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RESUMO

A Desordem Afetiva Sazonal € caracterizada por episddios de depressdo durante o inverno
com remissdo no verdo. No presente trabalho foi proposto o estudo dos efeitos da
N-Acetilcisteina (N-Ac) na reversdao de alteracdes comportamentais frente a mudancas no
fotoperiodo, uma vez que a substincia tem mostrado um potencial efeito antidepressivo.
Sendo assim, ratos Wistar foram expostos a um regime didrio de 5 horas de luz e 19 de escuro
(grupo 5C/19E) ou mantidos em ciclo de ilumina¢do de 12 horas de luz e 12 de escuro (grupo
12C/12E) por 6 semanas e posteriormente passaram a receber injecdes intraperitoneais didrias
de N-Ac ou de tampao PBS por 3 semanas. Apds as injecdes, os animais tiveram testados os
comportamentos relacionados a ansiedade e a depressdo. A alteracdo no ciclo mostrou
resultados significativos quanto a alteracdo de pardmetros comportamentais, porém, o
tratamento com N-Ac nao foi capaz de reverter esses comportamentos. Pode-se afirmar que o
modelo experimental usado serd importante para validar pesquisas futuras quanto a alteracdo

de ciclos e nas investigacdes do papel da N-Ac para doengas neuropsiquidtricas.

Palavras-chave: Desordem Afetiva Sazonal, N-acetilcisteina, Testes comportamentais.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os organismos em geral possuem mecanismos de sincronizagdo fisioldgicas (ciclos
biolégicos), que modulam ritmicamente o funcionamento de células, tecidos e 6rgdos. Na
natureza pode-se observar ciclos bioldgicos com duracdes diversas, mas os mais evidentes
entre eles sdo os ciclos com duracdo de aproximadamente 24 horas, conhecidos como ritmos
circadianos (MENAKER, 1969). Os ritmos bioldgicos possuem um cariter endégeno que é
geneticamente determinado, e as estruturas geradoras destes ritmos sdo denominadas de
relogios bioldgicos ou osciladores circadianos (PITTENDRIGH, 1981). Em uma situagdo em
que os ciclos ambientais sdo eliminados ou reduzidos, o ritmo bioldgico se mantém,
evidenciando que fatores exdgenos ndo sdo necessdrios para a geracdo da ritmicidade
(BUNNING, 1967). Para que ocorra a regulacdo entre os ritmos externos ambientais € 0s
ritmos bioldgicos deve ocorrer uma sincronizagdo, € a luz é tida como um dos maiores
sincronizadores (zeitgebers) para a harmonizagdo interna com o ciclo claro-escuro externo

(DUFFY et al., 1996; DANILENKO et al., 2000; HONMA, 1995).

A glandula pineal, também denominada de 6rgdo pineal, participa da organizacio
temporal de ritmos bioldgicos, atuando como mediadora entre o ciclo de claro-escuro
ambiental e processos regulatérios fisioldgicos, incluindo regulacdio da reproducdo, do
sistema cardiovascular e do sistema imunoldgico, entre outros (CIPOLLA-NETO &
AFECHE, 1992). A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) ¢ um hormonio elaborado pela
glandula pineal e € o principal produto de seu sistema metabdlico. Este hormonio responde a
falta de luz produzindo uma maior quantidade de melatonina, que induz o sono em individuos
da espécie humana (MILLER, 2005). A quantidade de melatonina liberada pela glandula
pineal varia com o ciclo de iluminacdo ambiental (MOORE et al., 1974). Estudos recentes
indicam que a sintese de melatonina na glandula pineal é regulada pela atividade de uma

enzima, a serotonina N-acetil-transferase, que converte serotonina em N-acetilserotonina, que



também possui um perfil de atividade ritmico sendo influenciado pelo padrio da luz
ambiental. A atividade da serotonina N-acetiltransferase é baixa durante o periodo de luz e
aumenta durante o periodo de escuro chegando a niveis trinta vezes maiores 4 noite (MOORE

et al., 1974).

Como a luz € o principal fator ambiental para regulacdo dos ritmos bioldgicos,
perturbacdes do fotoperiodo podem levar a sintomas temporarios e efeitos de longo prazo nos
organismos levando até a desordens psiquidtricas. Muitos pacientes atingidos por desordens
de humor também enfrentaram mudancas nos ritmos endégenos e mudangas no ciclo de sono-

vigilia (WIRZ- JUSTICE, 2007).

Entre as doencas associadas a mudancas no fotoperiodo estd a Desordem Afetiva Sazonal
(SAD) uma desordem depressiva recorrente, na qual episddios de depressdo ocorrem no
outono e inverno seguido por grandes remissdes na primavera e verdo (ROSENTHAL et al.,
1984). SAD € um subtipo recorrente de Depressao Maior (DM) com um padrio sazonal. Entre
os diferentes subtipos de DM, a SAD € a desordem que possui a maior frequéncia de
recorréncia, sendo que 40% dos casos progridem para episddios de Depressdo Maior Nao
Sazonal (FAEDDA et al., 1993; ROSENTHAL et al., 1984; SCHWARTZ et al., 1996). A
prevaléncia anual da SAD € normalmente de 1 a 6% em paises mais distantes da Linha do
Equador, sendo que as maiores percentagens ocorrem em latitudes extremas (MAGNUSSON
et al., 2000).

SAD € uma desordem que possui diagnosticos variados, € o critério utilizado para
identifica-la inclui ter sintomas depressivos que se iniciam e terminam durante estacdes
especificas todos os anos, com duracdo de pelo menos dois anos e ter mais periodos com
depressdo do que periodos sem ao longo da vida (MANUAL DE DESORDENS MENTAIS —
DSM-5, 2013). Os individuos com essa desordem possuem dificuldades na regulacdo da

serotonina, um neurotransmissor que acredita-se ser responsdvel por estados de humor



(McMAHON et al., 2014). Estudos mostram que pessoas com esse transtorno possuem mais
proteinas que auxiliam o transporte de serotonina (SERT) nos meses de inverno do que nos
meses de verao (McMAHON et al., 2014). O SERT transporta a serotonina até o neuronio
pré-sinaptico, portanto niveis altos desse transportador levam a niveis baixos da atividade da
serotonina, podendo levar a doengas neuropsiquiatricas. Ao longo do verdo a maior incidéncia
de luz solar mantém os niveis de SERT naturalmente baixos, com a redu¢do da incidéncia no
outono ocorre a diminui¢ao na atividade da serotonina, pelo aumentos dos niveis de SERT

(McMAHON et al., 2014).

A Terapia Luminosa € tida como um dos tratamentos mais efetivos para SAD, reforcando
assim o suporte 4 associacdo entre humor e luz (ROSENTHAL, et al., 1984; TERMAN et al.,
2005; HINTON, 1962; VOGEL et al., 1973; VON ZERSSEEN et al., 1985).

Considerando a importancia dos mecanismos circadianos em desordens de humor e
ansiedade, estudos recentes sugerem que roedores de hdbitos diurnos podem ser modelos
animais eficientes para o estudo dessas doencas (SMALE et al., 2005; EINAT et al., 2006;
ASHKENAZY et al.,2008; FLAISHER-GRINBERG et al., 2008; CUESTA et al., 2009).
Trabalhos utilizando o rato da areia diurno Psammommys obesus como modelo animal para a
exploracdo das mudancas afetivas relacionadas ao fotoperiodo mostraram que roedores
previamente expostos por trés semanas ou mais a um regime de luz com cinco horas de claro
e dezenove horas de escuro apresentavam comportamentos do tipo ansiosos e depressivos

(EINAT et al., 2006; ASHKENAZY et al., 2008).

Baseados em dados da literatura, acredita-se que uma das substancias que poderiam
possuir a capacidade de reverter essas desordens de humor seria a N-Acetilcisteina (N-Ac). A
N-acetilcisteina, (R)-2acetamida-3-4dcido mercaptoetandico € derivada do aminodcido L-
cisteina e vem sendo utilizada por mais de 30 anos como um antidoto no tratamento da

overdose de paracetamol, como um agente mucolitico para Doenca Pulmonar Obstrutiva



Cronica (DPOC) e como agente terapéutico no gerenciamento do HIV (DODD et al., 2008).
Por se tratar de um agente mucolitico, que atua reduzindo a viscosidade de secre¢do do muco,

estd presente no comércio nas mais diversas formas como xaropes e outros (CAPO, 2012).

Evidéncias recentes sugerem que a N-Ac pode ter efeitos teraputicos no tratamento de
multiplas desordens neuropsiquidtricas, incluindo depressdo, autismo, esquizofrenia,

desordem bipolar, Alzheimer e Parkinson (DEAN et al., 2011).

Um dos provdveis mecanismos de atuagdo da N-Ac, seria por meio de seu poder
antioxidante. Esse efeito pode ser visto em diversos experimentos com modelos de infeccao e
cancer in vitro e in vivo (AMINI et al., 2014; TRAN et al., 2010; LIMA AIRES, et al., 2012;
MOON et al., 2016). Nessas configuracdoes a N-Ac atua como um pro-fairmaco para a L-
cisteina, que € o precursor do antioxidante bioldgico glutationa (GSH). Portanto a
suplementagdo com a N-acetilcisteina mostra resultados na preservacdo dos niveis
intracelulares de GSH (MILLEA, 2009). Este tripeptideo € encontrado intracelularmente em
altas concentragoes, essencialmente em todos os organismos aerébicos (JOSEPH et al., 1997).
A glutationa € extremamente importante na desintoxicacdo do organismo a uma grande
variedade de substancias toxicas, incluindo a biotransformac¢do e eliminagcdo de xenobidticos
(produtos quimicos estranhos aos sistemas bioldgicos), compostos de peroxido, e outras
moléculas que geram radicais livres. Dessa forma exerce um efeito protetor profundo sobre
células, incluindo neurénios (MILLEA, 2009; FERREIRA et al., 2008; LINCK et al., 2012.)

Além disso, o GSH possui um papel central na defesa das células contra o estresse oxidativo

Terapias com antioxidantes podem ser eficientes no tratamento de doencas
neurodegenerativas, ja que estudos tem mostrado que o estresse oxidativo desempenha papéis
importantes em diversas doencgas e pode ser um mecanismo em comum a varias desordens

psiquidtricas. A produgdo excessiva de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) gera uma



resposta inflamatoéria e aumenta a liberagao de citocinas pré-inflamatérias e o encéfalo € mais
vulnerdvel aos efeitos prejudiciais das EROs devido a sua elevada taxa metabdlica e baixos
niveis de antioxidantes, o que poderia explicar o motivo do estresse oxidativo ser uma
caracteristica central na maioria das doencas neurodegenerativas (AL-SAMHARI et al.,

2015).

Assim como os antidepressivos triciclicos, os antipsicéticos e o litio tém elucidado o
papel das monoaminas na depressdo, da dopamina na esquizofrenia e sistemas de segundos
mensageiros nas desordens bipolares, a N-Ac surge como uma oportunidade de nova terapia
para o tratamento de doencas que afetam os comportamentos, possivelmente por meio da
modulacdo dos sistemas de neurotransmissores como glutamato e dopamina (OLIVE et al.,

2012).

A N-Ac impacta maltiplas vias implicadas em uma variedade de desordens
neurodegenerativas. Na doenga de Parkinson, por exemplo, sdo reportadas alteracdes dos
eventos oxidativos do metabolismo da dopamina, disfuncdo mitocondrial e fosforilacdo
alterada, mecanismos potencialmente alvos da acdo da N-Ac (MARTINEZ-BANACLOCHA,
1999).

A dopamina € historicamente relacionada com a expressio de doengas como
Parkinson e Esquizofrenia e a habilidade da N-Ac em modular sua liberagdo é notavel
(BAKER et al., 2002). Evidencias pré-clinicas em relacdo a modelos da Doenca de Parkinson
e da Doenca de Alzheimer (DA), sugerem os potenciais efeitos benéficos da N-Ac. Algumas
investigacdes clinicas demonstram que pacientes com DA tratados com 50mg/Kg/dia de
N-Ac por 6 meses mostraram melhora significativa no Teste de Fluéncia Verbal (“Letter
Fluency Task”) e no teste de Escala de Memoria Weschsler (“Wechsler Memory Scale
Immediate Number Recall”) (ADAIR et al., 2001). Em individuos tratados durante 1 ano com

uma formulacdo vitamino/nutracéutica (N-Ac, 4cido folico, vitamina B6, a-tocoferol, S-



adenosil metionina e acetil-L-carnitina), apresentaram melhora quando submetidos a
aplicacdo da Escala de Avaliagao Clinica de Deméncia (“Dementia Rating Scale”) e melhora
cognitiva (CHAN et al., 2008).

Administracdes de N-Ac tem mostrado potencial efeito em promover neurogénese
diretamente, aumentando as proteinas neuroprotetoras como o Fator Neurotrépico Derivado
do Cérebro (BDNF), mas também indiretamente reduzindo apoptose celular através de um
aumento do numero de proteinas anti-apoptose. Além  disso, deprime as respostas
inflamatorias por diminuir a producdo de citocinas assim como do fator de necrose tumoral-
alfa (TNF-a) e de interleucina-6 (IL-6) (BERK et al., 2013).

Tendo em vista que Desordens comportamentais afetam mais de 30 milhdes de pessoas
pelo mundo e vem tornando-se um grande problema de satde publica, sendo os mecanismos
neurobioldgicos dessas desordens ainda pouco elucidados (ZHOU et al., 2013), e que a N-Ac
mostra resultados terapéuticos no tratamento de diversas desordens neuropsiquidtricas, sua
utilizacdo na reversdo de transtornos comportamentais ligados a ansiedade e depressao torna-

se um importante alvo de investigacdes.



2. OBJETIVOS

2.1 GERAIS

e Avaliar os efeitos da N-acetilcisteina na expressio de comportamentos ligados 4

ansiedade e depressdo em animais expostos a um regime de fotoperiodo alterado.

2.2 ESPECIFICOS

e Investigar as alteragdes da atividade locomotora e ansiedade no teste de Campo
Aberto em animais submetidos a alteracdo do ciclo claro/escuro e tratados com N-Ac.

e Avaliar os comportamentos relacionados a depressdao nos Testes de Nado Forcado e
Consumo de Sacarose em animais submetidos a alteracdo do ciclo de luz e tratados

com N-Ac.



3. METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), adultos, pesando em média
250 gramas foram mantidos no locatdrio de animais da drea de Ciéncias Fisiolégicas do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFU e submetidos a um regime especial de iluminacdo
suporte para a conducdo dos experimentos propostos. As gaiolas com os animais foram
mantidas em gabinetes (Insight Ltda, Ribeirdo Preto-SP) com ciclo de iluminagdo controlado
e fluxo de ar constante. Esses gabinetes foram alocados em salas refrigeradas (22+2 ° C).
Com objetivo de minimizar o uso de animais, o tamanho amostral (N) foi estimado entre 8-10

animais por grupo experimental.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Ap6s atingirem uma média de peso de 250g, os animais foram divididos em dois
grandes grupos: animais que foram mantidos em iluminacdo de 12 horas de luz e 12 horas de
escuro e animais mantidos no ciclo de iluminac¢do com 5 horas de claro e 19 horas de escuro.
Cada grande grupo foi dividido em animais que receberam injecdes intraperitoneais didrias de
N-Ac e animais que receberam injecdes intraperitoneais de veiculo PBS, formando assim
quatro grupos: SC/19E (Grupo de animais em ciclo de 5 horas de claro e 19 horas de escuro
que recebeu injecoes intraperitoneais de N-Ac), N-Ac 12C/12E (Grupo de animais em ciclo de
12 horas de claro e 12 horas de escuro que recebeu injecdes intraperitoneais de N-Ac), PBS
SC/19E (Grupo de animais em ciclo de 5 horas de claro e 19 horas de escuro que recebeu
injecdes intraperitoneais de PBS) e PBS 12C/12E (Grupo de animais em ciclo de 12 horas de

claro e 12 horas de escuro que recebeu injecoes intraperitoneais de PBS).



Tabela 1. Grupo de animais

Grupo de animais em ciclo de 5 horas de
N-Ac claro e 19 horas de escuro que recebeu injecdes intraperitoneais de
S5C/19E N-Ac.

Grupo de animais em ciclo de 12 horas de
N-Ac claro e 12 horas de escuro que recebeu injecdes intraperitoneais de
12C12E N-Ac.

Grupo de animais em ciclo de 5 horas de

PBS claro e 19 horas de escuro que recebeu injecdes intraperitoneais de
5C/19E PBS.

Grupo de animais em ciclo de 12 horas de

PBS claro e 12 horas de escuro que recebeu injecdes intraperitoneais de
12C12E PBS.
3.3 FARMACO

N-acetilcisteina é um derivado de cisteina com um grupo acetilo ligado ao seu atomo
de nitrogénio e pode ser oxidado por uma grande variedade de radicais e serve também como
um nucledfilo (par de elétron doador). De fato, € um antidoto seguro para a deficiéncia de
glutationa em uma ampla gama de distirbios metabdlicos, doengas pulmonares,
neurotoxicidade, hepatotoxicidade, neurotoxicidade, entre outros (DHOUIB et al., 2016).

Para o preparo da solucido a N-Ac foi dissolvido em PBS com concentracido de 60 mg de
N-Ac para cada 1ml de PBS. A Solucdo foi injetada por meio de injecdo intraperitoneal com
concentracdo de 1mL de solucdo para cada kg do animal. A concentracao final é de 60 mg/kg.
E de grande importincia que o pH seja ajustado para 7,4 com NaOH e em quantidade
suficiente para no mdximo 7 dias. Para que a concentracdo esteja sempre atualizada de acordo
com o aumento de massa, os animais foram pesados durante todo o processo a cada dois dias.

A solugdo foi mantida em geladeira entre os usos.
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O PBS foi aplicado nos animais do grupo controle por meio de injecao intraperitoneal. O
PBS 1X preparado foi mantido em geladeira entre os usos. Todas as solu¢des foram retiradas

previamente da geladeira para que estivessem em temperatura ambiente durante as aplicacdes.
3.4 CONTROLE DA LUMINOSIDADE AMBIENTAL

Ap6s trés semanas de aclimatizagdo as condicdes basicas do biotério, os animais foram
divididos em um grupo com o fotoperiodo normal (12 h claro/12 h escuro, luzes ligadas 4s 7h
e apagadas 19h da noite) e fotoperiodo alterado (5 h claro/19 h escuro, luzes ligadas ds 13:00
da tarde e apagadas 18:00 da noite), permanecendo nesse regime de iluminacdo durante 6
semanas. Esse protocolo foi criado baseado nos experimentos realizados por ASHKENAZY
et al. (2009). Os animais foram mantidos nessas condi¢des durante todo o tempo de

experimentacao.

3.5 INJECOES INTRAPERITONEAIS DIARIAS

Esse procedimento consiste em duas aplicagdes intraperitoneais didrias de N-Ac ou PBS,
com intervalo de 4 horas entre elas. O intervalo € necessario para que a concentragdo de N-Ac

esteja sempre alta nos animais. As aplicagdes tiveram duracao de trés semanas.

3.6 TESTES COMPORTAMENTAIS

Para avaliar os efeitos das aplicacdes didrias de N-Ac na reversdao de comportamentos do
tipo depressivos e ansiosos, trés testes variados foram utilizados, sendo estes o Teste de Nado
Forcado, Teste de Campo Aberto e o Teste de Consumo de Sacarose. Todos os testes
comportamentais foram realizados durante o periodo de claro de ambos os grupos. Os
experimentos se iniciaram pelo menos 1 hora depois das luzes se acenderem e terminaram
pelo menos 1 hora antes das luzes se apagarem para o grupo SC/19E. Todos os testes foram

gravados com a utilizacdo de cAmera de video.
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3.6.1 TESTE DE NADO FORCADO

O Teste de Nado Forcado (TNF) € um dos testes mais frequentemente usados como
modelo para demonstrar efeitos depressogénicos e antidepressivos de manipulacdes e
tratamentos (MARTIJENA et al., 1996; CRYAN et al., 2005).

O TNF envolve duas fases, um pré-teste e um teste. Ambos devem ser realizados em
um recipiente cilindrico de 33 cm de didmetro com coluna de dgua de 40 cm. A temperatura
da 4dgua deve estar entre 25 e 27 °C e limpa antes de cada animal.

Para o pré-teste, cada animal foi colocado no recipiente com dgua por 15 minutos. Em
24 horas depois, os animais foram colocados na 4dgua novamente e filmados durante 5
minutos. Nesse teste foram observados os comportamentos de imobilidade, nado e escalada.
Imobilidade foi considerada como quando o animal boia sem movimentos, além apenas dos
necessdrios para conseguir manter a cabega fora da dgua. O comportamento de Natagcdo foi
considerando como quando o animal executa movimentos horizontais além dos que sdo
apenas necessarios para boiar. Escalada foi definido como quando o animal toca as paredes do

recipiente com as patas dianteiras tentando escala-las (PORSOLT et al., 1978).

3.6.2 TESTE DE CAMPO ABERTO

O Teste de Campo Aberto (TCA) € muito utilizado para se avaliar comportamentos
relacionados 4 ansiedade. Para essa avaliacdo € utilizado um aparato de madeira circular com
base de 90 cm de diametro circundado por uma parede de 60 cm de altura cuja drea € dividida
em quadrantes periféricos (adjacentes a parede) e centrais. Os animais foram colocados no
centro do aparato, e foi avaliado a atividade locomotora (nimero de quadrantes percorridos),
o nimero de comportamentos de levantar (elevacdo das patas dianteiras com exploragdo do

ambiente) e o tempo gasto tanto no centro quanto na periferia do aparelho. O aparato foi
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limpo com uma solug¢do de dlcool 20% a cada animal testado. Os testes foram gravados e

avaliados por 5 minutos.

3.6.3 TESTE CONSUMO DE SACAROSE

O Teste de Consumo de Sacarose (TCS) teve duracdo de quatro dias, sendo que no
primeiro dia os animais foram individualizados em gaiolas pequenas (30X19X13 cm) com
tampas altas e receberam no bebedouro solu¢@o de sacarose 2% (em &dgua filtrada) durante 24
horas, sem oferta de dgua pura simultaneamente. No segundo dia a solu¢do de sacarose foi
retirada e o animal permaneceu isolado ingerindo somente 4gua pura. No terceiro dia foram
feitas as andlises do consumo de sacarose 2% pela exposicio a dois bebedouros
simultaneamente para o animal, um com sacarose e outro com dgua pura, durante 90 minutos,
posteriormente os bebedouros foram trocados de lugar e tiveram o consumo avaliado por mais
90 minutos. Os bebedouros foram mantidos nas gaiolas por mais 21 horas . No quarto dia,
quando se completar 24 horas da primeira apresentacdo de sacarose 2%
(90min+90mim+21horas), os bebedouros foram retirados e pesados. Os animais tiveram
racdo disponivel em suas gaiolas. A quantificacdo do consumo das solucdes foi realizada
pesando-se os bebedouros antes e apos cada exposicao aos animais.

3.7 DESTINO DOS ANIMAIS

Apbs os testes comportamentais os animais foram direcionados para verificacdo de
parametros cardiovasculares sob a responsabilidade de outro grupo de pesquisa colaborador
do trabalho, sendo que ao final dos experimentos ocorreu a indu¢do da morte dos animais por
aprofundamento da anestesia utilizando-se tiopental sédico (50 mg/kg, i.p.). Apds verificacao
da auséncia de reflexos (movimentos dos membros apds pressio na pata ou cauda) foi

realizado o deslocamento cervical para certificar o nao retorno da anestesia pelo animal.

3.8 ANALISE DOS DADOS E ESTATISTICA
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Todos os testes comportamentais foram analisados e submetidos a testes estatisticos
através do programa STATISTICA 7. Os dados serdo expressos como a média + EPM e
analisados por ANOVA Bifatorial, seguida do teste de Duncan para comparagdes multiplas. O

nivel de significancia assumido sera de p < 0,05.



14

4. RESULTADOS

4.1 Teste de Nado forcado

A andlise da figura 1 mostra que a alteragdo do fotoperiodo foi eficiente para provocar
um maior tempo de imobilidade dos animais sob o ciclo 5C/19E comparados aos animais sob
o ciclo 12C/12E. Em relacdo as aplicacdes didrias de N-Ac n@o houve diferencas
significativas quanto a reducdo da imobilidade esperada para os animais submetidos ao
tratamento, sendo que os animais que receberam N-Ac quando comparados aos animais
tratados com PBS apresentaram resultados proximos de imobilidade, portanto a N-Ac ndo
reverteu os comportamentos do tipo depressivos no Teste de Nado Forcado. O estudo da
interacdo ciclo-tratamento F(1.43=1,12, p=0,30 mostrou que as inje¢cdes de N-Ac ndo alteraram

os efeitos da mudanca de ciclo quanto a imobilidade.

TNF - Imobilidade
O 12C/12E

300 (W 5C/19E *

250 *

200

150 T T

Tempo (s)

100

50

PBS N-Ac

Tratamento
Figura 1: Tempo de imobilidade (segundos) no Teste de Nado For¢ado em relagdo aos grupos estudados. As
colunas representam as Médias zEPM. N = 8-10 animais por grupo; p <0,05. *Diferenga significativa entre
animais do ciclo 5C/19E e animais 12C/12E. A ANOVA bifatorial seguida de compara¢des miiltiplas de
Duncan mostrou que o Fator ciclo claro/escuro: F(1,43)=11,55, p<0,01; Fator tratamento: F(1,43)=0,74, p=0,39;

Interacio ciclo e tratamento: F(1.43)=1,12, p=0,30.
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A figura 2 representa o tempo gasto pelos animais em comportamentos como Natacao
e Escalada. Quanto ao pardmetro Natacdo houve diferenga significativa quanto o fato ciclo
claro/escuro entre os animais dos grupos 5C/19E e os controles 12C/12E, nido havendo
alteracdes com o aumento da Natacdo pelos animais tratados com N-Ac. Em rela¢do a

Escalada nao houve diferencas significativas entre os grupos.

TNF - Natagao

oo . O 12C/12E  m 5C/19E 200 TNF - Escalada
: *k
180 o | O 12C/12E W 5C/19E
160 T 150
— 140 .
S 120 —
2 100 - 100
e 20 o
2 £
60 = 50
40 T
2° B e
0 0
PBS N-Ac PBS N-Ac
Tratamento Tratamento

Figura 2: Tempo de Natacdo e Tempo de Escalada (em segundos) no Teste de Nado For¢ado em relagdo aos
grupos estudados. As colunas representam as Médias +EPM. N = 8-10 animais por grupo; p <0,05. *Diferenga
significativa entre animais do ciclo 5C/19E e animais 12C/12E. A ANOVA bifatorial seguida de comparagdes
miultiplas de Duncan em relacdo a Natacdo mostrou que o Fator ciclo claro/escuro: F(1,43)=18,97, p<0,001;
Fator tratamento: F(1,43)=0,08, p=0,78; Interacido ciclo e tratamento: F(1,43) = 1,77, p=0,19. Quanto a
Escalada o Fator ciclo claro/escuro: F(1,43)=3,74, p=0,06; Fator tratamento: F(1,43)=0,08, p=0,78; Interacao

ciclo e tratamento: F(1,43) = 0,01, p=0,93.

4.1 Campo aberto

A Figuras 3 mostra os resultados comportamentais nos animais no Teste de Campo
Aberto em relacdo a locomog¢do A andlise estatistica demonstra que existe diferenca

significativa entre os grupos SC/19E e 12C/12E quanto a Locomog¢do Central, Locomog¢ao
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Periférica e Locomog¢do Total, sendo que os animais sob o regime de iluminacdo 5C/19E
apresentam menor locomo¢do nos quadrantes estudados e também menor expressao do
Comportamento de Levantar. Quanto ao tratamento com N-Ac este ndo foi capaz de reverter
0s parametros comportamentais no Campo Aberto, uma vez a andlise da interacdo
ciclo/tratamento dos diferentes parametros de locomog¢ao e do comportamento de levantar ndo

tiveram p>0,05.

Locomogao Locomog¢ao )
Central . Periférica Locomocgao Total
14 O 12C/12E m 5C/19E
g 0 12C/12E B 5C/19E S 100 / . / g D 120/12Em SC/19E
£ 12 * 5 * 100 *
ol S 80 9 *
g0 | | A S - o
Q (7, o
o 8 l 3 60 | j$ T
= S £ 60
s ° S 40 S
E 4 g S 40
o 3 20 o
S 2 hs T 20
e 5 g
2ol oL LM 5, LM L
= PBS N-Ac < PBS N-Ac = PBS N-Ac
Tratamento Tratamento Tratamento

Figura 3: Numero de quadrantes percorridos no centro (Locomog¢ado Central), Nimero de quadrantes percorridos
na periferia ( Locomog¢do Periférica) e Soma do nimero de quadrantes percorridos no centro e periferia
(Locomogdo Total) no Teste de Campo Aberto em relacdo aos grupos estudados. As colunas representam as
Meédias EPM. N = 8-10 animais por grupo; p <0,05. *Diferenca significativa entre animais do ciclo 5C/19E e
animais 12C/12E. A ANOVA bifatorial seguida de compara¢des miltiplas de Duncan em relacdo a Locomocio
Central mostrou que o Fator ciclo claro/escuro: F(1,40=10,96, p<0,01; Fator tratamento: F(1,40)=0,96,
p=0,33; Interacio ciclo e tratamento: F(1,40)=0,46, p=0,51. Quanto a Locomogdo Perifférica o Fator ciclo
claro/escuro: F(1,40)=20,98, p<0,001; Fator tratamento: F(1,40)=0,96, p=0,33; Interacio ciclo e tratamento:
F(1,40)=0,33, p=0,57. Em relacdo a Locomocao total o Fator ciclo claro/escuro: F(1,40)=18,97, p<0,001; Fator

tratamento: F(1,40)=0,08, p=0,78; Interacio ciclo e tratamento: F(1.40) =1,77, p=0,19.
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A Figura 4 mostra a frequéncia em que os animais realizam o Comportamento de Levantar,
parametro comportamental que pode ser considerado como uma medida complementar ao
Teste de Campo Aberto, ja que auxilia a refletir o estado emocional do animal frente ao novo
ambiente. Houve diferenca significativa entre os animais dos grupos 5C/19E e seus controles

12C/12E novamente, porém nao houve alteracdo quanto ao uso da N-Ac.

Comportamento de Levantar

) O 12C/12E B 5C/19E
° ”
g |
o 90 *
g 80 T
g 5 70 T
£ S 60
S % 50
o2
2 40
= 30
g 20
O
o 10
L.

0

PBS Tratamento N-Ac

Figura 4: Frequéncia de Comportamentos de Levantar no Teste de Campo Aberto em relagdo aos
grupos estudados. As colunas representam as Médias +EPM. N = 8-10 animais por grupo; p <0,05. *Diferenga
significativa entre animais do ciclo SC/19E e animais 12C/12E. A ANOVA bifatorial seguida de comparagdes
miultiplas de Duncan mostrou que o Fator ciclo claro/escuro: F(1,40=17,77, p<0,001; Fator tratamento: F(1,40)

= 1,26, p=0,27; Interacio ciclo e tratamento: F(1,40)=0,01, p=0,91.

4.2 Teste de Consumo de Sacarose

As analises estatisticas utilizando ANOVA para medidas repetidas revelou que na
figura 5 a alterag@o do ciclo de luz para o ciclo SC/19E foi eficaz para diminuir o consumo de
sacarose no periodo de 0-90 e 91-180 minutos, induzindo comportamento do tipo depressivo.
Também indicou diferenca significativa no Fator Tempo Fq.44=48,41, p<0,001, indicando

maior consumo de sacarose no periodo de 0-90 minutos quando comparado com o periodo de
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91-180 minutos. Porém nao indicou diferenga significativa no tratamento com a N-Ac quando

comparada com o controle (F.44) =0,03, p=0,86).

A andlise da figura 5 mostra que a alteracao do fotoperiodo foi eficiente para provocar
um menor consumo de solu¢do de sacarose(g)/massa do animal (Kg) sob o ciclo 5SC/19E
comparados aos animais sob o ciclo 12C/12E. Em relacdo as aplica¢des didrias de N-Ac ndo
houve diferengas significativas quanto a aumento do consumo esperado para 0s animais
submetidos ao tratamento, portanto a N-Ac ndo reverteu os comportamentos do tipo

depressivos no Teste de Consumo de Sacarose.

10 - Consumo de sacarose

—O— 12C/12E - PBS
—A— 12C/12E - N-Ac
—@— 5C/19E - PBS

25 - —A— 5C/19E - N-Ac

35 -

15 -
10 -

Consumo de solucdo de sacarose (g) /
massa do animal (kg)
N
o

0-90 min 91 - 180 min
Periodo de consumo

Figura 5: Consumo de solug@o de sacarose sobre a massa do animal no Teste de Consumo de Sacarose
no periodo de 0-90 e 91-180 minutos, em relag@o aos grupos estudados. As linhas representam as Médias zEPM.
N = 8-10 animais por grupo; p <0,05. Houve diferenca significativa entre animais do ciclo 5C/19E e animais
12C/12E e entre os periodos de consumo. A ANOVA para medidas repetidas mostrou que o Fator ciclo
claro/escuro: F(1,44)=88,25, p<0,01; Fator tratamento: F(1,44=0,03, p=0,86; Fator tempo: F(1,44)=48,41,
p<0,001; Interacio ciclo e tratamento: F(1,44)=1,37, p=0,28; Interacao ciclo e tempo F(1,44)=0,02, p=0,89;
Interacao tratamento e tempo: F(1,44)=0,34, p=0,56; Interacao ciclo, tratamento e tempo: F(1,44)=1,52,

p=0,22.
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Na figura 6, em relacio ao Consumo de Agua nos periodos de 0-90 minutos e 91-180
minutos no Teste de Consumo de Sacarose, a andlise estatistica ndo indicou resultados
significativos em nenhum dos fatores, indicando que a alteracio do fotoperiodo e/ou o

tratamento com N-Ac ndo alteraram o consumo.

Consumo de agua
—O— 12C/12E - PBS
—— 12C/12E - N-Ac
30 - —e— 5C/19E - PBS
25 - —&— 5C/19E - N-Ac

40 -

(kg)

10 -

Consumo de agua (g) / massa do animal

0-90 min 91 - 180 min
Periodo de consumo

Figura 6: Consumo de solucdo de dgua sobre a massa do animal no Teste de Consumo de Sacarose no
periodo de 0-90 e 91-180 minutos, em relagdo aos grupos estudados. As linhas representam as Médias +tEPM. N
= 8-10 animais por grupo; p <0,05. A ANOVA para medidas repetidas mostrou que o Fator ciclo claro/escuro:
F(1,44)=2,53, p=0,12; Fator tratamento: F(1,44)=0,06, p=0,80; Fator tempo: F(1,44)=9,78, p<0,01; Interacao
ciclo e tratamento: F(1,44)=0,34, p=0,56; Interacdo ciclo e tempo: F(1,44)=0,68, p=0,42; Interacio

tratamento e tempo: F(1,44) = 1,48, p=0,23; Interacao ciclo, tratamento e tempo: F(1,44) = 1,08, p=0,30.
A Figura 7 mostra os resultados de Consumo de Sacarose e Consumo de Agua nos
animais ap0ds 24 horas no Teste de Consumo de Sacarose. A andlise estatistica demonstra que

existe diferenca significativa entre os grupos SC/19E e 12C/12E apenas quanto ao Consumo

de Sacarose, sendo que os animais sob o regime de iluminagdo 5C/19E apresentam maior
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consumo de solu¢do de sacarose se comparados aos animais 12C/12E. Quanto ao tratamento
com N-Ac este ndo foi capaz de reverter os pardmetros comportamentais no teste, ja que a

andlise da interacdo ciclo/tratamento dos diferentes fatores nao tiveram p>0,05.

350 Consumo de 1 Consumo de
~
B 300 sacarose ~ 1 agua
2 0
e —_ * ©
g P> - 55 10
o O e_i
g © 200 * U — 8
- £ i I -g g
o C —
8 ¢ 150 % < 5 6 il
° o / 3 © [ 7
2 3100 / v e 4 /
o @© / T »n
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g 0 ’ § 0 7
o 12C/12E - PBS A 12C/12E - N-Ac 0 12C/12E - PBS [ 12C/12E - N-Ac
m 5C/19E - PBS B 5C/19E - N-Ac m 5C/19E - PBS B 5C/19E - N-Ac

Figura 7: Consumo de sacarose e Consumo de dgua no Teste de Consumo de Sacarose apds 24 horas,
em relag@o aos grupos estudados. As barras representam as Médias +EPM. N = 8-10 animais por grupo; p <0,05.
*Diferenca significativa entre animais do ciclo 5C/19E e animais 12C/12E. A andlise de ANOVA/MANOVA
mostrou que em relacdo ao Consumo de sacarose o Fator ciclo claro/escuro: F(1,42)=4,86, p<0,05; Fator
tratamento: F(1,42) = 0,41, p=0,52; Interacao ciclo e tratamento: F(1,42) = 0,77, p=0,38. E as andlises
estatisticas em relagdo ao Consumo de dgua mostraram que o Fator ciclo claro/escuro: F(1,42) = 0,30, p=0,59;

Fator tratamento: F(1,42) = 0,22, p=0,64; Interacio ciclo e tratamento: F(1,42) = 0,57, p=0,45.
A Figura 8 representa a Preferéncia Pela Sacarose dos animais nos diferentes grupos.
As andlises estatisticas mostram que ndo houve resultados significativos quanto ao Fator

Ciclo (claro-escuro), Fator Tratamento e Interacdo Ciclo e Tratamento. Portanto a N-Ac nao

elevou a Preferéncia pela Sacarose no grupo 5C/19E como o esperado.
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Figura 8: Consumo de sacarose sobre o consumo total de liquido (Preferéncia pela Sacarose), apds 24
horas do inicio do teste em relagdo aos grupos estudados. As barras representam as Médias tEPM. N = 8-10
animais por grupo; p <0,05. A ANOVA/MANOVA mostrou que o Fator ciclo claro/escuro: F(1.42) = 2,10,

p=0,15; Fator tratamento: F(1,42) = 0,03, p=0,86; Interacio ciclo e tratamento: F(1,42) = 0,61, p=0,44.
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5. DISCUSSAO

Perturbacdes dos ritmos circadianos tem sido hd décadas associadas a alteragdes das
funcdes cerebrais. Observagdes clinicas mostram que muitos pacientes com doengas
neuropsiquidtricas sofrem de alteragdes nos ritmos circadianos, como por exemplo no ritmo
sono-vigilia (WULFF et al., 2010; ROSENBERG et al., 2011). Sabe-se que a luz possui um
papel muito importante nos ritmos biologicos dos mamiferos, sendo o principal fator
ambiental usado pelo reldgio circadiano enddgeno para sincronizar com o ciclo dia/noite
externo (DUMONT et al., 2007). Em modelos animais, a manipulacdo do ciclo claro/escuro
altera os fendtipos afetivos, locomotores e comportamentais dos animais, demonstrando uma
conexdo direta entre o relégio circadiano e as fungdes cerebrais relevantes para doencas
neuropsiquidtricas (LANDGRAF et al., 2014).

Experimentos realizados usando-se ratos de areia diurnos demonstram que a alteragdo do
ciclo claro/escuro para 5 horas de claro e 19 horas de escuro levam a mudancgas
comportamentais nos animais, induzindo comportamentos do tipo depressivos € ansiosos
(EINAT et al., 2006; ASHKENAZY et al., 2008). O presente trabalho utilizando protocolo
adaptado de EINAT et al. (2006) e ASHKENAZY et al. (2008), porém com ratos Wistar
(roedores noturnos), demonstrou resultados significativos relacionados a alteracdo de
parametros comportamentais quando os animais eram submetidos a altera¢des do fotoperiodo
ambiental, dando suporte a ideia de que a diminui¢do do tempo de exposi¢do a luz ambiental
causaria comportamentos do tipo depressivos e ansiosos também em roedores noturnos.

Os dados obtidos no presente estudo sugerem que roedores noturnos submetidos a um
ciclo de luz com 5 horas de claro e 19 horas de escuro (grupo 5C/19E) apresentam
comportamentos do tipo ansiosos e depressivos quando comparados aos animais submetidos a

um ciclo com 12 horas de claro e 12 horas de escuro (grupo 12C/12E). Além disso, sugerem
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que as aplicagdes didrias de N-Ac a uma concentracdo de 60mg/Kg ndo foram efetivas para
reverter tais efeitos comportamentais provocados pela alteragao do ciclo de luz.

Entre os testes comportamentais utilizados estd o Teste do Nado Forcado (TNF) que é
baseado no modelo de “desespero comportamental”’. O TNF é um teste comportamental
usualmente empregado na avaliacdo de farmacos com potencial atividade antidepressiva
(PORSOLT et al., 1977). Neste teste, roedores sao expostos a uma situacao aversiva chamada
de nado for¢ado, que consiste em nadar em um tanque cilindrico com uma quantidade de dgua
que impeca o apoio das patas ou cauda no fundo do cilindro e a fuga pela borda superior. No
inicio do teste os animais nadam e fazem movimentos de escalada as paredes internas do
cilindro e com o passar do tempo adotam uma postura de imobilidade (POSSAMALI, 2013).

A imobilidade é diminuida pelo tratamento com antidepressivos de diferentes classes
farmacoldgicas (PORSOLT et al.,1977; SUGIMOTO et al., 2011) e isto confere validade
preditiva ao teste. A imobilidade que se segue ao periodo de luta, € a principal caracteristica a
analogia neste teste, uma vez que, € diminuida pelo tratamento com farmacos antidepressivos
(PORSOLT et al., 1977). De acordo com os resultados obtidos em nosso trabalho, as injecdes
diarias de N-Ac ndo foram capazes de reduzir a imobilidade dos animais no TNF como
esperado se comparados aos animais do grupo controle, o que contradiz o possivel efeito
antioxidante e antidepressivo da N-Ac.

No Teste de Campo Aberto (TCA) desenvolvido por HALL (1934) a quantidade de
atividade motora do animal é usada como indicadora de seu estado emocional, j& que a baixa
atividade locomotora pode ser um dos parametros indicativos de ansiedade. Pode-se também
utilizar a atividade locomotora do animal no centro do Campo Aberto como uma medida mais
seletiva de ansiedade. Esse modelo tem sido amplamente utilizado para demonstrar efeito de
drogas ansioliticas em modelos animais. Em relacdo ao presente estudo, o efeito esperado

para o tratamento com a N-Ac seria o de uma maior Locomocdo Total do animal no aparato,
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com um aumento significativo da Locomog¢do Central e também na periferia onde a sensacdo
de seguranca do animal é maior por causa das paredes. Os resultados obtidos demonstram que
o Fator Ciclo alterou os parametros Locomog¢do Central, Locomocao Periférica, Locomocao
Total, com os animais do grupo 5C/19E se locomovendo menos que os animais 12C/12E,
portanto aparentemente mais “ansiosos”. O tratamento com a N-Ac ndo foi capaz de reverter
ou igualar os resultados entre os grupos. Dados de FERREIRA et.al. (2008) corroboram tais
resultados quanto aos comportamentos no TCA, uma vez que os autores demonstram que a
aplicacdo de N-Ac em diferentes concentracoes ndo afeta parametros de locomog¢do dos
animais no teste. O TCA tem sido utilizado como indicativo da atividade motora do animal e
também pode ser utilizado em conjunto com o TNF para verificar se o tempo de imobilidade
no nado forcado € decorrente de alteragdes na locomog¢do do animal causadas pela dose dos
tratamentos aplicados quando os experimentos envolvem uso de farmacos. (MONLEON, et

al.,1995).

O Teste de Consumo de Sacarose (TCS) baseia-se em testar o comportamento aneddnico
dos animais, que consiste na diminuicao de um efeito refor¢ador positivo, neste caso, a perda
pela preferéncia no consumo de sacarose. A reversdo deste comportamento em animais é
possivel com os mesmos tratamentos farmacoldgicos utilizados em humanos, portanto pode-
se considerar que tal modelo possui também validade preditiva (SIBA, 2013). A anedonia é
um dos comportamentos marcantes da depressao e pode ser mensurada pelo TCS em modelos
animais (McARTHUR et al., 2006). O animal que apresenta comportamentos do tipo
depressivos ndo demonstra preferéncia pela solu¢do de sacarose € nem aumento do consumo
de sacarose em relagdo ao consumo de dgua, ja que perde o interesse em atividades que antes
lhe eram prazerosas. Essa ligacdo entre a preferéncia por solu¢des doces e o estado heddnico
foi baseada na evidéncia de que a informacdo visceral possui alto impacto nos processos

cognitivos e comportamentais (BERNTSON, et al., 2003). Nossos resultados demonstram que
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em relacdo ao periodo de consumo da soluc@o de sacarose/massa corporea do animal (Kg) nos
primeiros 180 minutos, o grupo 5C/19E consumiu menos solu¢do de sacarose que os animais
controle e que esse fato ocorreu tanto nos primeiros noventa minutos de exposi¢ao quanto nos
minutos seguintes, mostrando claramente uma perda do cardter heddnico do consumo da
solucdo doce, indicando que a alteragdo do ciclo de luz ambiental levou esses animais a um

“estado depressivo” que ndo foi significativamente alterado pela administracdo de N-Ac.

N

Apds 24 horas de exposi¢do a sacarose nossos resultados mostraram uma inversao no
Consumo de Sacarose quando comparados aos 180 minutos iniciais, ja que os animais SC/19E
consumiram mais solu¢do doce do que os animais 12C/12E. Um comportamento inesperado,
Ja que o ciclo alterado havia mostrado resultados significativos em induzir nos animais do
grupo com ciclo alterado um possivel comportamento aneddnico. Trabalhos anteriores
realizados por KLEIN et al. (1972 Apud GARCIA, 2014) descreveram que ratos quando
mantidos em condi¢des de mundangca no ritmo de iluminacdo ambiental desenvolvem
alteracdoes metabdlicas, que caracterizam a sindrome metabdlica. Segundo MULDER et al.
(2009) e PESCHKE et al. (2000), conforme citado por GARCIA (2014) as mudancgas no
ciclo claro/escuro podem alterar a sintese de melatonina pela glandula pineal em ratos.
Sabendo-se que a melatonina tem um papel importante na regulacdo do metabolismo da
glicose, podendo interferir na regulacdo da sintese e agdes da insulina, uma sindrome
metabodlica poderia explicar o aumento no Consumo de Sacarose pelos animais expostos a
alteracdo de ciclo ap6s 24 horas de exposi¢ao. O Fator ciclo e Fator tratamento ndo mostraram
resultados significativos.

O fato de a N-Ac ndo ter alterado os comportamentos do tipo depressivos e ansiosos
expressos pelos animais que tiveram o ciclo de iluminagdo alterado e que receberam doses
didrias desse farmaco pode ser explicado levando-se em conta dois fatores principais: a dose

de N-Ac utilizada e/ou o protocolo de administragdo da mesma.
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No estudo de FERREIRA et al. (2008) foram testadas diferentes concentragdes de N-Ac
(5mg/Kg, 15mg/Kg, 50 mg/Kg e 150 mg/Kg e 250mg/Kg) no tratamento de animais
submetidos ao TNF, sendo que os autores evidenciaram que somente as concentracdes de
15mg/Kg, 50mg/Kg e 150 mg/Kg foram efetivas na reducdo da imobilidade dos animais,
sendo que a de 50mg/Kg foi a que mais provocou imobilidade, uma dosagem muito préxima a
utilizada em nossos experimentos que foi de 60mg/Kg, concentracdo esta baseada nos
trabalhos de LaROWE et. al. (2010) e de BERK et al. (2013). Portanto, a dosagem utilizada
no presente trabalho ndo parece ter sido o fator limitante para a falta de efeito da N-Ac na

reducdo de comportamentos do tipo ansiosos e depressivos.

Quanto ao protocolo de administracdo de N-Ac utilizado em nosso estudo, as aplicacdes
foram didrias, sendo duas aplicagcdes/dia separadas por um intervalo de 4 horas entre cada
uma, durante 3 semanas. A escolha por um uso cronico de N-Ac baseou-se em trabalhos
como os de BERK et al., (2013) e LaROWE et al., (2010). Porém, existem autores que
utilizam aplicacdes agudas da substancia (FERREIRA et al., 2008; SMAGA et al., 2012) e
que obtiveram resultados significativos quanto a seus efeitos nas desordens psiquidtricas.
Talvez mudando a metodologia de administracdo da N-Ac quanto ao tempo de tratamento,

possamos obter os resultados previstos.

Sendo assim, dada a importancia dos estudos que envolvem desordens neuropsiquiétricas
e seus possiveis tratamentos, estudos adicionais a esse sao necessdrios para elucidarmos os

efeitos dessa estratégia de terapia.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo sugere que roedores noturnos submetidos a um ciclo de iluminagdo
alterado, com menor exposicdo a luz ambiental, apresentam comportamentos do tipo
ansiosos e depressivos. Além disso, as aplicagdes cronicas e didrias de N-Ac na dosagem
de 60mg/kg nao foram efetivas para reverter tais efeitos comportamentais provocados pela

alteracdo do ciclo claro-escuro.
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