobilidade.

Outra limitacdo do estudo é a dose Unica de NA@Gajsao efeito encontrado deve ser

avaliado em outras doses. O efeito tipo-antidepr@sia imipramina na dose de 20mg/kg no
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modelo de cauda suspensa é amplamente documeRiatiet al, 2009). E, portanto,
interessante que a imipramina nesta dose néo tedbhaido significativamente o tempo de
imobilidade quando o aumento de imobilidade fourido por IFNe, inda que ndo se possa
descartar que com a diminuicéo da dispersao datearesta dose de imipramina nao atingiria
significancia estatistica. De qualquer forma eatods6 pode ser melhor avaliado quando

outras doses de imipramina e NAC forem testadas.

A utilizacdo de NAC como adjuvante no tratament@agentes com hepatite C foi
sugerida devido aos seus efeitos no estresse imxigeibvocado pela infecgdo no figado.
NAC parece melhorar a condi¢céo infecciosa gerabpumuir a lipoperoxidacao, restaurando
0s niveis de glutationa e inibindo a expressaoxadomitrico sintase induzida (iNOS)
(Pereira-Filhcet al, 2008; Moreno-Oteret al,2010). O oxido nitrico (NO) tem consequencias
deletérias na presenca de espécies reativas d&naxig participa assim na fisiopatologia de
doencas virais e auto-imunes do figado (MorenoeCeal 2010). Weiset al (1996)

também sugerem que NAC tenha atividade antivirialdmgem nivel transcricional.

A atividade antidepressiva de NAC parece estacimiada a sua capacidade de agir
diretamente no sistema glutamatérgico, aumentarmgoeentracdo de glutamato no meio
extracelular por inducdo da atividade do trocadkima-glutamato (Deaet al, 2010;
Machado-Vieiraeta, 2010; Hashimoto, 2009). A cistina € um dimeronfado pela
homodimerizacdo da cisteina oriunda da desacaiidedNAC. O aumento do glutamato
extracelular diminui a liberagdo de glutamato wasicdevido a ativacao de receptores
metabotrdpicos glutamatérgicos perisinapticos dpail. O aumento da glutationa também
pode estar relacionado a sua a¢ao no sistema gliéiegico, uma vez que o receptor NMDA
tem um sitio sensivel a GSH que potencializa suagdto (Dearet al, 2010; Hashimoto,

2009). A elevacéo dos niveis de marcadores pranrdtorios em pacientes depressivos

24



também é um fator relevante, ja que NAC parecerdima concentracdo de citocinas pro-
inflamatorias (Deaet al, 2010). A acdo de NAC na reducao de expressatuedo de iINOS
no figado (Pereira-Filhet al, 2008; Moreno-Oteret al,2010) deve ser investigada, dada a

importancia do NO em vias de sinalizacdo no SNC.

Esses dados, ainda que preliminares, sugeremidaalivantidepressiva de NAC em
modelos animais com validade de predicdo paraepredsivos com alteracéo de
comportamento relacionado a IkNSendo NAC uma droga disponivel, com estudos de
seguranca mostrando grande janela terapéuticpeutdgliissimos efeitos adversos, além de
ter um custo bastante reduzido, a relevancia datsudade antidepressiva em pacientes em

tratamento com IFN-deve ser considerada.
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Figura 1- Efeito da administragéo crénica de dN600U/g (i.p.) sobre o tempo de
imobilidade no TST em camundongos Balb/c. Os dadt& expressos em média e desvio
padrédo (ANOVA).
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Figura 2: A- Efeito da administracéo aguda de 6FAO00U/g (s.c.) sobre o tempo de
imobilidade no TST em camundongos Balb/c. Os dadtéo expressos em média e desvio
padréo. *$<0,05, Teste t Student. B- Efeito da administragiiala de IFNx2a 2400U/g

(s.c.) em camundongos da linhagem CF1. Os dadés espressos em média e desvio padrdo
(Teste t Student).

29



230 -

200 - *

150

100 -

Tempo deImobilidade
=

=
]

Salina-IFN o Imip-IFNo NAC-IFNa

Figura 3: Efeito do NAC (25mg/kg, i.p.) e imipraraifi.p.) sobre o aumento no tempo de
imobilidade induzido pelo IFN:2a 2400U/g (s.c.). Os dados estdo expressos ena medi
desvio padréo. *p<0,05, ANOVA seguido dpost hoduncan’s.
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Figura 4: Efeito do NAC 25mg/Kg (ip) e IFdRa 2400U/g (s.c.) sobre a atividade
locomotora. Os dados estéo expressos em médiaie gasrdo (ANOVA).
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4.Conclusdes e perspectivas

A importancia de contribuir para a validacdo de urmdelo animal de
comportamento tipo-depressivo no contexto de ds@cesduzida por IFN- pode
ter grande relevancia no cenario da pesquisa figentieste tema. Também tem
grande importancia o fato de aumentarmos o numer@esiudos em relacdo ao
potencial de NAC como antidepressivo, especialmantecontexto de depressao
induzida por IFNe, uma vez que NAC tem outras propriedades queibaein para

melhorar a efetividade da imunoterapia.

O conhecimento do mecanismo de acdo pelo qual exlffiduz a depressao e
pelo qual NAC age como antidepressivo se faz nédessnto para o entendimento
da etiologia da depressao, bem como para insigldgatg a novos mecanimos de
acao relevantes para drogas antidepressivas. Nestodos pré-clinicos devem ser
realizados considerando-se as limitagfes j& apastdeste trabalho preliminar. Em
tltima analise, os dados obtidos com estudos codeln® animais podem subsidiar
e estimular novos estudos clinicos necessarios pareoborar a atividade

antidepressiva do NAC em pacientes tratados comolFN

Espera-se que os dados preliminares obtidos nesbalho venham a
estimular os estudos mais abrangentes e aprofusdab®ssarios para concluir-se
sobre os reais beneficios do NAC como droga adjevam pacientes com hepatite

C que tem grande prevaléncia no RS.
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