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RESUMO

A depressdo € uma desordem de importancia relevante, sendo que as
mulheres apresentam o dobro da incidéncia desta patologia em relacdo aos
homens. No entanto, os trabalhos realizados em modelos animais ndo conseguem
reproduzir estas condi¢cdes consistentemente. DHEA é um neuroesterodide que esta
relacionado a depressdo. Suas concentracfes estdo alteradas em pacientes
deprimidos e ja tem sido usada na clinica, produzindo, no entanto, resultados
contraditorios.

O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da administracdo de
desidroepiandrosterona (DHEA) sobre o comportamento tipo depressivo e niveis
hormonais de ratos, machos e fémeas em diferentes fases do ciclo estral,
submetidos ao teste do nado forcado, um modelo animal de depresséo. Para isto,
foram utilizados ratos Wistar, adultos, machos e fémeas em diestro Il e em
proestro, 8 por grupo. Receberam injecdes intraperitoneais de DHEA: 0; 2; 10 e 50
mg/kg, nos tempos de 24, 5 e 1 h antes do teste do nado forcado. No primeiro dia
os animais foram treinados por 15 minutos em aquarios contendo agua a 25° +1 e
27 cm de profundidade. Apés 24 h, foram recolocados no aquario e seus
comportamentos gravados por 5 minutos para andlise posterior. Os
comportamentos foram analisados detalhadamente: head-shake, mergulho,
imobilidade (flutuar + congelar) e mobilidade (nadar + escalar). Trinta minutos apés
0 nado, os animais foram mortos e 0 sangue troncular coletado, para posterior
dosagem de DHEA e corticosterona séricas. Um experimento para complementar a

curva dose-resposta foi realizado, com a dose de 1 mg/kg, com machos, porém,
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experimento crénico, onde, no dia seguinte ao treino, 0s animais receberam a sem
resultados significativos nos comportamentos. Foi realizado, entdo, primeira injecao
de DHEA, na dose de 2 mg/kg, com intervalos de 24 horas, durante dois ciclos
estrais completos das fémeas. No dia seguinte a ultima injecdo, os animais foram
submetidos ao teste do nado, com duracdo de 5 minutos e seus comportamentos
gravados e analisados. O sangue troncular foi coletado trinta minutos apés o nado,
para as dosagens de DHEA e corticosterona séricas. Para fins de comparacéao,
DHEA e corticosterona sériica de ratos machos, fémeas em proestro e em diestro Il
nao submetidos ao nado, foram dosados por radioimunoensaio. No experimento
agudo, DHEA, na dose de 2 mg/kg aumentou o tempo de congelar para o grupo
proestro. As concentracdes séricas de DHEA e de corticosterona aumentaram
significativamente. As fémeas responderam com aumento destes horménios
significativamente maior dos que os machos. No experimento crénico, machos e
fémeas apresentaram diferencas em comportamentos no teste do nado forgado,
dependendo de estimulos estressores continuados, evidenciado pelo maior tempo
de escalar das fémeas controle em diestro Il. Tratamento com DHEA aumentou o
tempo de escalar e a imobilidade das fémeas no diestro Il. As concentracfes de
DHEA e de corticosterona ndo aumentaram em relacdo ao basal, e as diferencas
de sexo desapareceram, indicando uma correlacdo das respostas de
corticosterona e DHEA com eventos estressores interagindo com os hormdnios
sexuais e 0 tempo de estresse experimentado. A maior resposta hormonal das
fémeas no experimento agudo parece ter impedido a resposta comportamental no
nado. Apos manipulacdo crbnica, houve adaptacdo desta resposta e o efeito

depressivo de DHEA apareceu.



xii

Estes resultados sdo importantes especialmente quando consideradas

estratégias para o tratamento da depressdo e doencas relacionadas ao estresse.



1. INTRODUCAO

1.1 DHEA, ESTEROIDES, ESTEROIDES NEUROATIVOS E

NEUROESTEROIDES

Esteroides séo alcoois sélidos que abundam em plantas e animais. O
esterol mais importante no homem é o colesterol. Os esterdides tém uma
estrutura comum: um esqueleto de 4 anéis (3 hexanos e 1 pentano), onde
podem ser agregadas ou retiradas cadeias. Este esqueleto comum é o
ciclopentano-periidrofenantreno.

Por sua estrutura e funcdo, os hormonios esterbides podem ser
agrupados em familias:

a) Gonadais: S&8o0 o0s progestogénios, de onde derivam o0s
androgénios e o0s estrogénios. Esses hormoénios possuem funcdo na
caracterizacdo sexual secundaria, comportamento sexual e manutencdo da
gestacdo. Aqui também estdo incluidos os hormonios placentarios

b) Glicocorticoides e mineralocorticoides — esteréides derivados do
pregnano, com 21 carbonos. Sao reguladores do metabolismo intermediario e
do equilibrio eletrolitico.

c) Tocoferéis — ou secoesteroides. Vitamina D, com 25 carbonos. Atua
na absorcdo de Ca** (CALIXTO e BRAILOWSKY, 1998).

A biossintese dos horménios esterdides € restrita a alguns poucos

tecidos como cortex da supra-renal, testiculo, ovario e placenta.



O principal precursor para a biossintese dos esteréides é o colesterol,
que pode ser obtido:

a) pela sintese de novo a partir de acetil CoA;

b) captado das reservas depositadas em goticulas intracelulares sob a
forma de ésteres de colesterol;

c) a partir das lipoproteinas plasmaticas, seja de baixa densidade (LDL)
como no homem, ou de alta densidade (HDL) como no rato.

A reacdo de biossintese dos esterdides é catalisada por uma forma de
citocromo P-450 existente na mitocondria (Figura 1). O passo limitante e inicial
da biossintese é a conversdo de colesterol em pregnenolona. A partir da
pregnenolona, a sintese de hormonios esterbides pode se processar por duas
vias principais: A e As.

Pela via A4 a pregnenolona € convertida em progesterona pela 33-
hidrosteréide redutase/isomerase (33 HSD). A progesterona € precursora para
os demais esterdides, e a metabolizacdo destes depende das enzimas
presentes nas células.

Na via As a pregnenolona € convertida, pela acdo da 17 o-hidroxilase,
em 17-OH-pregnenolona, e esta, origina a desidroepiandrosterona (DHEA) por
acdo da 17,20 desmolase. Este hormonio é precursor dos hormdnios sexuais.
A desidroepiandrosterona (DHEA) € um horménio esterdide sintetizado
principalmente no cortex da supra-renal e transformado, na propria glandula e
no figado, pela sulfatransferase, em sulfato de desidroepiandrosterona
sulfatada (DHEAS), um “reservatorio” circulante de DHEA (RAVAGLIA et al,

1996). E estimado que 30% do androgénio e 90% do estrogénio, apds a



L ey 1 =
=3 ol

-'-- ":‘rﬂ it e 5
My, e S = = : g
£ R S T e

Figura 1. Biossintese dos neuroesteroides. Retirado de BAULIEU, E.E., et al.,
1999.



menopausa da mulher, sejam derivados da conversao periférica de DHEA ou
DHEAs. A secrecdo de DHEA pela zona reticular do cértex da glandula supra-
renal humana é estimulada pelo horménio adrenocorticotréfico (ACTH), cuja
secrecado é pulsatil, com aumento da frequiéncia e amplitude dos pulsos a noite.
DHEA é produzida em prodigiosas quantidades na suprarrenal humana durante
a vida uterina, onde serve como precursor para a formacdo do estrogénio
placentario. Logo apdés o nascimento, sua producdo é diminuida e volta a
aumentar justamente antes da maturacdo gonadal, na adrenarca. Finalmente,
sua secrecao € suprimida com o envelhecimento, tanto no sangue como no
sistema nervoso central (YEN, 2001; CALIXTO e BRAILOWSKY, 1998;
DUBROVSKY, 2005; PARKER, 1999; HERBERT, 1998).

O sistema nervoso é alvo de muitas acdes dos esteroides, que agem
modulando varias fungcdes neuroenddcrinas, como retroalimentacdo hormonal,
crescimento, reproducdo, comportamento e memoéria, além de acdes
neuroprotetoras importantes especialmente no envelhecimento e em doencas
neurodegenerativas. (CALIXTO e BRAILOWSKY,1998). DHEA € um esteréide
com acdo no sistema nervoso central e por isso € denominada esteroide
neuroativo. E produzida nas suprarrenais e atravessa a barreira
hematoencefalica, onde pode ser sulfatada (FRYE e LACY, 1999), convertida a
horménios sexuais (BOUDARENE et al, 2002; SOMA e WINGFIELD, 2001) ou
interagir diretamente com diversos sistemas de neurotransmissores. Esteroides
neuroativos, bem como neuroesteréides, tém um papel importante como
moduladores endogenos de fungdes neuronais e comportamentais.
Modificacbes seletivas nas concentracbes dos neuroesteréides em certas

partes do encéfalo tém sido encontradas em diferentes comportamentos ou



situacBes ambientais como comportamento sexual, desenvolvimento, memoria,
gravidez e estresse (CALIXTO e BRAILOWSKY,1998; AKWA e BAULIEU,
1999; ENGEL e GRANT, 2001)

O tecido nervoso € capaz de produzir e acumular esteréides, no minimo
parcialmente independente da secrec¢éo periférica (SCHUMACHER et al, 2000;
BAULIEU e ROBEL, 1998). O termo "neuroesteréide” foi proposto por Baulieu
(1980,1987) referindo-se aos esterdides que se acumulam no sistema nervoso
central (SNC), através de mecanismos independentes das glandulas
esteroidogénicas. “Eles podem ser sintetizados de novo no sistema nervoso, ou
a partir de precursores esteroides metabolizados “in situ”.

Os principais neuroesteréides sao: progesterona, 5Sa-pregnane-ol-ona
(alopregnenolona), pregnenolona, desidroepiandroesterona (DHEA), e seus
respectivos ésteres sulfatados (pregnenolona sulfatada e DHEAS) (CALIXTO e
BRAILOWSKY, 1998; DUBROVSKY, 2005; BAULIEU e ROBEL, 1998).

Os neuroesterdides s&o sintetizados no tecido neuronal em diversas
categorias celulares, como oligodendrécitos, células de Schwann, astrocitos
tipo | e neurénios (PLASSART-SCHIESS e BAULIEU, 2001; SCHUMACHER et
al, 2000; AKWA e BAULIEU, 1999; AKWA et al, 1993)

A sintese dos neuroesterdides € semelhante a dos 6rgaos
esteroidogénicos. O citocromo P450 esta presente em vérias estruturas do
SNC como coértex, amigdala, hipocampo e mesencéfalo, e em varios tipos
celulares como oligodendrdcitos, astrécitos e células de Schwann
(SCHUMACHER et al, 2000; ROBEL e BAULIEU, 1998; DUBROVSKY, 2005;
AKWA et al, 1993). Assim, a conversao do colesterol em pregnenolona por

meio do citocromo P450 mitocondrial ocorre da mesma forma que em todos o0s



tecidos esteroidogénicos. Esta enzima é a mesma que a das supra-renais e
gbnadas (OLIVARES e BRENA, 1997; BAULIEU e ROBEL, 1998; CALIXTO e
BRAILOWSKY, 1998; DUBROVSKY, 2005).

Os astrécitos e oligodendrocitos podem ainda utilizar esterdides
sistémicos e converté-los em esterodides ativos, ou sulfata-los, como no caso da
pregnenolona e DHEA (CALIXTO e BRAILOWSKY, 1998; FRYE e LACEY,
1999). Cascio et al (2000) demonstraram uma via alternativa de producéao de
DHEA, sem a atividade da enzima P450c17, que é responsavel pela conversao
de pregnenolona em DHEA. Esta é uma via oxidativa observada em
oligodendrécitos, dependente de Fe** e do estresse.

O metabolismo da pregnenolona e DHEA por células astrogliais pode ser
regulado pela densidade celular da atividade 3p-HSD é fortemente inibida por
culturas de células de alta densidade (AKWA et al, 1993; RUPPRECHT, 2003;
KHISTI et al, 2000; REDDY et al.,, 1998; BITRAN et al.,, 1992; KAUR e
KULKARNI, 2002).

Classicamente, os esteréides exercem efeitos fisioldgicos pela regulagdo da
transcricdo génica. Os esterbides séo lipossoluveis. Portanto, atravessam a
membrana e, ao se ligarem ao receptor intracelular cognato, mudam sua
conformacao. Este complexo esterdide/receptor se introduz no nucleo e se liga
aos respectivos elementos de resposta. Modulam, entdo, a expressdo de
genes e a sintese de proteinas, pela interacdo estereoquimica direta com o
DNA, em sequéncias conhecidas como elementos de resposta a hormonios
esterdides, mediante unides eletrostaticas e pontes de hidrogénio. Apés, ocorre
a sintese de RNA, e posteriormente, no citosol, de proteinas, que podem ser

enzimas, receptores ou horménios, que executardo a adaptacdo ao estimulo



quimico recebido. Estes efeitos tém maior laténcia e duracdo do que 0s nao-
gendmicos (CALIXTO e BRAILOWSKY, 1998). A inter-relacdo entre efeitos
gendmicos e ndo-gendmicos, pode prover a base molecular para a acdo dos
esterdides no SNC (RUPPRECHT, 2003).

Os neuroesterdides realizam as mais diversas funcdes
neuromoduladoras e neuroprotetoras no encéfalo. Podem alterar dentro de
milisegundos a excitabilidade neuronal, por sitios de ligacdo presentes em
canais ibnicos dependentes de neurotransmissores, por mecanismos inibitorios
ou excitatorios. Interagem com varios tipos de receptores ionotropicos, como o
do acido gama aminobutirico tipo A (GABAA), 0 glutamatérgico tipo N-metil-D-
aspartato (NMDA), o nicotinico e o da glicina, abundantes no SNC
(PLASSART-SCHIESS e BAULIEU, 2001). Estes receptores tém sido
implicados em comportamentos como analgesia, ansiedade, aquisicdo de
memoria, plasticidade sinaptica e excitotoxidade neuronal (LAMBERT et a,
2001; CALIXTO e BRAILOWSKY, 1998; DUBROVSKY, 2005).

GABA ¢ o inibidor mais importante do SNC. O GABA exerce seu efeito
sobre dois tipos de receptores: GABAxr e GABAg. O receptor GABAg esta
associado a proteinas G e ativa segundos mensageiros, pertencendo ao grupo
de receptores metabotrépicos. Sobre este tipo de receptor ndo se tem relatado
atividades de neuroesteréides. Existe também o receptor GABA., identificado
somente na retina (OLIVARES e BRENA, 1997; CALIXTO e BRAILOWSKY,
1998).

O receptor GABAA é um canal de cloro oligomérico (heteropentamero)
que, quando ativado por GABA ou agonistas, leva a entrada de CI" nos

neurdnios e assim hiperpolariza a membrana e reduz a excitabilidade neuronal.



Este receptor é formado pelas subunidades a (1-6), B (1-3), y (1-3). 6, ¢, &, 6, €
p (1-3). Possui sitios para barbitdricos, benzodiazepinicos, etanol e
neuroesteroides que, ao se ligarem, podem potencializar ou inibir seu efeito
farmacoldgico. A presenca de um grupo 3a hidroxil dentro do anel A é
determinante para a atividade alostérica positiva do receptor GABAa (CALIXTO
e BRAILOWSKY, 1998; RUPRECHT, 2003).

A acao do receptor depende da sua distribuicdo e composicdo das suas
subunidades, que, ao se ligarem ao GABA, influenciam suas propriedades
fisiologicas e farmacologicas. As subunidades a3, Bl e y2 s@o necessarias para
que a familia de esterbides pregnanos tenha efeito sobre o receptor, assim
como a presencga da subunidade 5 inibe a modulacdo de atividade do receptor
GABA, por esterbides. Suas propriedades sedativas sdo dependentes da
subunidade ol e o efeito ansiolitico € dependente da subunidade o2. A
subunidade o € mais especifica para GABA sendo que o e B tém afinidade
para barbituricos e a y mais afinidade pelos benzodiazepinicos (OLIVARES e
BRENA, 1997; PLASSART- SCHIESS e BAULIEU, 2001; LAMBERT et al,
2001;CALIXTO e BRAILOWSKY, 1998).

Em revisédo sobre os efeitos dos esteroides, esterdides neuroativos ou
neuroesteroides nas psicopatologias, Dubrovsky (2005) verificou que no cortex
de mamiferos coexistem varios subtipos de receptores GABAa. Foram
localizadas regides com maior sensibilidade aos neuroesteroides, e algumas
combinacbes de subunidades tém mais afinidade por estes compostos que
outras. A modulacdo dos esterdides neuroativos, ou neuroesteréides no
complexo receptor GABA depende do género, sitio cerebral, idade e status

endocrino.



Apds o0 GABA, a glicina medeia a maior parte da inibicdo sinaptica
restante. Este aminoacido também ativa canais de cloreto. Cada receptor €
composto de cinco dominios transmembrana com subunidades a, que ligam o
neurotransmissor , e 3, em que estes ndo se ligam. Esterdides se ligam a este
canal (RUPPRECHT, 2003)

O glutamato é o mais importante aminoacido que funciona como
excitador do SNC. Possui trés subtipos de receptores ionotropicos: NMDA,
cainato e AMPA. Cada um deles € um canal idnico ativado por glutamato. Os
outros receptores sdo metabotropicos. Os canais ativados por AMPA sé&o
permeaveis tanto ao Na* quanto ao K*. Seu efeito principal € permitir a entrada
de Na’ na célula, causando uma despolarizacio rapida e intensa. Receptores
AMPA coexistem com receptores NMDA em muitas sinapses no encéfalo, de
forma que muitos potenciais excitatérios mediados por glutamato possuem
componentes formados por ambos.

Canais ativados por NMDA apresentam sitios que abrem canais de Ca**
que, ao entrar na célula, a despolariza. Na regido pés-sinaptica, o calcio pode
ativar muitas enzimas, regular a abertura de diversos canais e afetar a
expressdo génica. Pode também causar modificacbes que participam na
memoria de longa duracdo (DUBROVSKY, 2005). Neuroesteréides modulam
canais ativados por glutamato (PLASSART-SCHIESS e BAULIEU, 2001;
DUBROVSKY, 2005; LHULLIIER et al, 2004).

O receptor de acetilcolina tipo nicotinico € membro de uma superfamilia
de receptores acoplados a canal. Ao interagir com duas moléculas de
acetilcolina, permite a entrada de Na* e de Ca** e saida de K*, despolarizando

a célula. Sdo compostos de subunidades a (2-10), B (2-4), 3, e y que podem
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formar combinacdes hetero-oligoméricas ou homo-oligoméricas, com distintas
propriedades farmacolégicas. Os neuroesteroides interagem com o receptor de
acetilcolina tipo nicotinico, independente da presenca de acetilcolina. Os
neuresterdides pregnano podem atuar de forma ndo competitiva com o sitio de
ligacdo da acetilcolina ao receptor (PLASSART-SCHIESS e BAULIEU, 2001;
CALIXTO e BRAILOWSKY, 1998; DUBROVSKY, 2005; KARISHMA e
HERBERT 2002).

O receptor sigma é sensivel a modulacéo esteroidal e também pode ligar
a varios neuroesteroides. Sulfato de pregnenolona € agonista inverso do
receptor sigma-1, DHEAs € agonista, e progesterona e DHEA sdo antagonistas
sigma 1 (REDDY et al, 1998; CALIXTO e BRAILOWSKY, 1998; DUBROVSKY,
2005; KHISTI et al, 2000).

Os neuroesterdides podem ser classificados em agonistas ou
antagonistas dos receptores de membrana. Os neuroesteroides que modulam
o receptor GABAA nas membranas de células nervosas inibindo sua atividade,
sdo neuroesterdides excitatorios. Sua acado resulta da interacdo alostérica
antagonista com o receptor deste neurotransmissor inibitério, resultando em
diversos efeitos comportamentais (PLASSART -SCHIESS e BAULIEU, 2001).

Os principais neuroesteroides excitatorios sdo a pregnenolona sulfatada
e a DHEAs; os inibitorios sdo DHEA, progesterona e seus metabdlitos. Os
sulfatados, pela carga negativa do SO4, provavelmente se introduzem no sitio
do canal de CI" do receptor GABA,, bloqueando-o, o que explica o efeito
antagonistico dos neuroesterdides sulfatados sobre o receptor GABAAa

(CALIXTO e BRAILOWSKY,1998). Neuroesteroides agonistas de GABA, estao
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relacionados a aumento de sono, diminuicdo da ansiedade, efeitos anestésicos
e antiepiléticos (CALIXTO e BRAILOWSKY, 1998).

Os antagonistas apresentam maior complexidade, pois regulam dois
neurotransmissores antagonicos, ao mesmo tempo: sao antagonistas GABAx e
agonistas glutamatérgicos tipo NMDA. A pregnenolona sulfatada, bem como a
DHEA, possuem efeito bimodal: agonista GABA, em quantidades pequenas, e
em doses fisiologicas antagonista, um efeito que pode ser reforcado pela
potencializacdo do receptor NMDA. Os neuroesterdides excitatorios ndo so
exercem uma atividade excitatéria, como até convulsiva, bloqueando o influxo
de CI" mediado pelo receptor GABA, e aumentando a atividade do acido
glutamico sobre os canais NMDA facilitando o influxo neuronal de Ca**
(OLIVARES e BRENA, 1997; DUBROVSKY, 2005; BAULIEU, 1997; REDDY e
KULKARNI, 1997).

A modulacdo por esteroides é especifica: enquanto concentracfes
nanomolares de esteréides séao suficientes para a ativacdo de receptores
intracelulares de esterdides e para modular positivamente o receptor GABAa, a
modulacdo antagonistica de varios canais idnicos dependente de ligando para
esterdides neuroativos requerem usualmente concentracbes na faixa de
micromolar.

A acdo modulatéria dos esterdides ndo estad restrita a interacfes
alostéricas diretas com canais i6nicos dependentes de ligando, uma vez que
mecanismos acoplados a proteinas G também possuem um papel na
modulacdo de esterdides de canais de Ca®*, e receptores cainato
(RUPPRECHT, 2003). O receptor de ocitocina foi recentemente identificado

como o primeiro receptor acoplado a proteina G em que esteréides podem ser
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ligados (RUPPRECHT, 2003). A modulacdo alostérica dos receptores de
neurotransmisssores por esterdides e por neuroesterdides € um fendmeno
muito complexo que é dependente da estrutura molecular do respectivo
esterdide, da composicdo do aminoacido do receptor individual e das
propriedades fisico-quimicas da membrana celular. Esterdides parecem ser
moléculas promiscuas, com amplo espectro de efeitos biologicos

(RUPPRECHT, 2003).

1.2 DHEA, DEPRESSAO E GENERO

DHEA tém sido estudada amplamente, apresentando efeitos
metabolicos e comportamentais. O tratamento com DHEA reduz a acumulacéo
lipidica, induz a captacdo de glicose em adipOcitos e protege contra a
resisténcia insulinica em ratos (HAN et al, 1998; KAJITA et al, 2000). DHEA
estimula a formacado de tecido 6sseo e a maturacdo vaginal em mulheres na
pOs-menopausa sem o risco potencial de cancer uterino e mamario (LABRIE et
al, 2001). Além disso, o tratamento com DHEA pode exercer uma influéncia
benéfica no sistema endocrino, revertendo a reducdo da expressdao do mRNA
do hormoénio liberador de corticotropina e hormoénio liberador de
gonadotropinas, que acontecem em consequéncia do envelhecimento
(GIVALOIS et al, 1997; LI et al, 1997; GIVALOIS et al, 1999). DHEA atua na
neuroplasticidade, reduzindo os efeitos da injaria neuronal e (glial
(DUBROVSKY, 2005). Aumenta a neurogénese no hipocampo e antagoniza o
efeito inibitorio de aumento dos glicorticéides na sobrevivéncia neuronal e na

formacdo de novos neurénios. Também aumenta o crescimento de neuritos, 0
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qgue é antagonizado por bloqueio do receptor NMDA ( KARISHMA e HERBERT
2002). A DHEA tem efeitos ansioliticos, reduz o comportamento agressivo em
camundongos, melhora a memoria e pode reduzir a ingestdo alimentar
regulando os niveis de serotonina e leptina (SCHUMACHER et al, 2000;
BAULIEU e ROBEL, 1998; CATALINA et al, 2001; CARMINA et al, 1999;
LHULLIER et al 2004; DUBROVSKY, 2005). Morales et al (1994) relatam efeito
benéfico sobre o estado fisico e sensacdo de bem estar em homens e
mulheres tratados durante seis meses com DHEA.

Véarios estudos demonstraram que ha uma relacdo entre depressao e
neuroesteroides.  Parece que disturbios da homeostase de esteroides
neuroativos podem ser um fator de risco no desenvolvimento de doencas
psiquiatricas (KARISHMA e HERBERT 2002; POOR et al, 2004). Foi
observado que ha um desequilibrio nas taxas dos neuroesteroides associado
com a prevaléncia e exarcebacdo das desordens afetivas, como depresséo
pos-parto, depressao maior e sindrome de estresse pos-traumatico (SCHULE
et al, 2003; PADBERG et al, 2002). Pacientes com depressdo mostram niveis
plasmaticos mais baixos de DHEA e progesterona (SCHIMIDT et al, 2002;
FABIAN et al, 2001; VAN BROEKHOVEN e VERKES, 2003). Desta forma,
alguns autores propdem que a DHEA pode ser usada como um horménio para
tratamento na depressdo contrabalancando os efeitos deletérios dos
glicocorticéides, bem como restabelecendo o equilibrio dos esterdides
neuroativos (KAMINSKA, 2000; RUPPRECHT, 2003).

A desordem depressiva maior, conhecida comumente como depressao,

€ caracterizada como uma mudanca severa e cronica do estado emocional,
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com proeminente sentimento subjetivo de tristeza, afastamento, apatia, baixa
auto-estima e auto-avaliacao negativa.

A causa da depressao € bastante discutida. A doenca pode resultar de
uma falha ou disfuncéo dos sistemas neurotransmissores do encéfalo como um
efeito primario, ou pode ser resultado de uma resposta comportamental mal
adaptada para o estresse no ambiente social. Ainda existe um elemento
genético em suas causas (BARROS, 1987).

As principais hipéteses de disfuncdo dos sistemas de
neurotransmissores  constituem as dos sistemas catecolaminérgico,
serotoninérgico e gabaérgico.

A hipotese monoaminérgica da depressédo surgiu a partir da observacao
de que o tratamento com farmacos que aumentam as monoaminas no cérebro
melhoram esta patologia. Lechin et al (1996) verificaram uma hiperatividade do
sistema noradrenérgico, enquanto ocorre uma exaustdo da atividade
serotoninérgica na depressdo endogena, e uma hiperatividade serotoninérgica
central, com hipoatividade noradrenérgica na depressdo distimica. Os
antidepressivos mais efetivos sdo 0s que aumentam a atividade
serotoninérgica ou adrenérgica. Logo foram descobertos farmacos que
aumentam a atividade de ambos, sistema noradrenérgico e serotonérgico,
através dos inibidores da monoamino oxidase (MAO), enzima degradadora
destas monoaminas. Apos, foram desenvolvidos os inibidores da recaptacéo de
serotonina, que aumentam a biodisponibilidade de serotonina na sinapse,
resultando em menos efeitos colaterais. No entanto, o significativo nUmero de
pacientes ndo-responsivos ao tratamento com drogas serotoninérgicos levou a

consideracao de outras hipoteses (SHORS e LEUNER, 2003).
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Bosker et al., 2004, propés a caracterizacdo de antidepressivos de
acordo com seus alvos:

receptores de monoaminas

receptores ndo monoaminérgicos

receptores para neuropeptideos

receptores para hormonios

Os farmacos antidepressivos incluem varios agentes farmacolégicos que
agem em varios destes sistemas de neurotransmissores, onde podem
desencadear mais do que um mecanismo neurofarmacolégico e agem sobre
mais do que um sistema de neurotransmissores (WHALE et al, 2001).

Ha ainda componentes genéticos para os distarbios na
neurotransmissado gabaérgica, tendo possivel potencial fisiopatoldgico para
desordens de humor (YOSHIKAWA, 2004; ZHANG et al, 2005; WEISSMAN et
al, 2005).

A depressao também é considerada como a inabilidade de adaptacéo ao
estresse ou estimulo aversivo. E uma das desordens psiquiatricas relacionadas
com estresse mais comuns e mais estudadas (KUIPERS et al, 2003). A ma
adaptacdo ao estresse leva a mudancas metabdlicas, hormonais e
neuroquimicas, como a exaustdo dos sistemas noradrenérgico e
serotoninérgico, que favorece o aparecimento de doencas como a depresséo.
Na teoria da depressdo como resposta mal-adaptada ao estresse, ocorre a
desregulacédo do eixo hipotalamo-hipoéfise-suprarrenal (HPA), que € um sistema
tipicamente afetado. O cortisol exerce um amplo espectro de acdes fisioldgicas,
comportamentais e cognitivas e suas concentracdes podem estar elevadas em

inUmeros contextos que podem ou nao ser estressores no sentido aversivo do
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termo. A constante elevacdo dos glicocorticoides pode levar a consequéncias
fisiologicas e cognitivas adversas. Prolongada exposicdo a elevadas
concentracdes de cortisol pode resultar em fadiga, depressao, ou em reducéo
da capacidade de concentracdo. Consequéncias de elevacdo continuada de
cortisol, dentro do contexto de estresse repetido, inclui atrofia neural no
hipocampo e cortex pré-frontal medial, diminuicdo da densidade mineral 6ssea
e comprometimento da funcdo do sistema imunolégico (ERICKSON, et al,
2003).

O eixo HPA esta sujeito a influéncia gonadal. O cross-talk entre o eixo
gonadal e a suprarrenal € em grande parte devido aos efeitos interrelacionados
dos horménios sexuais e glicocorticoides, talvez explicando as diversas
doencas ligadas ao estresse e dependentes do sexo (AKINCI e JOHNSTON,
1997; SHORS e LEUNER, 2003; VIAU, 2002). Ainda, ha evidéncias de uma
interacdo do sistema hormonal e neurotransmissores. Glicocorticéides regulam
a atividade serotoninérgica, e 0 tratamento com antidepressivos reduz a
atividade de neurdnios contendo fator liberador de corticotropina (SHORS e
LEUNER, 2003). DHEA diminui com a idade. Desta forma, a relacdo
cortisol/DHEA aumenta com a idade, fato que esta relacionado com o aumento
da atividade do eixo HPA e o declinio cognitivo associado com o
envelhecimento e o risco de psicopatologia (como desordem depressiva maior)
(KARISHMA e HERBERT, 2002; YEN, 2001; PARKER, 1999).

Enquanto as relacdes entre o eixo HPA e a depressdao tém sido
longamente estabelecidas, as anormalidades nos niveis de esteroides
neuroativos foram descritas mais recentemente, desde 1980 (DUBROVSKY,

2005; WOLKOWITZ et al, 2001).
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Estudos clinicos e pré-clinicos tém demonstrado que 0 estresse ou a
depressdo podem levar a atrofia e perda celular de regides limbicas que séo
criticamente envolvidas na depressao, como o hipocampo. A neurogénese esta
diminuida (DUMAN, 2004; HENN e VOLLMAYR, 2004). Ocorrem adaptacdes
no nivel molecular e celular comprometendo a plasticidade neuronal que
poderiam contribuir para a fisiopatologia das desordens induzidas pelo
estresse. Proteinas envolvidas na organizacdo do esqueleto neuronal e sinais
neurotroficos tém sua acdo modificada, confirmando o dano do estresse na
atividade cortical. Neurotrofinas, como BNDF, tém sido alvo de estudos para
tratamento da depressao, (KUIPERS et al, 2003; SHIMIZU et al., 2004), assim
como componentes do citoesqueleto, como os microtubulos. Foi demonstrado
que o tratamento com neuroesteréides atua a neste nivel, promovendo
crescimento neuronal (REINES, 2004; PLASSART-SCHIESS e BAULIEU,
2001)

Hoje, varios autores acreditam que a diversificacdo de estratégias € a
forma mais adequada para melhorar a eficacia do tratamento antidepressivo.
Sao aceitas outras abordagens, que levam em conta relacbes com o género e
resposta ao estresse, como a adicdo de neuromoduladores ou horménios aos
antidepressivos tradicionais (BOSKER et al., 2004; ROGOZ et al, 2002). Esta
abordagem é coerente com o fato da baixa taxa de pacientes responsivos ao
tratamento, e a baixa taxa de remissdo (para uma revisdo ver em DAVID e
FRAZER, 2004). Certamente, mais estudos sd0 necessarios para elucidar o
tratamento para esta importante patologia.

Em varios paises, o0 uso de DHEA esta em crescente demanda. Foram

publicados varios trabalhos, onde os autores relataram melhora do bem-estar,
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apos tratamento com DHEA em humanos (LABRIE et al, 2001; GENAZZANI e
PETRAGLIA e, 1999) bem como diminuicdo do comportamento tipo depressivo
em animais (PRASAD et al, 1997; REDDY et al, 1998).

No entanto, ha necessidade de observar com mais atencdo os efeitos
contrarios relatados em outros trabalhos, e considerar a taxa risco-beneficio do
uso de DHEA, que deve ser melhor estudada. Em pacientes com esquizofrenia,
a administracdo de DHEA aumenta sintomas negativos, depressivos e a
ansiedade da esquizofrenia (STROUS et al, 2003). Sondergaard et al. (2002),
relataram piora na depressdo apresentada por pacientes com Desordem de
Estresse Pdés-Traumatico. DHEA estd associada a resisténcia a terapia
eletroconvulsiva (um tratamento para depressdo) em certos pacientes
deprimidos (MAAYAN et al., 2000). Ha certos grupos de usuarios de DHEA que
podem desenvolver sintomas psiquiatricos (DUBROVSKY, 2005) Ainda, em
animais, a administracdo de DHEA, e DHEA na sua forma sulfatada, produz
resultados contraditorios (PRASAD et al, 1997; REDDY et al, 1998; URANI et
al, 2001). Certamente, o papel da DHEA na depressdo e na terapia
antidepressiva deve receber melhor consideracéo.

A diferenca entre os sexos na depressao € conhecida pelo fato de que
as mulheres apresentam duas vezes mais depressdo do que os homens
(EARLS, 1987; YONKERS e BRAWMAN-MINTZER, 2002). Estas diferencas
estdo relacionadas possivelmente as flutuagdes hormonais que ocorrem no
ciclo feminino, aumentando a vulnerabilidade para depressdo em ocasioes
como no periodo pos-parto, durante a gravidez, na fase perimenstrual, na
menopausa (RUPPERCHT, 2003; ALTEMUS et al, 2004; KELLY et al, 1999,

YONKERS, e BRAWMAN-MINTZER, 2002).
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A depressdo é considerada como uma resposta ineficiente a um
processo estressor. A resposta ao estresse é dimoérfica, aparecendo em varios
aspectos diferentes. Ha diferenca apdés o procedimento estressor na
neurotransmissdo de monoaminas centrais (BOWMAN et al, 2003), bem como
diferencas neuroquimicas em ratos machos e fémeas apds o teste do nado
forcado: a atividade serotoninérgica hipocampal e hipotalamica e a atividade
do eixo HPA foram afetadas pela aplicacdo do teste do nado forcado de
maneira especifica ao sexo, assim como alguns aspectos comportamentais no
nado. Segundo Drossopoulou et al, (2004) ocorrem também mudancas
morfolégicas apds o0 estresse: sob estas condicbes, fémeas em proestro
apresentam maior densidade de espinhos dendriticos hipocampais do que os
machos. Ainda, as concentracdes de corticosterona, que € o horménio classico
usado para medir a resposta ao estresse em modelos animais, sdo diferentes
quanto ao género. Fémeas tém mais altas concentracdes deste hormonio,
indicando uma resposta do sistema HPA ao sistema gonadal (BOWMAN et al,
2003). Em recente trabalho realizado em modelo animal, Soma et al (2004)
mostraram, em aves, que a enzima 3p-HSD expressa no encéfalo de maneira
especifica ao sexo e a regido, e as diferencas nesta enzima no encéfalo séo
reguladas pelo estresse com modulacao rapida.

No entanto, nem sempre € possivel associar estas diferencas aos
comportamentos. Ha situacbes em que € possivel relacionar diferencas
estruturais no encéfalo com comportamentos dimorficos sexuais. Por exemplo:
administrando hormoénios femininos, as fémeas respondem com aumento nos
espinhos dendriticos e conectividade sinptica, inducdo da expressdo do

receptor de progesterona e apresentam lordose em resposta ao macho;
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respostas estas que sdo diferentes nos machos (KELLY et at, 1999). Por outro
lado, apesar das diferencas estruturais no encéfalo quanto ao género,
comportamentos idénticos podem ser gerados. Exemplo: analgesia é produzida
nos dois sexos por estresse, mas pode ser induzida por vias neuroldgicas
diferentes (KELLY et at, 1999). Isto ocorre porgue o comportamento dimorfico
sexual em mamiferos é considerado o resultado final de influéncias sexuais,
gonadais, efeitos organizacionais e ativacionais de hormdénios no cérebro,
acOes troficas de hormonios, e influéncia ambiental social. Situacdes
experimentais onde estes aspectos comecam a ser dissociados tém
contribuido para aprofundar nosso conhecimento das diferencas de género.
Fémeas tém se mostrado mais vulneraveis que os machos em certos
modelos animais de depressdo (KENNETT et al, 1986), o que demonstra a
importancia de usar ambos, machos e fémeas, em modelos de patologias
como o teste do nado forcado. Um problema em muitos dos estudos prévios
usando o teste do nado forcado, € a falta da inclusdo de fémeas juntamente
com os machos, embora a importancia do estudo destas diferencas ja tenha
sido salientada desde 1993, onde a U.S. Food and Drug Administration (FDA)
anunciou mudancas que encorajam a inclusdo de mulheres em estudos de
farmacocinética e enfatizam a necessidade de analises com grupos usando
parametros como sexo e idade (YONKERS e BRAWMAN-MINTZER, 2002).
Embora o estudo dos efeitos da administracdo aguda ou cronica de
DHEA nos comportamentos do nado forcado néao resolveria os conflitos
existentes a respeito das acOes benéficas x depressivas da DHEA, esta
investigacdo poderia trazer alguma luz sobre esses efeitos que ja foram

demonstradas em outros paradigmas comportamentais.
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Este € o primeiro trabalho que estuda as diferencas apresentadas por
machos e fémeas, e destas, entre as diferentes fases do ciclo, apds tratamento
com DHEA, no modelo do teste do nado forcado. Embora ndo se possa
extrapolar diretamente os resultados obtidos em animais para seres humanos,
sempre se busca esclarecer as diferencas observadas em homens e mulheres,
e destes, em fases especificas como durante poés-parto, menopausa, e

imediatamente antes da menstruacdo, onde ha fortes flutuacées hormonais.



2 HIPOTESE

DHEA tem sido utilizada na clinica como antidepressivo principalmente
para mulheres. No entanto, os relatos ainda permanecem inconsistentes. S&o
poucos os trabalhos com modelos animais, e mais deve ser estudado.

Diante destas consideracdes, nossas hipoteses sao:

Machos e fémeas apresentam diferencas nos comportamentos tipos
depressivos no teste do nado forcado, com as mudancas hormonais das
fémeas, refletidas nas diferentes fases do ciclo estral, interferindo nestas
respostas.

DHEA afeta o comportamento tipo depressivo neste modelo animal para
depressao de maneira diferenciada quanto ao género.

As respostas comportamentais ao procedimento estressor do nado
forcado, bem como ao tratamento com DHEA, estéo relacionadas as mudancas
nas concentracbes plasmaticas de corticosterona, um horménio classico de

resposta ao estresse, bem como de DHEA.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos da administracdo
de desidroepiandrosterona (DHEA) sobre o comportamento tipo depressivo e
niveis hormonais de ratos, machos e fémeas em diferentes fases do ciclo

estral, submetidos ao teste do nado forcado, um modelo animal de depresséo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar as diferengas entre os comportamentos de ratos machos e fémeas
em proestro e diestro Il, no modelo do nado for¢cado;

e Avaliar as diferencas entre os comportamentos de ratos machos e fémeas
em proestro e diestro Il, tratados com diferentes doses de DHEA, e
submetidos ao teste do nado for¢cado;

e Comparar os efeitos do tratamento agudo e crénico no teste do nado
forcado;

e Verificar o efeito da DHEA sobre a atividade locomotora;

e Determinar as concentracbes séricas de DHEA e corticosterona nos
animais em condi¢Bes basais de laboratério;

e Determinar as concentracdes plasmaticas de DHEA e corticosterona apos

tratamento agudo ou crénico com DHEA, apds natacéo forcada .



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram usados ratos Wistar, adultos, pesando aproximadamente 250 g,
com meédia de 75 dias de idade no inicio dos experimentos, provenientes do
biotério da Fundacdo Faculdade de Ciéncias Meédicas de Porto Alegre
(FFFCMPA).

Os animais foram separados em grupos de, no maximo, cinco ratos por
gaiola, com livre acesso a racdo e agua, exceto durante o teste
comportamental.

Os animais permaneceram em ambiente controlado, sob ciclo
claro/escuro de 12 horas (das 7 h as 19 h) e temperatura ambiental de 20 + 2°
C.

Todos os experimentos foram realizados no mesmo horario, entre as
13:00 e as 16:00 horas. Durante todos os procedimentos, os animais foram
deixados em suas gaiolas com o maximo de siléncio possivel.

O protocolo experimental utilizado foi aprovado pelo Comité de Etica

para pesquisa animal da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

4.2 FARMACOS

A desidroepiandrosterona (CALBIOCHEM, San Diego, EUA), foi diluida

em solucdo de p-ciclodextrina (FLUKA-Sigma Aldrich) a 10% em &gua
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destilada, constituindo-se trés diferentes concentracdes: 2 mg/kg, 10 mg/kg e
50 mg/kg. Os grupos controle receberam solucao de B-ciclodextrina a 10%. As
solugbes foram preparadas no méaximo vinte e quatro horas antes do
experimento e armazenadas na geladeira. Todas as solugbes foram

administradas em um volume de 1 ml/Kg.

4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.3.1 CICLO ESTRAL

A partir de 75 dias de vida, o ciclo estral das fémeas foi acompanhado
mediante esfregaco vaginal diério, segundo a técnica de LONG EVANS (1922).
Os esfregacos foram obtidos por lavagem vaginal diaria com solucao salina,
utilizando-se ponteiras descartaveis de pipetas automaticas. A ponteira era
gentilmente introduzida no canal vaginal e a solucdo era aplicada e retirada
duas a trés vezes. O material era analisado a fresco em microscopio Optico
durante duas a trés semanas antes de iniciar o teste comportamental. As fases
do ciclo eram determinadas pela observagéao citologica. No proestro, a citologia
vaginal é composta por células epiteliais nucleadas e arredondadas, que
aparecem individualmente ou em grupos (Figura 2A). No estro, a citologia
vaginal € composta por grupos de células escamosas cornificadas, sem
nucleos visiveis, de forma irregular e com citoplasma granular (Figura 2B). No
diestro ocorre predominancia de pequenos leucocitos e células epiteliais

escamosas cornificadas. Na fase de diestro Il sdo observadas (Figura 2C)

células epiteliais dispersas com pequenos nudcleos (Figura 2D). Foram
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selecionadas as fémeas com 2 a 3 ciclos regulares completos, e que estavam

nas fases de proestro e diestro Il.
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Figura 2. Fotomicrografia do ciclo estral de roedores. A — proestro; B- estro; C- diestro I;
D- Diestro Il. Retirado de www.princeton-edu
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4.3.2 MODELO COMPORTAMENTAL DE DEPRESSAO

O teste do nado forcado € um modelo animal classico desenvolvido por
Porsolt, em 1977, usado para testar o efeito antidepressivo de farmacos.
Sucintamente, 0s animais sao colocados individualmente em aquarios de vidro
opaco (25 x 25 x 40 cm) com agua a 25 + 1° C, até uma altura de 28 cm, para
impossibilitar que os animais se apoiem com as patas ou cauda no fundo do
aquario, e sem possibilidade de fuga (Figura 3).

No primeiro dia (treino), os animais sdo colocados a nadar por 15
minutos, ao final dos quais séo retirados, secos e recolocados em suas gaiolas.
Apoés vinte e quatro horas, sdo submetidos a segunda sessdo de nado
chamada de teste, com duracdo de 5 minutos. Entre as duas sessdes, séo
administrados os farmacos em teste para atividade antidepressiva em trés
momentos, quais sejam: 24, 5 e 1 hora antes do teste.

Neste modelo, os animais, apdés um periodo inicial de nado vigoroso,
passam a executar apenas movimentos para manter a cabeca fora da agua.
Este comportamento de imobilidade € interpretado por Porsolt, seu idealizador,
como perda de motivacdo, ou “Desespero Comportamental”’. A reducédo da
duracdo da imobilidade por um farmaco é considerada como efeito
antidepressivo ou antidesespero (PORSOLT et al., 1977).

As sessOes de teste foram gravadas em video. Com o recurso atual de
gravacdao dos comportamentos em fita de videocassete, varios parametros
comportamentais, além do tempo de imobilidade, tém sido explorados na
tentativa de melhor descrever os atos e posturas dos animais. Esse
detalhamento tem como objetivo determinar a duracdo e frequéncia dos

comportamentos, construindo etogramas que os especificam frente a situacéo
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Figura 3. Teste do nado for¢cado
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do teste do nado forcado, bem como as alteracdes produzidas por doencas ou
pelo emprego de farmacos (RASNOW et AL., 1997; PARMIGIANI ET AL.,
1999; FERIGOLO et al, 1998; GOMEZ e BARROS, 2000). Neste trabalho,
foram detalhados os comportamentos de imobilidade e de mobilidade conforme
descrito a seguir.

Considera-se imobilidade quando o rato deixa de se esforcar e move-se
unicamente para manter a cabeca acima da agua com pequenos movimentos
(comportamento de flutuar), ou permanece totalmente imével (congelar).

Os comportamentos analisados na mobilidade foram: escalar,
mergulhar, nadar central, mergulhar e head-shake. O comportamento de
escalar se define quando o animal tenta escapar do aquario pelas laterais,
tentando escalar as paredes. No comportamento de mergulhar, a tentativa de
fuga € pelo fundo do aquario. O nadar central ocorre quando o rato tenta
escapar pelo centro do aquario, através de nado vigoroso. O head-shake
consiste na tentativa de retirar a 4gua que entrou nos ouvidos ou no focinho,
por uma rapida sacudida na cabeca (GOMEZ & BARROS, 2000).

Estes comportamentos foram posteriormente analisados no software
especifico Wabehav (um programa eletrénico de escrita em BASIC) pela
observacado das filmagens. A analise foi conduzida por apenas um observador
previamente treinado para observar e distinguir as diversas posturas de
imobilidade e de mobilidade. Cada comportamento (nadar central, mergulhar,
escalar, flutuar, congelar e head-shake) foi codificado por uma tecla, onde os
parametros de duracdo e frequéncia eram registrados durante 300 segundos
mediante o toque da tecla coédigo de cada comportamento no inicio e fim do

mesmo, constituindo, desta forma, os etogramas. Os comportamentos de
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mobilidade e de imobilidade foram contabilizados pela soma, respectivamente,

dos comportamentos de “nadar”, “mergulhar” e “escalar”, bem como de “flutuar”
e “congelar”.
Apds a construcdo dos etogramas com o0s registros de frequéncia e

duracdo de cada comportamento, o banco de dados subsequente foi submetido

a analise estatistica.

4.3.3 MODELO COMPORTAMENTAL DE LOCOMOCAO

Para detectar eventuais alteracbes motoras que pudessem
comprometer as observacfes comportamentais no teste do nado for¢cado, os
animais foram colocados em caixas de locomocéao. O teste de locomogédo, com
duracdo de cinco minutos, foi realizado imediatamente antes do teste do nado
forcado (2° dia). Estas caixas (30 x 30 x 72 cm) apresentam trés células
fotossensiveis dispostas longitudinalmente, que captam o0 numero de
passagens do animal. Ligado a cada caixa, existe um contador que fornece o

registro numeérico destas passagens (Figura 4).

4.3.4 COLETA DE SANGUE

Os ratos foram mortos por decapitacdo para coleta de sangue troncular,
trinta minutos apos o término do teste do nado forcado. As amostras foram
coletadas e centrifugadas a aproximadamente 1000g, durante 10 minutos. O
soro foi separado e estocado a -80° C para posterior dosagem hormonal.

O sacrificio era realizado em uma sala ao lado daquela onde eram
realizados os experimentos e onde se encontravam as gaiolas com os ratos. O

transporte dos animais entre as salas foi feito em menos de 15 segundos,
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evitando o contato dos mesmos com cheiro de sangue, ruido ou qualquer

estresse previsivel no momento da decapitacéo.

4.3.5 DOSAGENS HORMONAIS

As concentracdes séricas de DHEA e corticosterona foram determinadas
por radioimunoensaio. Foram utilizados kits da MP BIOMEDICALS,
Orangeburg, NY, com limite de deteccdo de DHEA de 0,2 a 30 ng/mL e de
corticosterona de 25 a 1000 ng/mL. O limite de sensibilidade foi de 0,02 ng/mL.
Os resultados foram expressos em ng/mL, considerando-se a curva padréo
fornecida no kit como referéncia. A radioatividade foi contada em contador
gama (LKB), com eficiéncia aproximada de 82%. Os grupos analisados foram
0S que receberam o tratamento agudo ou crénico com a dose de 2,0 mg/kg e
basal, que refere-se animais sem tratamento e que nao foram submetidos ao
teste do nado forcado. Os coeficientes de variacdo intra-ensaio e interensaio
para DHEA foram de 10,6 % e 10,2%, respectivamente, e para corticosterona

foram de 7,1% e 10,3%.
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4.4 DESCRICAO EXPERIMENTAL

4.4.1 . EXPERIMENTO 1- AGUDO

4.4.1.1 Experimento la — curva dose-resposta

O ciclo das fémeas foi acompanhado durante 2 a 3 semanas anteriores
ao teste comportamental. Foram selecionadas ratas que estivessem em
proestro ou diestro Il no dia do teste do nado forcado. Os grupos proestro e
diestro Il, juntamente com os machos, foram submetidos ao nado durante 15
minutos (treino). Logo apos, foram retirados da agua e secos. Trinta minutos
apos o término do treino, a primeira injecdo do neuroesterdide foi administrada.
Outras duas injecOes foram administradas nos tempos de 5 e 1 hora antes do
teste do dia seguinte. As doses de DHEA foram 2,0 mg/kg, 10 mg/kg e 50
mg/kg e foi constituido um grupo controle.

No dia do teste, a fase do ciclo das fémeas, proestro ou diestro I, foi
confirmada apos a segunda administracdo de DHEA. Os animais que nao
estivessem na fase esperada eram descartados. Imediatamente antes do teste,
os ratos eram colocados nas caixas de locomoc¢do. Os comportamentos no
teste do nado forcado foram registrados em filmagem VHS realizada durante 5
minutos. Trinta minutos apos o nado forcado, os animais foram decapitados, e
foi realizada a coleta de sangue. O sangue foi centrifugado e estocado para
posterior dosagem de DHEA e corticosterona por radioimunoensaio. Os
comportamentos foram analisados no software especifico e submetidos a

analise estatistica.
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Tabela 1: Cronograma Esquematico do experimento 1la - curva dose-

resposta.
Esfregaco vaginal Teste do Nado Forcado
0-15° dia 16° dia 17° dia
- Determinacao do ciclo |- Ciclo: confirmacao por |- Injecdo: 5e 1 hora
estral esfregaco. antes do nado.
- Selecao dos individuos |- Treino: 15 min. - Ciclo: confirmacao
- 1%injecdo- 30 min. mediante esfregaco.
apos o treino. - Teste: 5 minutos
- DHEA: 0,2, 10 e 50 - Filmagem
mg/kg i.p. - Sacrificio
- Coleta de sangue

n= 8- 10 por grupo

4.4.1.2 Experimento 1b —complemento da curva dose-resposta.

Embora o tratamento agudo com a dose de 2,0 mg/kg de DHEA tenha
alterado o comportamento de congelar no teste do nado forgado, este resultado
nao se refletiu na imobilidade total. Foi testado entdo, um tratamento com uma
dose mais baixa, 1,0 mg/kg, em ratos machos. Os demais procedimentos

experimentais foram idénticos ao j& descrito.

4.4.2 EXPERIMENTO 2 — CRONICO

Como nos experimentos anteriores, o ciclo das fémeas foi acompanhado
durante as 2 a 3 semanas que antecediam o teste comportamental. Foram
selecionadas ratas que estivessem em proestro ou diestro Il no dia do treino do

nado forgado.
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A primeira administracdo de DHEA na dose de 2,0 mg/kg e veiculo para
0 grupo controle, ocorreu na manha seguinte, e as demais foram realizadas em
intervalos de 24 horas, por um periodo de 7 a 9 dias, durante os quais o ciclo
das fémeas continuou a ser acompanhado, totalizando o tratamento durante
dois ciclos completos das fémeas. Desta forma, as fémeas que foram
selecionadas para o treino estavam na mesma fase do ciclo estral no teste.

Os comportamentos no teste do nado forcado foram registrados e

analisados conforme ja descrito.

Tabela 2: Diagrama esquematico do experimento 2 —Cronico

Teste do Nado | Ciclo e Tratamento Teste do Nado
Esfregaco vaginal | Forcado (treino) Forcado
0-15° dia 16° dia 17° — 25° dia 26° dia
-Determinacdo do  |-Treino: 15 min. - 2 ciclos completos; |-Teste: 5 min.
ciclo estral - 1 Injecéo - Injecdes: uma vez |- Filmagem
- Selecao dos - Doses: 0e 2,0 ao dia. - Sacrificio
individuos mg/kg i.p -DHEA: 0e 2,0 -Coleta de sangue
mg/kg i.p

n: 8-10 por grupo.

4.4.3 EXPERIMENTO 3 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES BASAIS

DE DHEA E CORTICOSTERONA.

Para fins de comparacdo, foram determinados o0s niveis basais de
corticosterona e DHEA dos animais do laboratério. O ciclo estral das fémeas foi
acompanhado durante 2 a 3 ciclos completos e regulares. Foram selecionados

machos e fémeas em proestro e em diestro Il, com 7 animais por grupo. O



37

sangue foi coletado, centrifugado, e o soro armazenado a —80° C para posterior

dosagem hormonal por radioimunoensaio.
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

De acordo com os resultados obtidos, as médias, os erros padrées e 0s
desvios padrdes foram calculados para cada comportamento analisado, do
ponto de vista da frequéncia e da duracdo para cada grupo estudado. O
tamanho da amostra (n) de cada grupo esta especificado nas legendas. Foi
aplicada analise de variancia (ANOVA) de duas vias, usando sexo/fase do ciclo
e tratamento como fatores independentes, seguida pelo teste post hoc de
comparacdes multiplas de Student-Newmann-Keuls, sempre que apropriado.
No estudo comportamental os fatores considerados foram sexo, (machos,
fémeas em diestro Il ou em proestro) e tratamentos. Para as dosagens
hormonais foi realizada analise de variancia (ANOVA) de duas vias, para
comparacao das concentracées de hormonios entre 0s sexos e 0s tratamentos.
Para as dosagens basais de hormonios foi realizada analise de variancia
(ANOVA) de uma via para comparacdo entre os grupos. Foi realizada
Correlacdo de Pearson, para verificar a existéncia de correlacdes entre os
comportamentos e as concentragées hormonais.

Os resultados foram expressos pela média + EPM, e o nivel critico
fixado foi de 5% (p < 0,05) para se admitir diferencas estatisticamente
significativas. O software SigmaStat 2.0 foi utilizado como ferramenta

computacional para analise estatistica dos dados.



5. RESULTADOS

5.1 RESULTADOS COMPORTAMENTAIS

No experimento la, onde foi realizada uma curva dose-resposta para
avaliacdo dos efeitos da administracdo aguda de DHEA, ocorreu interacéo
entre o tratamento e sexo no comportamento de congelar (ANOVA, Fgs) =
2,33; p= 0,03). As fémeas em proestro apresentaram a duracdo de congelar
significativamente maior, na dose de 2,0 mg/kg (ANOVA, F s =2,33; p= 0,03)
e a frequéncia deste comportamento foi significativamente maior que nos
machos, independentemente do tratamento (ANOVA, Fegg = 1,41; P= 0,04).
Quando avaliamos o0s outros comportamentos, verificamos que, neste
experimento, a frequéncia e a duragcdo dos comportamentos de escalar, nadar
central, mergulhar, flutuar ou head-shake (Tabela 3), ndo foram modificados
significativamente pela administracdo de quaisquer das trés doses de DHEA.
Consequentemente, a imobilidade total no teste do nado forcado n&o foi
modificada por nenhuma das doses, assim como machos e fémeas também
nao apresentaram diferencas neste comportamento (Figura 5). Nestes mesmos
animais, observamos que a locomog¢ao aumentou significativamente em todos
0s grupos tratados com DHEA, na dose 50 mg/kg (Figura 6).

Como a dose de 2 mg/kg de DHEA alterou o comportamento de
congelar, foi realizado um tratamento adicional com uma dose ainda mais baixa
de DHEA (1mg/kg), em machos. A Figura 7 mostra que o tratamento com esta

dose nao modificou significativamente a duracdo do comportamento de
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imobilidade neste grupo de animais. Realizando um detalhamento da
freqUéncia e duracdo dos comportamentos, observamos na Tabela 4 as médias
de imobilidade (congelar e flutuar), de mobilidade (escalar, nadar central e
mergulhar), bem como de head-shake, que também ndo foram diferentes
estatisticamente.

O tratamento crénico com DHEA na dose de 2,0 mg/kg, em machos e
fémeas em diferentes fases do ciclo, produziu uma interagcéo entre tratamento e
sexo no comportamento de imobilidade (ANOVA, F(242) =4,226; p=0,02) (figura
8). O tratamento aumentou o tempo de imobilidade apenas para as fémeas em
diestro Il. Porém, flutuar e congelar, que representam no seu conjunto o
comportamento de imobilidade, ndo foram alterados quando isolados. O tempo
de escalar apresentou uma interagdo entre sexo e tratamento: (ANOVA, F( 42
=3,41; p=0,04). O tratamento com DHEA (2,0 mg/kg) diminuiu o escalar em
fémeas em diestro Il, que foi refletido no resultado final de imobilidade.
Interessantemente, nos animais controle, as fémeas em diestro Il apresentaram
maior tempo de escalar do que as fémeas em proestro (ANOVA, F 42 =3,41,;
p=0,04). Quando analisamos o tempo de nadar central, vimos que, de forma
contraditoria, o tratamento aumentou significativamente este comportamento
(ANOVA, F(1,42) =4,544, p=0,03). Finalizando, o tempo de mergulhar e de head
shake ndo foram alterados. O mesmo ocorreu com as freqiiéncias de todos os
comportamentos (Tabela 5).

Visto que a DHEA € um neuroesteroide precursor de androgénios,
podendo interferir no ciclo das fémeas conforme a dosagem e forma de

tratamento, nos preocupamos em avaliar se o tratamento cronico com DHEA
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modifica o ciclo estral das ratas. N&o foi observada alteracdo do ciclo estral das

fémeas com este tratamento.

5.2 DOSAGENS HORMONAIS

As Figuras 9 e 10 mostram as concentracdes séricas basais de DHEA e
corticosterona de ratos néo tratados e que nao passaram pelo procedimento do
nado forcado. As concentracdes basais de DHEA nao apresentaram
diferencas significativas entre os sexos (Figura 9A). No entanto, as
concentracdes basais de corticosterona apresentaram diferencas significativas
entre os sexos (ANOVA, F( 15 =7,512; p=0,005). As fémeas em proestro tém
concentracbes de corticosterona maiores que os machos (Figura 10A). De
forma semelhante, a relacdo corticosterona/DHEA foram significativamente
maiores em fémeas do que em machos.

Foram dosados DHEA e corticosterona séricas, nos grupos tratados com
DHEA 2,0 mg/kg, a unica dose que induziu efeito comportamental. FEmeas em
diestro Il e em proestro apresentaram concentracdes de DHEA mais elevadas
do que os machos, ap6s o teste do nado forcado (ANOVA, F(228) =5,747,
p=0,008). O tratamento com DHEA aumentou significativamente a
concentragdo serica de DHEA em todos os grupos (ANOVA, F(12g) =118,445;
p<0,001) (Figura 9B). Quanto ao sexo, a corticosterona sérica também foi
semelhante a DHEA: fémeas em diestro Il apresentaram corticosterona
significativamente maior que os machos. (ANOVA, F(q g =4,231; p=0,02). A
relacdo corticosterona/ DHEA foi mais baixa nos animais tratados do que nos

animais controle (ANOVA, F(1 25y =67,024; p<0,001). Porém, n&o ha correlacéo
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entre o tempo de imobilidade e as concentracdes de DHEA, corticosterona, ou
sobre a relacdo corticosterona/ DHEA.

No experimento 2, onde os ratos receberam tratamento crénico com 2,0
mg/kg de DHEA, as dosagens hormonais por radioimunoensaio mostraram
que, conforme a figura 9C, as concentracbes de DHEA sérica ap0s o
tratamento aumentaram significativamente (ANOVA, F 30 =34,149; p<0,001).
Os ratos néo tratados, mas que passaram pelo procedimento experimental, ndo
apresentaram diferencas significativas entre 0os sexos, ou entre as fases do
ciclo estral nas fémeas, na concentracdo de DHEA sérica. Quanto as
concentracbes de corticosterona nos grupos macho, proestro e diestro Il a
Figura 10C mostra que ndo ha diferenca significativa entre os diferentes
grupos, tratados ou ndo. Da mesma forma que no experimento agudo, a
relacdo corticosterona/DHEA foi alterada pelo tratamento, mas nao ha
correlacéo entre os niveis de corticosterona, DHEA, ou relacdo corticosterona/
DHEA e o comportamento de imobilidade no procedimento crénico.

Quando verificamos o efeito do estresse do nado forcado e da
manipulacdo aguda e cronica, representado pelos animais controle nos
experimentos 1 e 2, através das concentracbes séricas de DHEA e
corticosterona, verificamos que: as fémeas em diestro [l e em proestro
respondem diferentemente ao procedimento agudo e crdnico, em relacdo as
suas concentraces de DHEA sérica. DHEA aumenta significativamente nas
fémeas apos o teste do nado forcado sob tratamento agudo com DHEA, o que
nao ocorre nos machos. Este aumento é abolido no experimento crénico. O
procedimento agudo provoca aumento da DHEA sérica, independentemente do

grupo, que da mesma forma € abolido no experimento crénico.
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Quanto as concentracfes de corticosterona sérica nestes animais, a
Figura 10 mostra que os niveis aumentam significativamente em relacdo ao
basal no experimento agudo, e diminuem significativamente apés tratamento
cronico. Em condi¢cdes basais, e apos o teste do nado forcado agudo, as
fémeas em proestro possuem mais corticosterona que os machos, o que nao

aparece apos experimento cronico.
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Figura 5: Duracdo da imobilidade (s) no teste do nado forgado apds tratamento agudo
com DHEA (i.p.); Doses: 2 mg/kg (1), 10 mg/kg (2), e 50 mg/kg (3). M=Machos;
D=Diestro Il; P= Proestro. N= 8-10 por grupo. Histogramas representam média *
EPM




Tabela 3: Duracdo e frequiéncia dos comportamentos de imobilidade e mobilidade detalhados, no teste do nado forcado apoés
tratamento agudo com DHEA (i.p) nas doses 2, 10 e 50 mg/kg ou veiculo (B-ciclodextrina). N= 8-10 por grupo. Valores
representam a média + EPM. *Proestro difere do controle, das outras doses e dos machos (ANOVA Fgss) = 2,33; p=0,03).
**Proestro difere dos machos (ANOVA Fgs) = 1,41; p=0,04)

DURACAO

Machos congelar flutuar escalar nadar central mergulhar head shake
0 mg/Kg 13,62 £ 8,94 210,37 £18,75 67,25 +19,88 5,25 + 2,67 0+0 3,12+1,84
2 mg/Kg 00 174,87 + 14,51 106,75 + 13,65 12,62 £ 6,04 3,37 +3,23 3,87+1,36
10 mg/Kg 30,87 +22,68 175,62 + 17,68 70 £ 15,53 17,62 £7,17 3,25+3,25 6,25+ 2,38
50 mg/Kg 18,75 + 13,25 188,37 + 19,00 77,12 + 19,68 11,5 +5,07 0,37 £ 0,37 3,12 +1,64
Diestro

Omg/Kg 10,12 £ 8,78 204,75 + 12,36 68,12 + 11,42 14,37 £ 7,40 1,87+ 0,83 45+1,88

2 mg/Kg 29+181 174,4 £ 25,30 108 + 24,80 12,7+0 0,7+0,33 49+1,70
10 mg/Kg 30,62 + 14,61 195,75 + 18,96 67,75 + 19,36 3,87 £2,54 2,75+2,35 7 +5,06

50 mg/Kg 25,11 +19,71 170,11 + 24,71 89,88 + 10,50 11,11 +4,82 2,55+1,61 7,44 £2 46
Proestro

0 mg/Kg 39+ -24,05 1,78,5+-20,01 73,37 +-16,41 6,75 + -3,65 0,12 +-0,12 6,87 £ -2,65
2 mg/Kg 82,12 + 32,46* 147 £ 28,02 48 £ 9,96 12,75 £ 5,46 6,87 £ 6,73 5,75+ 3,64
10 mg/Kg 8,75+3,14 203 + 21,85 80,62 + 20,59 12,5+5,18 1,25+0,86 25+1,28
50 mg/Kg 27 + 15,66 169,77 + 22,38 92,55 + 23,22 10,88 £5,17 1+0,78 3+1,30
FREQUENCIA

Machos

0 mg/Kg 0,62 +£0,41 3,87 £ 0,54 2,87 £0,61 1,37 £ 0,65 00 9,87 £5,55
2 mg/Kg 00 4,37+1,28 5,62 +1,29 3,75+1,63 0,87 £0,74 20 +5,96

10 mg/Kg 15+0,70 6,62 +1,30 512 +1,17 2,87+1,20 0,75+0,75 26,75+ 7,97
50 mg/Kg 0,87 £0,35 4+0,70 3,37 £0,82 2,12 +0,74 0,25+ 0,25 12,5+ 5,89
Diestro

Omg/Kg 0,37 £ 0,26 4,87 +0,61 4,62 +0,98 1,87 +0,87 0,62 +0,18 18,25+ 6,71
2 mg/Kg 0,3+0,15 45+0,63 47+0,7 2,6 +0,76 0,4+0,16 23,4 +7,06
10 mg/Kg 0,87 £0,39 45+0,82 45+0,88 1,12+0,71 0,37 £0,26 18+7,11

50 mg/Kg 1,33 + 0,47 5,11 +0,90 6,44 1,17 2,66 + 0,94 0,66 £ 0,28 27,88 £7,99
Proestro

0 mg/Kg 1+0,37** 5,25 +-1,04 6+-1,48 1,5+-0,62 0,12 +£-0,12 26,62 +-11,53
2 mg/Kg 2 +0,59** 5,25+ 0,97 4,25 +0,88 2,37 £0,92 0,75+0,61 16,12 £7,73
10 mg/Kg 1,12 + 0,39** 5,75+0,81 6,37 £ 1,30 2+0,80 0,75+0,49 11,87 £5,18
50 mg/Kg 1,55 + 0,66** 5,77 £ 0,68 5,55+ 0,68 2,22 £ 0,54 0,33+0,23 14,33 £ 5,88
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Figura 6: Locomocdo (f) apos tratamento agudo com DHEA (i.p.); Dose: 2 mg/kg (1).
M=Machos; D=Diestro; P= Proestro. N= 8 -10 por grupo. Histogramas representam média
+ EPM. * Difere do controle (ANOVA F ;42 =4,226; p=0,02).
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Figura 7: Duracdo da imobilidade(s) em ratos machos no teste do nado forcado apos
tratamento agudo com DHEA (i.p.); Dose: 1 mg/kg N= 8 por grupo. Histogramas
representam média = EPM.
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Tabela 4: Duracao e frequéncia dos comportamentos de imobilidade e mobilidade detalhados,
no teste do nado forcado em ratos machos apés tratamento agudo com DHEA (i.p) ou veiculo
(B-ciclodextrina). N= 8 por grupo. Valores representam a média + EPM.

Comportamentos Frequéncia Duracao (s)

Controle DHEA Controle DHEA
Congelar 0,50 + 0,27 1,25 + 0,65 5,87 +4,78 48,50 + 27,78
Flutuar 5,25+ 0,84 5,37+0,73 166,37 + 17,18 155,75 + 26,40
Escalar 7.00 +1,69 3,62+0,75 97,25+16,39 71,50 + 16,20
Nadar Central 2,12+1,03 0,00 £ 0,00 3,25+ 1,52 0,00 +£ 0,00
Head shake 42,37 +8,24 24 +10,52 8,62 + 6,59 5,87 +2,34
Mergulhar 0,00 + 0,00 0,12+0,13 0,00 + 0,00 0,35+ 0,13+
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Figura 8: Duracdo da imobilidade(s) no teste do nado forcado apds tratamento cronico com
DHEA (i.p.); Dose: 2 mg/kg (1). M=Machos; D=Diestro; P= Proestro. N= 8 -10 por grupo.
Histogramas representam media + EPM. * Difere do controle (ANOVA F(42) =4,226;
p=0,02.




Tabela 5: Duracéo e frequéncia dos comportamentos de imobilidade mobilidade detalhados,
no teste do nado forcado apdés tratamento crénico com DHEA (i.p) na dose 2,0 mg/kg ou
veiculo (B-ciclodextrina). N= 8-10 por grupo. Valores representam a média + EPM. *Difere de
proestro controle (ANOVA F(2 42 =3,417; p=0,04). ** Difere de diestro controle (ANOVA F2,42
=3,417; p=0,04). * Difere dos controle (ANOVA F(1,42) =4,544; p=0,03)

Tempo

Machos congelar flutuar escalar nadar central mergulhar head shake
0 mg/Kg 47,75 + 25,70 167,38 £33,85 86,13 + 15,61 0,38+ 0,26 0+0 8,25 + 2,42

2 mg/Kg 72,63 +31,17 131,38 +28,00 81,88 +9,26 5,13 +2,19" 0,25+0,25 9,88+ 3,26
Diestro

0mg/Kg 55,13 + 23,06 11525 +1513  125,50+17,59* 4,63 + 3,28 0,75+0,75 11,75+3,35
2 mg/Kg 109,38 +34,40  124,88+2293 62,25+ 16,06**  3,75+2,02" 0+0 6,88 + 2,35
Proestro

0 mg/Kg 58,13 + 39,60 159,75 +26,05 74,00 +17,51 4,00 +1,35 0,88+0,88 7,38+1,83

2 mg/Kg 76,50 + 39,05 130,13+31,78 77,13+ 16,10 11,38 + 3,29" 1,13+0,88 850+1,81
Frequéncia

Machos

0 mg/Kg 1,63+0,75 4,38 +1,00 4,63+0,73 0,38 +0,18 0+0 37,13 £ 10,47
2 mg/Kg 2,00+0,73 4,38 +0,73 5,50 + 0,60 2,13+0,85 0,25+0,25 3525+850
Diestro

0mg/Kg 1,13+0,44 3,38+0,91 7,13+2,89 1,75+0,96 0,13+0,13  32,75+8,30
2 mg/Kg 1,88 0,40 5,13 + 0,97 5,50 + 1,13 1,88 +0,93 0+0 25,25 + 8,06
Proestro

0 mg/Kg 0,50 0,27 5,13 + 0,97 6,25 + 1,25 3,38+ 1,88 0,13+0,13  31,25+7,43
2 mg/Kg 1,63+0,50 5,50 + 1,07 7,25+ 1,35 3,75+ 1,13 050+0,38 33,00+6,81
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Figura 9: Concentracfes de DHEA sérica (hg/mL). A- concentracdes basais; B- coleta realizada
30 minutos apos o teste do nado forgado e tratamento agudo com DHEA (i.p.); Dose: 2 mg/kg (1)
ou veiculo (c). C- coleta realizada 30 minutos ap6s o teste do nado forcado e tratamento crénico
com DHEA (i.p.); Dose: 2 mg/kg (1) ou veiculo (c). M=Machos; D=Diestro; P= Proestro.
Histogramas representam média + EPM. A- * Difere de machos controle (ANOVA F(2s)
=5,747; p=0,008). B- *Difere do controle (ANOVA F1g =118,445; p<0,001). C- *Difere do
controle (ANOVA F(1,30=39,149; p<0,001).
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Figura 10: Concentragdes de corticosterona sérica (ng/mL). A- concentracfes basais; B- coleta
realizada 30 minutos apds o teste do nado forcado e tratamento agudo com DHEA (i.p.); Dose: 2
mg/kg (1) ou veiculo (c). C- coleta realizada 30 minutos ap6s o teste do nado forcado e
tratamento crénico com DHEA (i.p.); Dose: 2 mg/kg (1) ou veiculo (c). M=Machos; D=Diestro;
P= Proestro. Histogramas representam média + EPM. A- * Difere de machos controle (ANOVA
F(.28) =5,747; p=0,008). A- *Difere de machos (ANOVA F, 15 =7,512; p=0,005). B- *Difere de
machos (ANOVA F2s =4,231; p=0,02).
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6. DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi examinar o efeito da administracéo de
DHEA sobre os comportamentos e em parametros hormonais em ratos machos
e fémeas submetidos ao teste do nado for¢cado. Os resultados demonstraram
que a administracdo aguda ou cronica de DHEA produz efeitos
comportamentais e hormonais diferenciados, em ratos no teste do nado
forcado, e que estes efeitos séo influenciados pelo género e por mudancas
hormonais que ocorrem nas ratas fémeas durante o ciclo estral.

Detalhando os resultados do presente estudo, surgem alguns dados
interessantes. Machos e fémeas apresentam diferencas em comportamentos
no teste do nado forcado, dependendo de estimulos estressores continuados,
evidenciado pelo maior tempo de escalar das fémeas controle em diestro Il no
experimento crénico. Outros estudos detectaram ou ndo diferencas entre
machos e fémeas no teste do nado forcado. Quando os animais foram
analisados no treino do nado forcado, fémeas se mostraram mais ativas,
resultado que foi revertido no dia do teste (BARROS e FERIGOLO, 1998).
Similarmente, o efeito da administracdo de melatonina apareceu unicamente
durante a exposicado inicial ao teste do nado forcado, desaparecendo no
segundo dia (BROTTO et al, 2000). Estes dados podem explicar o resultado de
David et al (2003) que nao detectaram diferencas entre os sexos no nado
forcado agudo.

No entanto, quando os experimentos foram conduzidos apos repetidas

experiéncias estressoras ou 0 simples manuseio prévio, como O
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acompanhamento do ciclo estral por esfregaco vaginal, as diferencas
relacionadas ao sexo surgiram no nado forcado, com as fémeas mostrando
maiores duracfes nos comportamentos de mobilidade (CONTRERAS et al,
1998; CAMPBELL et al, 1989; ALONSO et al, 1991; MARVAN et al, 1997;
BROTTO et al, 2000) ou ainda, especificamente, do comportamento de escalar
(CONTRERAS et al, 1998; CAMPBELL et al, 1989), refletindo o esforco de sair
de uma condicao estressora (BARROS e FERIGOLO, 1998).

Desta forma, podemos concluir que machos e fémeas respondem
diferentemente ao teste do nado forcado, e esta resposta esta relacionada ao
tempo de manipulacdo e procedimentos estressores com 0s animais, bem
como a influéncia de muitos fatores, como processamento sensorial,
velocidade motora, atencdo e resposta ao estresse, que sao sexualmente
dimorficos (AKINCI e JOHSTON, 1997; KELLY et al, 1999).

Nosso estudo pode apresentar algumas importantes implicacdes
clinicas. A depresséo € uma desordem de humor conhecida por muitos, sendo
que 20% da populacdo experimenta algum tipo de depressdo em suas vidas
(KESSLER et al, 1994). Além disso, € bem estabelecido que as mulheres
apresentam duas vezes mais episédios depressivos do que os homens
(EARLS, 1987, YONKERS e BRAWMAN-MINTZER, 2002).
Consequientemente, um importante fato acerca do modelo do nado forcado € o
fato da discrepancia das mais altas taxas de mulheres sofrendo de depressao
do que os homens, enquanto fémeas mostram menos imobilidade do que
machos (BARROS e FERIGOLO, 1998).

Em humanos, a mais alta incidéncia de depressédo no sexo feminino, e,

em Varios casos, a severidade da depresséao esta associada com a modificacéo
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dos horménios ovarianos (YONKERS e BRAWMAN-MINTZER, 2002). No
entanto, estudos com modelos animais que buscam reproduzir estas situacoes
sdo falhos. Modelos como gonadectomia, reposicdo de horménios ovarianos,
ou inducado de pseudogravidez (animais induzidos artificialmente a atingir altos
niveis de progesterona plasmatica) ainda apresentam resultados controversos.
Por exemplo, foram encontrados aumento na imobilidade (GALEA et al, 2002),
bem como diminuicdo na imobilidade (ESTRADA-CAMARENA et al, 2003;
MOLINA-HERNANDEZ et al, 2000) seguidos & administracdo de estradiol ou
de progesterona (KAUR e KULKARNI, 2002; MOTA-MARTINEZ et al, 1999).
Certamente, mais estudos utilizando fémeas devem ser encorajados, para
esclarecer estes aspectos.

Também podemos concluir do presente estudo que a administracao de
DHEA produziu aumento na imobilidade. Este resultado foi restrito para fémeas
no diestro, e é a primeira demonstracdo deste efeito em modelo animal.
Contudo, ha poucos trabalhos sobre o efeito de DHEA no comportamento tipo
depressivo em animais. Alguns foram realizados com DHEA na sua forma
sulfatada. Ha registro de diminuicdo de imobilidade ou ndo, porém apenas em
machos (URANI et al, 2001, REDDY et al, 1998; PRASAD et al, 1997). Assim,
nao foram verificadas as diferencas entre os géneros.

Assim, as discrepancias entre os nossos dados de aumento de
imobilidade apos a administracdo de DHEA, e aqueles encontrados por esses
autores, de ndo modificacdo ou diminuicdo da imobilidade, podem decorrer de
varias diferencas nas caracteristicas das amostras utilizadas. Primeiro, alguns
autores utilizaram camundongos e n&o ratos. E sabido que humanos possuem

mais DHEA que camundongos, e estes, mais do que os ratos (ROBEL e
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BAULIEU, 1995; PIEPER e LOBOCK, 2000). Borsini e Meli (1988)
guestionaram o uso de camundongos no teste do nado for¢ado, por problemas
de falso negativo e falso positivo, indicando ser mais acurado o uso de ratos
para estes estudos. Mesmo diferentes racas de ratos possuem diferentes
respostas. A raca Wistar Kioko flutua mais no nado forcado quando comparado
a Wistar e Sprague Dawley (TEJANIO-BUTT et al, 2001), fato que pode
decorrer de diferentes concentracdes cerebrais de dopamina e serotonina
(DAVID, 2001). Segundo, alguns destes trabalhos utilizaram a forma sulfatada
de DHEA, que produz aumento da imobilidade. Porém, para avaliar as
propriedades clinicas dos esterdides € necessario mais informacfes sobre a
conversdo de seus precursores para derivados com perfil farmacolégico.
Faltam dados dos efeitos destes precursores a longo prazo, assim como
estudos que investiguem os efeitos dos esterbides neuroativos e dos
neuroesteroides nos diferentes e multiplos receptores para neurotransmissores
e as consequéncias comportamentais da administracdo a longo prazo, para
explorar o potencial neuropsicofarmacologico deste tipo nao classico de
farmacos (RUPPRECH, 2003). Terceiro, os diferentes modelos de depressao
utilizados podem produzir diferentes respostas. David et al (2003) verificaram
que diferentes testes para detectar depressao obtiveram diferentes respostas,
com as mesmas doses de farmacos aplicadas. No teste do nado forcado,
fémeas responderam com diminuicdo de imobilidade apenas a uma
determinada dose de imipramina enquanto os machos responderam a esta, e
também a outras doses. Quando submetidos ao teste da cauda suspensa,
ambos, machos e fémeas, responderam as mesmas doses deste

antidepressivo.
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Por outro lado, em humanos, investigacdes clinicas tém documentado
um consideravel nimero de mulheres tratadas com DHEA que relataram piora
dos sintomas depressivos, assim como foram encontrados altos niveis de
DHEA plasmatica associadas a depressao (HEUSER et al, 1998; GOODYER et
al, 2000; SONDEGAARD et al, 2002; SPIVAK et al, 2000). Além disso, DHEA
esta associada a resisténcia a terapia eletroconvulsiva em certos pacientes
deprimidos (MAAYAN et al, 2000).

Ainda, foi relatado em estudo epidemiologico, que certo grupo de
usuarios de DHEA podem desenvolver diversos sintomas psiquiatricos (DEAN,
2000) Isto foi corroborado por trabalhos recentes (VACHERON-TRYSTMAN et
al, 2002; DUBROVSKY, 2005), que relatam casos de mania precipitada pelo
uso de DHEA para depressao. Huppert et al, (2000) estudando os efeitos da
administracdo de DHEA/DHEAs em humanos, concluiu que os dados atuais
oferecem suporte limitado para o aumento do bem estar de pacientes tratados
com DHEA.

Por outro lado, talvez os relatos do aumento de bem estar, apoés
tratamento com DHEA em mulheres deprimidas, possa refletir uma melhora da
ansiedade como componente da depressao, jA que DHEA/DHEAs também
apresentam efeito ansiolitico (OUSIUKOVA et al, 2003a, b; REDDY e
KULKARNI, 1998; REDDY e KULKARNI, 1997). Em humanos, € sabido que os
antidepressivos melhoram com sucesso a ansiedade como um componente da
depressdo, bem como os transtornos individualizados (DAVID e FRAZER,
2004; MORILAK e FRAZER, 2004). Concordando com estas observacoes,
Molina-Hernandez et al (2000), administrando progesterona em ratos,

encontraram diminuicdo da imobilidade no teste do nado for¢cado, e concluiram
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que os resultados obtidos podem ser devidos a um efeito tipo ansiolitico da
progesterona, mais do que antidepressivo, jA que outros farmacos como
clomipramina e desipramina, além de suas conhecidas propriedades
antidepressivas, também apresentam efeitos tipo ansioliticos.

Outro resultado do presente estudo que deve ser ressaltado € o fato de
machos e fémeas produzirem respostas diferenciadas apos tratamento agudo
ou crénico com DHEA. Doses baixas e agudas de DHEA aumentaram o tempo
dispendido em congelar nas fémeas em proestro durante a exposi¢cao ao nado
forcado. Quando foi realizado tratamento crénico, as fémeas em diestro I
diminuiram significativamente o comportamento de escalar, que interferiu
significativamente na imobilidade total.

Ou seja, nosso estudo demonstra que, contraditoriamente, o tratamento
cronico com DHEA néo produziu resposta antidepressiva e, por outro lado, na
fase de diestro Il das fémeas, aumentou 0 comportamento tipo depressivo, pelo
aumento da imobilidade e diminuicdo do escalar. E conhecido que DHEA
apresenta um efeito bimodal dependente da dose demonstrado em outros
comportamentos, como memoéria e ansiedade. Em baixas concentracdes, é
ansiolitico, enquanto em altas concentracdes plasmaticas apresenta efeito
ansiogénico (DUBROVSKY 2005; REDDY e KULDARNI, 1997; BLOKLAND et
al, 2002; BAULIEU, 1997; BAULIEU e ROBEL, 1996). Este fato pode contribuir
para as aparentes contradicbes dos efeitos da DHEA no comportamento tipo
depressivo, se considerarmos que as fémeas em diestro sdo mais susceptiveis
a ansiedade (ORDYAN e PIVINA, 2004; PARE e REDEI, 1993) e depress&o.

ApoOs estas consideracdes, entendemos que DHEA ndo possui acao

antidepressiva, e sim pode apresentar efeito pro-depressivo em alguns
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individuos, dependendo do estado hormonal feminino, enquanto ndo produz
resposta em outros.

Esta € a primeira demonstracdo de que o tratamento com DHEA produz
resposta comportamental diferenciada para machos e fémeas em um modelo
animal para depressao. Nosso resultado é coerente com outros autores, que
encontraram aumento de escalar refletindo efeito antidepressivo apos
administracdo de outros farmacos, apenas para fémeas na fase de diestro |l
(BARROS e FERIGOLO, 1998; MARVAN et al, 1997). Esta fase poderia, entéo,
no caso de ratas fémeas, ser a mais sensivel para detectar os efeitos proé-
depressivos ou antidepressivos de substancias quimicas.

Enquanto os estudos anteriores verificaram os efeitos de DHEA no
comportamento depressivo apenas em machos, nossos dados confirmaram um
papel das mudancas hormonais reprodutivas, na depressdo em fémeas.

E sabido que mulheres e homens tém resposta diferenciada ao
tratamento com medicacdes antidepressivas. As mulheres possuem varias
enzimas envolvidas na metabolizacdo dos antidepressivos, com atividade mais
alta do que os homens. As mulheres sentem mais efeitos adversos que o0s
homens, e ainda ha uma modificacdo pelo estrogénio que, quando presente,
altera o ambiente bioquimico ou modifica caracteristicas do receptor, e a
eficacia dos agentes antidepressivos € aumentada (YONKER e BRAWMAN-
MINTZER, 2002).

E conhecida a vulnerabilidade que mulheres apresentam em periodos
em que estdo com baixos niveis de hormonios ovarianos, como no pés-parto,
na gravidez, no periodo pré-menstrual e na perimenopausa (YONKERS e

BRAWMAN-MINTZER, 2002; ALTEMUS et al, 2004; KELLY et al, 1999;
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RUPPRECH, 2003). Isto é coerente com Schmidt et al (2002), que sugerem
uma interacdo entre os niveis baixos de DHEA e as mudancas no estradiol
relacionadas a perimenopausa em algumas mulheres aumentando usa
vulnerabilidade para desenvolver depresséao.

Considerando esses resultados, concluimos que DHEA piora quadros
depressivos em fémeas nas fases do ciclo em que estdo com os hormonios
ovarianos mais baixos. Estes estudos indicam que fémeas e machos podem
usar diferentes mecanismos neurais e hormonais para responder ao mesmo
evento emocional e ressaltar a importancia do estudo das mudancas biologicas
Unicas das fémeas, especialmente quando consideradas estratégias para o
tratamento da depresséo e de doencas relacionadas ao estresse.

O fato de que a DHEA s6 produziu efeito comportamental apos
tratamento cronico € coerente com estudos anteriores, em que a administracao
aguda de antidepressivos falhou em induzir qualquer efeito, e este apareceu
apos administracdo subcronica ou cronica, indicando uma associagao do efeito
antidepressivo com a duracdo do tratamento (VASQUEZ-PALACIOS et al,
2004; KATZ et al, 1987; KLEIN e DAVIS, 1969; DETKE et al, 1997; KIOUKIA-
FOUGIA et al, 2002). Em estudo de revisdo recente, DUBROVSKI (2005)
concluiu que ha uma diferenca significativa entre efeitos de curto e longo prazo
da administracdo de fluoxetina, em humanos e roedores. OBUT et al (2003)
nao encontraram efeitos de DHEAs ap0s exposi¢cao aguda ao estresse, apenas
apos a exposicao repetida. Ainda corroborando, em uma reviséo, Hupeert et al
(2000) relataram que o efeito de DHEA sobre o bem-estar ocorre unicamente
apos tratamento de longa duracdo, enquanto nenhum efeito é relatado em

estudos de curta duracao.
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O efeito de DHEA na atividade locomotora foi testada no primeiro
experimento. A administracdo de DHEA 30 minutos antes do teste ndo afetou a
atividade locomotora espontanea em ratos, na dose em que surtiu efeito
comportamental, 2,0 mg/kg. Isto sugere que seu efeito tipo depressivo nao é
por alguma estimulacdo motora inespecifica e sim por um efeito especifico da
DHEA na imobilidade. Todavia, a dose mais alta (50 mg/kg) aumentou a
atividade locomotora, mas isso nao se refletiu na imobilidade.

Quanto aos resultados das dosagens hormonais, observamos que
fémeas apresentaram niveis de corticosterona sérica basais mais altas que os
machos, embora tenha sido significativo apenas para as ratas em proestro.
Esses dados sdo coerentes com o dimorfismo sexual normalmente
observados nos roedores e amplamente relatados na literatura (KANT et al,
1983, BEIKO et al, 2004; WILSON e BISCARD, 1994; ORDYAN e PIVINA,
2004).

As concentracdes basais de DHEA nao foram diferentes entre 0os sexos
ou entre as diferentes fases do ciclo nas fémeas. A concentracdo basal de
DHEA encontrada por nés esta de acordo com valores prévios da literatura
(ROBEL e BAULIEU, 1995), sem diferencas entre os sexos, e de acordo com
Durant (1998), que também ndo encontrou diferencas entre os géneros de
ratos nesta determinacdo. No entanto, medindo DHEA e DHEAs em hamsters,
Pieper e Lobock (2000) observaram maiores concentracdes de DHEA em
fémeas, bem como de DHEAs em machos, replicando a situacdo dimorfica
encontrada em humanos (GENAZZANI et al, 1998; SULCOVA et al, 1999).
Estas discrepancias sdo, possivelmente, devidas ao fato de que humanos

possuem concentracdes muito altas quando comparadas as de hamsters, que,
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por sua vez, tém mais DHEA do que camundongos. Ratos apresentam
concentracdes tao baixas, que, por vezes, ndo é possivel detectar (PIEPER e
LOBOCK, 2000; ROBEL e BAULIEU, 1995).

Nossos resultados de aumento de corticosterona plasméatica apos o
teste do nado forcado sdo coerentes com a literatura (KANT et al, 1983, BEIKO
et al, 2004; WILSON e BISCARD, 1994; ORDYAN e PIVINA, 2004; CONNOR
et al, 2001; KORZ e FREY, 2003). O procedimento do nado forcado reproduz a
resposta ao estresse, pelo aumento dos niveis de corticosterona, um parametro
classico para o estresse, fato este reproduzido em nosso trabalho no
experimento agudo em animais tratados ou ndo. Também observamos
aumento de DHEA sérica nos animais submetidos ao nado, mesmo quando
este receberam apenas veiculo. Nestes dois parametros hormonais, foi
observada diferenca significativa entre machos e fémeas. As fémeas foram
mais responsivas ao estresse do que os machos, observada na resposta
aumentada de DHEA e de corticosterona ao estresse. Ja é conhecido que o
teste do nado forcado é um agente estressor (CONNOR et al, 2001; KORZ e
FREY,2003; BLOKLAND et al, 2002; ANDREATINI e BACELLAR, 1999).
Também é bem estabelecido o fato de que as fémeas tém resposta maior a um
novo estressor que os machos (KANT et al, 1983; BEIKO et al, 2004; WILSON
e BISCARD, 1994; ORDYAN e PIVINA, 2004). Isto se deve as influéncias
organizacionais e ativacionais dos hormoénios ovarianos, que ocasionam as
diferencas dependentes de sexo observadas nas respostas ao estresse. O
estresse afeta niveis de neurotransmissortes no cortex frontal, hipocampo e
amidgala, que sédo dependentes do sexo. Os niveis de glicocorticéides variam

dependendo do dia do ciclo estral; assim, o estrogénio pode afetar a resposta
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de corticosterona. Portanto, o sexo do individuo, bem como a duracdo e
intensidade do estressor, sdo importantes determinantes da funcdo
comportamental, neuroquimica e anatbmica do estresse (BOWMAN et al,
2003).

Em humanos, ja foi descrito o aumento de DHEA apds estresse agudo
(MORGAN et al, 2004; OBERBECK et al, 1998; ORDYAN e PIVINA, 2004;
OPSTAD, 1992). Porém, estudos em animais ainda permanecem
inconsistentes. Trabalhos recentes mostraram aumento de DHEA seguido a
administracdo de dois hormoénios tipicos do estresse: hormdnio
adrenocorticotropico e hormonio liberador de corticotropina (TORRES e
ORTEGA 2003; GENAZZANI et al, 1998 e 2001). Por outro lado, outros autores
ndo encontraram aumento de DHEA apos o estresse do nado, ou de
imobilizagdo (VALLE et al; 2000; SOMA e WINGFIELD, 2001; DURANT et al,
1998). Estas diferencas entre nossos estudos e outros da literatura ocorrem,
possivelmente porque os meétodos estressores aplicados por estes autores
geram respostas diferentes, conforme o classico conceito de ndo —especifidade
(KVETNANSKY e SABBAN, 2001; PACAK et al, 1998; PACAK e
PALKOKVITS, 2001). Por outro lado, nosso resultado de aumento de DHEA
em resposta a um agente estressor em modelo animal, reproduziu a situacéo
observada em humanos. Todavia, em nosso conhecimento, esta € a primeira
demonstracdo em roedores que indica mudancas nos niveis sericos de DHEA
de acordo com o sexo, apods o teste do nado forgcado.

No experimento apds manipulacao cronica, 0s animais apresentaram as
concentracdes séricas de DHEA e de corticosterona diminuidas ou

semelhantes, em relacao a basal.
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Alguns autores demonstraram que a simples exposicdo prévia ao
estressor bem como o manuseio diminui a resposta do eixo HPA (BEIKO,
2004; SIMPKISS e DEVINE, 2003; GADEK-MICHALSKA e BUGAJSKI, 2003).
Segundo Kelliher et al (2003), devem ser considerados fatores que podem
colaborar para a falta de efeitos em ratos expostos ao nado apds tratamento
cronico em comparacdo aos animais com tratamento agudo, como que 0O
mecanismo de feedback negativo seja mais efetivo apos tratamento crénico, ou
o simples manuseio, ou que pode haver dessensibilizacdo dos receptores
hipotalamicos e/ou up-regulation nos receptores de corticosterona centrais
envolvidos no feedback negativo.

O fato de que apés tratamento cronico a diferenca entre 0s sexos na
concentracdo plasmatica de DHEA e corticosterona tenha desaparecido é
coerente com alguns autores, que verificaram respostas diferenciadas quanto
ao sexo, abolidas ap0s tratamento crénico ou familiarizacdo com o teste
(BERRY et al, 1997; FRYE, 1995; BEIKO et al, 2004; PERROT-SINAL, et al,
1997).

Mesmo que as correlacdes realizadas ndo tenham sido significativas,
gostariamos de propor de um modo a ser melhor estudado, que as diferencas
comportamentais entre os machos e as fémeas podem estar de alguma forma
relacionadas com as respostas de corticosterona e DHEA a eventos
estressores, interagindo com os horménios sexuais e 0 tempo de estresse
experimentado,. No experimento agudo, corticosterona e DHEA aumentaram
de maneira diferenciada quanto ao género. A maior resposta hormonal das
fémeas parece ter impedido a resposta comportamental no nado forcado. Apos

manipulacdo cronica, as diferencas nas concentracdes hormonais de
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corticosterona e DHEA das fémeas desapareceram, e a resposta depressiva de
DHEA nas fémeas emergiu.

O tratamento com DHEA ndo alterou as concentracdes séricas de
corticosterona, enquanto aumentou significativamente a concentracdo sérica de
DHEA em todos os grupos tratados, mostrando que seu efeito comportamental
€ independente da ativacdo ou desativacdo do sistema HPA. Em humanos, ha
relatos clinicos das propriedades antiglicocorticéides de DHEA (RASMUSSON
et al, 2003; RASMUSSON et al, 2004), mas faltam estudos em animais
relacionando as concentracdes hormonais a comportamentos no nado for¢ado.

Embora estudos clinicos relatem relacdes entre a patologia da
depresséo e anormalidades nas concentracfes de DHEA, os resultados ainda
permanecem contraditorios (LITTLEY et al, 1990; SCHMIDT et al, 2002;
PADBERG et al, 2002). O aumento dos niveis séricos de DHEA/DHEAS néo
esta necessariamente implicado na recuperacéo da resposta da corticosterona
ao estresse. Ha contradicdes. Obut et al (2003) relataram que DHEAS preveniu
0 aumento de corticosterona em ratos, apos procedimento de exposicao
repetida ao estresse. Por outro lado, WOLF et al (1998) n&o encontraram um
efeito antiglicocorticéide ou antiestresse de DHEA no processo de memoaria
hipocampal.

A taxa cortisol/DHEA é utilizada por alguns autores como parametros de
depressao (SCHMIDT et al, 2002; RITSNER et al, 2004; RASMUSSON et al,
2004). Em nosso trabalho, a administracdo cronica de DHEA diminuiu a taxa
corticosterona/DHEA, nos animais tratados em relacéo aos controles. No
entanto, esta medida ndo se correlacionou com o comportamento de

imobilidade destes grupos no teste do nado forcado. Da mesma forma, os
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resultados clinicos ndo estdo em conformidade com a avaliacdo deste
parametro. Muitos estudos da taxa cortisol/DHEA em pacientes deprimidos
apresentaram resultados variados: foram encontradas altas taxas
cortisol/DHEAs (YOUNG et al, 2002; FERRARI et al, 2001), baixas taxas
(SCHMIDT et al, 2002) e taxa normal (JOZUKA et al, 2003), bem como
diferentes resultados quanto a concentracdo de DHEA ou DHEAs
plasmatica(POOR et al, 2004; SPIVAK et al, 2000; STROUS et al, 2003
SONDEGAARD et al, 2002; RAVAGLIA et al, 1996)

Algumas razdes podem apontar para o ndo estabelecimento destas
correlacdes. As desordens associadas com estresse sao divididas em duas
categorias: uma é associada com aumentada atividade do sistema de estresse,
incluindo depressédo melancolica, anorexia nervosa, ansiedade e panico; outra,
inclui doencas com diminuida atividade de estresse, como depresséao atipica e
PSTD (SHINYA MAKINOE et al, 2002). Porém, os modelos animais podem nao
reproduzir especificamente estas subdivisées

Segundo Dubrovsky (2005), nem os neuroesteroides ou 0s niveis
circulantes dos esteroides podem ser equivocadamente associados com
comportamentos especificos, pois outros hormonios além do cortisol interagem
com os esterodides, esterdides neuroativos ou neuroesteroides podendo
contribuir para esta psicopatologia.

Concluindo, DHEA administrada cronicamente tem efeito depressivo em
fémeas durante a fase do diestro Il, em que seus hormonios estdo mais baixos,
indicando que esta dose de DHEA pode ter um efeito depressivo especifico ao
sexo e a fase do ciclo. Este efeito pode estar relacionado a resposta

diferenciada das fémeas ao estresse agudo e cronico, onde no experimento
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agudo a maior resposta ao evento estressor, refletida no aumento das
concentracdes de corticosterona e DHEA nas fémeas, parece ter impedido a
resposta comportamental no nado. Apés tratamento crénico, houve adaptacéo

desta resposta e o efeito depressivo de DHEA apareceu.
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7. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho nos permitem concluir que:

1 - Machos e fémeas respondem diferentemente ao teste do nado
forcado. Fémeas em diestro Il apresentam menor duracéo de escalar.

2 - DHEA néo apresenta efeitos antidepressivos, mas sim resposta pro-
depressiva em fémeas durante o diestro Il, periodo em que as concentracdes
dos hormoénios sexuais estdo mais baixas.

3 - Machos e fémeas respondem diferentemente ao tratamento com
DHEA, observado pelo efeito deste neuroesterdide apenas nas fémeas.

4 - DHEA apresenta efeito depressivo nas fémeas em diestro Il apos
tratamento croénico.

5 - A corticosterona basal é maior em fémeas.

6 - A DHEA basal néo é diferente quanto ao género nos ratos.

7 - Os hormoénios DHEA e corticosterona sao responsivos ao estresse do
nado agudo, de uma forma dependente do género. As fémeas em diestro Il
foram mais responsivas do que os machos no aumento de corticosterona
sérica, e na resposta de DHEA, as fémeas, independente do ciclo, mostraram
aumento maior do que os machos.

8 - A manipulacao cronica produz adaptacéo da resposta hormonal de
corticosterona e DHEA ao estresse, e abole as diferencas de género destes
hormd&nios nos niveis séricos .

9 - A administracado de DHEA néo altera as concentracdes séricas de

corticosterona.



69

Finalmente, concluimos que DHEA administrada cronicamente tem
efeito depressivo em fémeas durante a fase do diestro Il, em que seus
horménios estdo mais baixos, indicando que esta dose de DHEA pode ter um
efeito depressivo especifico ao sexo e a fase do ciclo. Este efeito pode estar
relacionado a resposta diferenciada das fémeas ao estresse agudo e cronico,
onde no experimento agudo a maior resposta ao evento estressor, refletida no
aumento das concentracdes de corticosterona e DHEA nas fémeas, parece ter
impedido a resposta comportamental no nado. Apos tratamento cronico, houve

adaptacao desta resposta e o efeito depressivo de DHEA apareceu.
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