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Resumo

A Depressao e a Ansiedade sdo doencas que afetam diretamente a qualidade de vida
dos pacientes e nem sempre 0s tratamentos conseguem ser eficazes. Por esse motivo
tem aumentado a busca por novas opcdes de tratamento. Uma das alternativas é o
acido ferulico, composto que j& possui atividade anti-inflamatéria e antioxidante bem
estabelecida, o que pode estar relacionado com o0 seu potencial no tratamento de
doencas do sistema nervoso central. A partir de alguns estudos foi demonstrada
atividade antidepressiva em ratos e camundongos, indicando o efeito serotoninérgico.
Sendo assim, este trabalho teve como objetivo investigar se o efeito antidepressivo e
ansiolitico do acido ferulico, em ratos, depende da modulacdo da sintese de oxido
nitrico. Foram utilizados 44 ratos Wistar machos pesando de 250-300g. Os grupos de
estudo foram Salina-Salina, Salina-L-Arginina, Acido Ferulico-Salina e Acido Ferulico-
L-Arginina. Foram utilizados os testes de campo aberto e labirinto em cruz elevado
para avaliar o comportamento ansiolitico e o teste de natacéo forcada para avaliar o
comportamento depressivo. Ao analisar os resultados ndo tivemos resultados
conclusivos porque o AF ndo apresentou efeito antidepressivo ou ansiolitico.

Introducéo

A depressédo e a ansiedade sdao doencas que acometem uma grande parcela da
populacdo atualmente. Ambas envolvem um desequilibrio nos neurotransmissores
elou atividade anormal dos receptores, principalmente das vias serotoninérgicas,
noradrenérgicas e gabaérgicas (ZENI et al, 2012). Apesar da disponibilidade de
diferentes estratégias terapéuticas para o tratamento, muitos pacientes nédo
respondem adequadamente ao tratamento (MENEZES et al., 2007). Assim, é cada
vez mais crescente a busca por novas alternativas levando em conta tanto a eficacia
guanto seus efeitos colaterais.

O é&cido ferulico (AF) esta presente em folhas e sementes de diversas plantas e
constitui um ingrediente bioativo de muitas espécies. Possui propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias, e estudos indicaram atividade antidepressiva em
camundongos e ratos (ZENI et al, 2012). Ele atua como antagonista do receptor
NMDA, que guando ativado resulta na producdo de oxido nitrico (NO) pela enzima
oxido nitrico sintase (NOS) que se utiliza da L-arginina. Portanto, ao inibir esta via,
ocorre supressao da sintese do NO. (ZENI et al, 2012).

O NO é um neurotransmissor e neuromodulador que, apos sua producao, apresenta
diversos alvos intreacelulares. Um deles ocasiona aumento dos niveis de GMPc que



modula a atividade de quinases e de canais i6nicos. Evidéncias em estudos preé-
clinicos apontam para o envolvimento da reducéo nos niveis de GMPc e da inibi¢do
dos canais de K* no efeito tipo antidepressivo de diversos compostos (BETTIO, 2012).
Ainda, varios grupos tém demonstrado a participagcdo do NO no mecanismo de acao
de drogas serotoninérgicas. Segundo Zhang et al. (2011), o receptor serotoninérgico
5HT1-Ainibe a NOS, e essa inibicdo € essencial para o efeito ansiolitico. Desta forma,
conclui-se que o oOxido nitrico, formado em algumas regifes cerebrais, pode ser
ansiogénico, além de ter papel chave na fisiopatologia da depresséao.

Materiais e Métodos

Foram utilizados 44 ratos Wistar machos, pesando de 250-300g provenientes do
biotério da UEPG. Os animais foram separados em grupos de 5 animais por caixa. Os
grupos de estudo foram: Salina-salina, Salina — L-Arg, Acido Ferulico — salina e Acido
Ferualico — L-Arginina.

O &cido ferulico foi administrado via oral atraves da técnica de gavagem, diretamente
no estbmago do animal por meio de uma canula. A administracédo do acido ferulico foi
realizada sempre 15 minutos antes do inicio dos testes. O grupo controle recebeu
solucéo salina também por gavagem.

A droga utilizada para investigagdo do mecanismo de acgéo, ou seja, a L-Arginina, foi
administrada na concentracao de 750mg/kg através de injecdo intraperitoneal.

Para a analise comportamental, os animais foram submetidos primeiramente aos
testes de Labirinto em Cruz Elevado e Campo Aberto, e quinze dias depois ao teste
de Natacgéo Forcada.

No teste do campo aberto (CA), as medidas de ambulacdo e nimero de levantadas
para exploracdo foram utilizados para avaliar a capacidade motora dos animais. O
teste do labirinto em cruz elevado (LCE) permitiu avaliar o comportamento tipo ansioso
dos animais pelo tempo gasto em bragos fechados com paredes em relacdo ao tempo
gasto em exploracdo de bracos abertos. O teste de natac&o forcada (TNF) foi utilizado
para avaliar a atividade tipo depressivo do acido ferulico, medindo-se o tempo gasto
em natacdo ou escalada nas paredes de cilindros com agua em relagdo ao tempo
gasto apenas flutuando, sem tentativa de escapada.

ApOs o ultimo teste comportamental, os animais foram guilhotinados, seus cérebros
foram removidos e seus hipocampos dissecados e congelados imediatamente em
freezer -80°C, para andlises bioquimicas posteriores.

Os resultados dos testes do mecanismo de acéo foram avaliados por ANOVA de duas
vias, considerando o AF e o farmaco inibidor como variavel independente. As
diferencgas significantes (p < 0,05) foram analisadas pelo teste pos-hoc de Newman
Keuls, utilizando software GraphPad Prism 5.01.

Resultados e Discussao

Ao investigar a atividade antidepressiva do acido ferdlico esperava-se que a
administracao via IP de L-arginina revertesse o seu efeito, pelo consequente aumento
da concentracdo de oOxido nitrico. Como pode ser analisado no grafico 1, nao foi
possivel confirmar a reverséo da atividade do AF pela da L-arginina, ja que ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos analisados em nenhum dos trés parametros do
TNF.



XXVI Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica
Il Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica JOnior

%3 eaic.. |

Na investigacdo dos parametros do teste do CA, ndo puderam ser observadas
diferengas no comportamento dos ratos nem no parametro da Ambulagéo, atravées do
namero de linhas cruzadas pelas patas traseiras, nem na Exploracédo Vertical, por
meio do numero de rearing (apoio nas patas traseiras), como observado nos gréficos
2.

Nos parametros comportamentais investigados no LCE, a L-arginina ndo conseguiu
reverter o efeito do AF, tanto nos tempos de permanéncia nos bracos do labirinto
quanto na frequéncia de entradas e passagens durante o periodo do teste. Nesta
avaliacdo também né&o foi possivel reproduzir os efeitos do AF encontrados na
primeira fase experimental do projeto, durante a determinacdo da curva dose-
resposta. Portanto, ndo foi possivel estabelecer uma correlacdo no antagonismo
esperado da L-arginina.
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GRAFICO 2 — Avaliagdo da Atividade da L-Arginina X Acido Ferilico
no CA
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Legends: Graficos dos respectivos tempos de: A) Matagdo; B) Escalada; C)
Imobilidade no teste de natagdo forgadsa. O exo horzontal spresenta os
grupos controle [Salina), sendo que a nomenclsture dos grupos seguintes
represents a administragSo vis IP & via oral respectivamente. O et vertical
apresents os tempos de cada pardmeto dentro do tempo de 300 segundos.
As baras indicam o desvio padrfo em relagfo &5 médias. Méo foram
spontadas diferencas eststistices entre os grupos analissdos.

Fonte: Camila Baptista.

GRAFICO 3 — Avaliag3o da Afividade do L-Arginina X Acido Ferilico nos
tempos de permanéncia no LCE
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Legenda: Graficos dos respectivos tempos de permanéncis nos A) Centro, B)
Brago Fechado e C) Brago Abero no teste do LCE. O ebeo horizontal spresents
05 grupos controle (Salina), sendo que a nomenclature dos grupos seguintes
represents a administragdo vis IF e vis oral respectivamente. O e vertical
apresents ostempos de cads parameto dentro do tempo de 300 segundos. As
bamas indicam o desvio padréio em relagio 4s meédias. Méo foram apontadas

diferencas eststisticas antre 0= grupos analisados.
Fonte: Camila Baptista.

Passagens

& ¥ #
;" “-i- gP+ _‘J

W

Lagends: Gréficos dos respectivos tempos de: A) Ambulagdo & B) Exploragdo
Wertical, no teste do campo sbero. O eio horzontal apresenta os grupos
controle (Salina), sendo que a nomenclatura dos grupos seguintes representa s
sdministragdio vis |P & vis oral respectivamente. O et vertical no grafico A
representa o nimero de linhas cruzadas pelo animal, enquantoque no grafico B,
representa o nimero de exploragies verticais, dentro do tempode 300 segundos
do teste. As bames indicam o desvio padrio em relagio 4= médiss. Mo foram
apontadas diferengas estatisticas entre os grupos anslissdos.

GRAFICO 4 — Avaliagdo da Afividade da L-Arginina X Acido Ferilico no
NOmero de Entradas/Passagens no LCE
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Legends: Graficos dos respectvos numeros de passagem pelo A) Centro,2
osnumeros de entradas no B) Brago Fechado e C) Brago Aberto no teste
do LCE. O e horizontal apresents os grupos controle (Salina), sendo que
@ nomenclatura dos grupos seguintes representa s administragdo via IP e
vis orsl respectivemente. O emo verical spresents os tempos de cads
parémetro dentro do termpo de 300 segundos. As bamras indicam o desvio
padrio em relagdo 45 médiss. Néo foram spontadss diferencas estatisticas
entre os grupos analisados.

Fonte: Camila Baptists
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Conclusdes

N&o foi possivel concluir se os efeitos antidepressivo e ansiolitico do AF podem ser
revertidos pela L-arginina, pois nao foi possivel reproduzir os resultados da atividade
antidepressiva do AF conseguidos na construgdo da curva dose-resposta. Os
resultados obtidos podem ser consequéncia dos interferentes a que os testes
comportamentais com animais estdo sujeitos. Durante a execugdo do projeto
ocorreram alguns contratempos, como sons ambientes agressivos aos animais,
animais irritados por irregularidade na dieta ou na limpeza das caixas e possivel erro
na manipulacdo dos animais no momento dos testes e no momento da administracao
das drogas por diferentes vias.

Portanto serd necessario repetir estas analises e finalizar a analise da quantificacao
indireta do NO no hipocampo de animais em que foi administrado L-arginina.
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