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Abstract

Depression is a mood disorder with a high prevaendhe population, which is higher
in women than in men. Previous studies showedtttgathronic administration of low
doses of progesterone in diestrus female rats mastdepressive effect in the forced
swimming test (FST). Depression is associated thieghneurodegeneration and the cell
death of some brain circuits and progesteronensuasioprotective steroid that could at
least partially prevent this neurodegenerationoAtke physiopathology of depression
involves the GABAergic and serotoninergic systerasd both of them could be
functionally modulated by progesterone. The lalmgaanimals are constantly exposed
to several kinds of stressors in the laboratoryiney and stress could be an interfering
factor in behavioral studies. The aim of this studgs to verify the effect of
progesterone in the protein expression and aabivaif Akt and Erk and the expression
of caspase-3, SERT and GARAeceptora4 subunit in the hypothalamus and in the
olfactory bulb of diestrus female rats exposect®forced swimming test (FST). In the
first experiment, diestrus female rats (n = 8/glowpre randomly selected to receive a
daily injection of progesterone (0.4mg/kg i.p.)vahicle, during two complete female
estrous cycles (8-10 days). On the experiment tth@yanimals were euthanized 30 min
after the FST, and we evaluated the protein exjgress Akt, Erk, caspase-3, SERT
and GABA. a4 subunit in the hypothalamus and in the olfactouib. In the second
experiment, male and ovariectomized female rats=(®/group) were acute and
chronically exposed to the manipulation and thesdtipn stress caused by the
administration of vehicle or progesterone (0.4mgikm), and the serum levels of
corticosterone, prolactin and progesterone werduated. Progesterone decreased the
expression of procaspase-3 in the hypothalamusdidubhot change the activation of

Akt and Erk and the expression of SERT in this aRragesterone did not change the



activation and the expression of these proteinthe olfactory bulb. The treatment
increased the expression aft subunit in the hypothalamus, and also changed the
expression of this subunit in the olfactory buligreasing the expression of this subunit
in the right hemisphere and decreasing this exjpgress the left hemisphere, creating
an asymmetry in the expression of this subunit.r@veas not significant correlation
between the expression of these proteins and thebility behavior of these animals
in the FST. In the second experiment, there wasxad#ference in the seric levels of
corticosterone in the acute experiment, with femashowing higher levels of
corticosterone than males. Also, the chronic expotuthe stressors decreased the seric
levels of corticosterone and increased the sevieldeof prolactin in females in relation
to the acute experiment, but not in males. In surgmaur results suggest that the
neuroprotective effect in the hypothalamus throtlgh reduction in the expression of
procaspase-3 could be involved in the antidepressifect of progesterone in diestrus
females. The GABA receptor is another target for the action of pstg®ne, and the
modulation of the expression a#t subunit in the hypothalamus and in the olfactory
bulb could also be related do the antidepressifextedf progesterone in the FST. There
are sex differences in the neuroendocrine resptimslee stress generated by routine
laboratory proceedings and this should be takeromsideration in the interpretation of

results involving animal experimentation.



Resumo

A depressdo é um transtorno comportamental comalt@@revaléncia na populacao, a
qual € maior nas mulheres do que nos homens. Bstodvios mostraram que a
administracdo de baixas doses de progesterona t&s ean diestro tem um efeito
antidepressivo no teste do nado forcado. A depresssta associada com a
neurodegeneracdo e a morte celular em algunstasoterebrais, e a progesterona € um
esterdide neuroprotetor que poderia prevenir ao omemarcialmente essa
neurodegeneracdo. A fisiopatologia da depressddoéamenvolve os sistemas
GABAérgico e serotoninérgico, e ambos poderiamstr funcionamento modulado
pela progesterona. Os animais de laboratorio s@staatemente expostos a varios tipos
de estressores na rotina de laboratorio, e o estpExderia ser um fator de interferéncia
em estudos comportamentais. O objetivo desse edtnidwerificar o efeito da
progesterona na expressao protéica e na ativacddtda da Erk, e na expressao da
caspase-3, SERT e na subunidadedo receptor GABA no hipotalamo e no bulbo
olfatério de ratas em diestro submetidas ao testenallo forcado. No primeiro
experimento, fémeas em diestro (n= 8/grupo) forandomicamente selecionadas para
receber uma injecdo diaria de progesterona (0,4mpgk) ou veiculo durante dois
ciclos estrais regulares e completos (8-10 diag).did do experimento, 0os animais
foram eutanasiados 30 min apos o teste do nadadoyg foram avaliadas a expressao
das proteinas Akt, Erk, caspase-3, SERT e da suddead do receptor GABA no
hipotdlamo e no bulbo olfatério. No segundo experitn, ratos machos e fémeas
ovariectomizadas (n= 6/grupo) foram expostos a®e&st agudo e cronico ocasionado
pela manipulacdo e pela administragdo de veiculprogesterona (0,4mg/kg i.p.), € 0s
niveis séricos de corticosterona, prolactina e gstmyona foram avaliados. A

progesterona reduziu a expressao da procaspasehpaotalamo, mas ndo alterou a



ativacdo da Akt e da Erk, bem como a expressdo ElBTSnessa estrutura. A
progesterona ndo mudou a ativacao e a expresssasdawsteinas no bulbo olfatério. O
tratamento aumentou a expressdo da subunuha® hipotalamo, e também alterou a
expressdo dessa subunidade no bulbo olfatério, reamdo a expressado dessa
subunidade no hemisfério direito e diminuindo noniséério esquerdo, criando uma
assimetria na expressao dessa subunidade. Nao bowretacdo significativa entre a
expressdo dessas proteinas e o comportamento tdidade desses animais no teste
do nado forcado. No segundo experimento, verificmma diferenca de sexo na
secrecédo de corticosterona no experimento agudoy@ que as fémeas apresentaram
niveis séricos de corticosterona maiores do quaaxhos. Ainda, a exposi¢ao cronica
aos estressores reduziu a corticosterona sérizgaerdou a prolactina sérica nas fémeas
em relacdo ao experimento agudo, sem ocasionara@ies na secrec¢do desses
hormonios nos machos. Em suma, nossos resultagesesu que o efeito neuroprotetor
da progesterona no hipotalamo através da reducérpnassao da procaspase-3 poderia
estar envolvido no efeito antidepressivo da pregesh em fémeas em diestro. O
receptor GABA, é outra via paralela de agcdo da progesterona,nedulacdo da
expressdo da subunidadd no hipotalamo e no bulbo olfatério também podares
relacionada com seu efeito antidepressivo. Existéiferencas na resposta
neuroenddcrina ao estresse ocasionado por procaisni@boratoriais de rotina, e esse
fato deve ser levado em conta na interpretacdo mssiltados oriundos da

experimentacdo animal.
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1. Introducéo

O transtorno depressivo maior, também conhecidoabepressdo, consiste em
uma grave alterag&o cronica do estado emocionadosearacterizado pela ocorréncia
de um estado deprimido durante grande parte doaeimeresse diminuido ou perda de
prazer para realizar as atividades de rotina, séosde inutilidade ou culpa excessiva,
dificuldade de concentracéo, fadiga proeminentpeyda de energia, distirbios do sono

e idéias recorrentes de morte ou suicidio (DSM2002).

As causas da depressdo podem ser diversas, atdanfggores psicossociais,
morais e biolégicos (Peluso e Blay, 2008). A doepegde resultar de problemas
envolvendo falhas e disfun¢des dos sistemas nauasstrissores do encéfalo, de uma
resposta comportamental mal adaptada para o estesisl e também da influéncia de
elementos genéticos (Barros, 1987; Choi et al.4R08Blgumas estimativas relatam que
aproximadamente 20% da populacdo experimenta atgponde depressdo em suas
vidas (Kessler et al.,, 1994), todavia, apesar @adg prevaléncia desse e de outros
transtornos de humor, apenas cerca de um tercondiosduos que sofrem com esses
transtornos sdo tratados (Stahl, 2000), e o tratamele modo geral ainda é
insatisfatorio (Tunnicliff e Malatynska, 2003). Afmente, dada a ineficacia no
diagndstico e tratamento de doencas como o Tranwsidepressivo Maior, paises como
os Estados Unidos da América registram estatisticisando a presenca de transtorno
depressivo em aproximadamente 70% dos individuiegdas, e o suicidio é a sétima
causa de morte mais importante nesse pais (S@00).2No Brasil, dados presentes na
pagina do Ministério da Saude indicam a presencapdeximadamente 10 milhdes de

pessoas com depressao em Nosso pais
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(http://portal.saude.qgov.br/saude/visualizar tefto2idixt=19108 acesso em

08/09/2009).

A depressao maior € mais prevalente em mulhergsi@@m homens, ocorrendo
cerca de duas vezes mais nas mulheres (Yonkerawntamn-Mintzer, 2002) e essa
prevaléncia é especialmente observada entre agadeee o final da idade reprodutiva
(Weissman et al., 1996). Flutuacdes nos niveis boais tém sido associadas a um
aumento na sintomatologia depressiva, como obsened casos de depressao
perimenopausal e depressédo pos-parto (Schmidt.,eR@4; Freeman et al., 2004;
Zanardi et al.2007). Verificou-se que o tratamento com fluoxetema transtornos de
ansiedade e depressdo pode aumentar os niveisrde esterdides como, por exemplo,
a pregnenolona sulfatada (Barret-Connor et al.919®inda, a interrup¢ao abrupta da
terapia de reposicdo hormonal em mulheres podeiindhpida instalacdo de episédios
depressivos (Stewart et al., 2004; Zanardi et2807), corroborando a influéncia das
flutuacbes hormonais na ocorréncia desses traostorlém disso, pacientes com
depressdo apresentam niveis reduzidos de algun®roidess como a

desidroepiandrosterona (DHEA) (Fabian et al., 2001)

A progesterona € um esterdide e pode ser sintatizasgistema nervoso central
(SNC) e periférico, em células gliais e também ewrdnios (Schumacher et &Q00;
Plassart-Schiess e Baulieu, 2001; Stoffel-Wagn@83p a partir do colesterol ou a
partir de precursores esterdides importados deutesis periféricas que séao
metabolizados ih situ” (Baulieu, 1998; Dubrovsky, 2006). A progesteroam tsido
classificada como um esterdide neuroativo, nomamneajue se refere a esteroides que,
independentemente de sua origem, tem capacidadaoddicar a atividade neural

(Dubrovsky, 2006). Ainda, ela € um composto comepdpndamental em diversas

12



funcdes do organismo animal, como desenvolvimediferenciacdo, metabolismo e

reproducéo de fémeas de varias espécies (Pluchaig 2006).

A progesterona atua ocasionando tanto efeitos genéntomo efeitos néo-
gendmicos (Rupprecht, 2003). A progesterona, semao esterdide, atravessa a
membrana plasmatica e atua em receptores intrapedylocasionando seus efeitos
gendmicos a longo-prazo, os quais levam de minatésalgumas horas para serem
realizados, sendo esta a sua via classica de @gsaceptores de progesterona atuam
como fatores de transcricdo, regulando a expredsagenes de redes neurais para o
inicio ou para a manutencdo de respostas fisi@dég{®ani, 2008). Classicamente,
esses receptores se apresentam sob duas isofosmaseptores de progesterona A e 0s
receptores de progesterona B, que diferem em relagdsua estrutura e,
conseguentemente, na sua resposta a progestefanei@amento, regulando genes-
alvo distintos (Mani, 2008). Além disso, a progesta ainda pode atuar ocasionando
efeitos ndo-gendémicos, com acao mais rapida queedeiios classicos, necessitando de
milisegundos até poucos segundos para serem obeervisluitos desses efeitos sao
mediados por metabdlitos da progesterona, comoepemplo a alopregnanolona, e
esses efeitos incluem a modulacdo da excitabilidegleonal através de acdes na
superficie celular e efeitos moduladores sobre r&gdo e composicdo de alguns
receptores, como por exemplo 0s receptores sen@@itos e 0 receptor GABA

(Rupprecht, 2003).

Varios autores tém investigado os efeitos compatdais de hormoénios e
outros farmacos na depressao. Dentre os diversdslosoexistentes para a realizacéo
desses estudos, destacamos o modelo do nado fo@aeste do nado forcado é um
modelo animal classico (Porsolt et al., 1977) ugzata testar o efeito antidepressivo de

farmacos. Sucintamente, os animais sdo colocadbgidoalmente em aquarios de
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vidro opaco com agua, impossibilitados de se apoiarom as patas ou com a cauda no
fundo do aquério, ndo existindo possibilidade dmfilNeste modelo, apds um periodo
inicial de nado vigoroso, 0s animais passam a eéaeapenas movimentos para manter
a cabeca fora da 4gua. Este comportamento de ideatel é interpretado como perda
de motivacao, ou “desespero comportamental’. A g¢éduwla duracdo da imobilidade

por um farmaco € considerada como efeito antidem@$Porsolt et al., 1977).

Os efeitos ocasionados pela administracdo de grogea a animais submetidos
ao teste do nado forcado ainda ndo estdo claros. estmdo verificou que a
administracdo de progesterona a camundongos fémueasntou a sua imobilidade no
teste do nado forgcado, ou seja, aumentou o conmpeni® tipo depressivo desses
animais (Kaur e Kulkarni, 2002). Contraditoriamerngetros autores demonstraram que
a administracdo de progesterona reduziu o compertemtipo depressivo de ratos
(Martinez-Mota et al., 1999; Molina-Hernandet al., 2000; Molina-Herndndez e
Téllez-Alcantara., 2001). Da mesma forma, a adrmagdo intraseptal de progesterona
diminuiu a imobilidade de ratas ovariectomizadas @rtro estudo, e esse efeito foi
bloqueado por um antagonista do receptor GARBstrada-Camarena et al., 2002).
Estudos utilizando modelos de pseudoprenhez porng&tracdo de progesterona e
modelos de retirada desse esteréide mostraramitqgenéaveis de progesterona parecem
proteger contra a depressdo, pois a interrupcasudaadministracdo aumentou a
imobilidade de ratas ovariectomizadas e camundo(®foffel e Craft, 2004; Beckley e
Finn, 2007). Muitos efeitos da progesterona no S]E€ resultam na modulacdo do
comportamento tipo depressivo tém relacdo com asemaersdo em alopregnanolona,
pois a administracao de finasterida, um inibid@sdeconversdo, ocasionou aumento no
tempo de imobilidade de ratas em proestro e ratasectomizadas (Walf et al., 2006).

Também, camundongoknockout para a enzima 5-alfa-redutase, responsavel pela
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metabolizacdo da progesterona que ira resultareposhente na formacdo de
alopregnanolona, apresentaram maior imobilidaderedatdo aos camundongos tipo
selvagem apés a administracdo de progesterona @trge, 2004). Além disso, um
estudo recente realizado em camundongos selvagemscamundongosnockoutpara

0 receptor de progesterona verificou uma reducammngortamento tipo depressivo de
ambos o0s grupos, sugerindo que o efeito antidapoessa progesterona seria

independente da sua acao classica via 0 seu redeppoogesterona (Frye, 2011).

Diversas estruturas encefélicas estdo envolviddsiogatologia de transtornos
comportamentais como a depressao. O hipotdlamaaéestrutura encefélica localizada
na parte ventral do diencéfalo, envolvida no cdetdn sistema neurovegetativo e da
hipofise. Diversos estudos tém abordado a relagéhigbtalamo com a depressao e
distarbios bipolares, destacando principalmenteesep relativos a neurodegeneracéo
nesse local e ainda a sua importancia dentro daddin@amento do eixo hipotalamico-
hipofisario-adrenal (Manaye et al., 2005; Raonal.e2007; Bao et al., 2008). O bulbo
olfatério é uma estrutura derivada do telencéfalcalizada na parte anterior do
encéfalo, que recebe aferéncias de neurbniosvalaé que também se relaciona com a
fisiopatologia da depresséo, e o modelo de bulbgaté um modelo de depressédo bem

estabelecido em ratos (Roche et al., 20Uigronska et al., 2008).

A neurodegeneracdo normalmente € abordada no tomtexiéficits motores ou
cognitivos. Entretanto, tem sido sugerido que asopatologias também podem
envolver a degeneracao funcional de sistemas eceatrais criticos (Benninghoff et
al., 2002; Bethea et al., 2009), e ha uma sérevtkncias associando a depressdo com
mudancas marcantes no niumero e no tamanho de mEunle células da glia em
diferentes regides encefélicas (Manji e Duman gt28101; Campbell e MacQueen,

2006). Eventos estressores também estédo relac®mado a atrofia e com o aumento
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da apoptose em algumas regides encefalicas, etam#ato com antidepressivos

poderia reverter esse aumento na apoptose (Fuahs2204).

Varios estudos presentes na literatura indicamoguBormoénios ovarianos séo
neuroprotetores (Simpkins et al., 2005; Singh ¢t24108). A progesterona aumenta a
atividade de algumas vias de sinalizacdo envolvideis estimulos pré-sobrevivéncia
em diferentes areas cerebrais, promovendo a ftzsfad da Akt e a fosforilagéo da Erk,
componentes das vias da fosfoinositideo-3-cinag8KjPe das proteinas cinases
ativadas por mitdgenos (MAPK), respectivamditaur et al., 2007; Guerra-Araiza et
al., 2009). A Akt é uma serina/treonina cinase @ada PI3K, sendo um importante
mediador da sobrevivéncia celular (Bryant et @0068). Quando ativada, essa enzima
estimula substratos envolvidos na sobrevivénciallaele inibe substratos proé-
apoptdéticos, como a Bad e a caspase-9, inibindpoptase e contribuindo para a
sobrevivéncia celular (Cardone et al., 1998, Kinalet2007; Nair e Olanow, 2008). A
Erk € uma cinase da via das MAPK que é ativadeemetialmente por estimulos
mitogénicos como fatores de crescimento e citocieeasrcendo um papel fundamental
na regulacdo do crescimento, da sobrevivéncia difdeenciacdo celular (Fan et al.,
2007). Ja foi demonstrado que alguns antidepresspromovem neurogénese e
crescimento neuronal através da via das MAPK (Hemggs et al., 2009), e que o
bloqueio dessa via produz efeitos pré-depressivios aontraponto aos efeitos
produzidos pelos antidepressivos (Duman et al.7R@lem disso, a progesterona pode
reduzir a atividade da enzima caspase-3, que édevada a caspase efetora central e
final, sendo responsavel pela maior parte da apeptmoldgica, em neurdnios
serotoninérgicos localizados na rafe dorsal de owacgTokuyama et al., 2008).
Entretanto, esses efeitos neuroprotetores da pergea e sua conexdo com a

depressdo ainda ndo sao completamente conhecio@s,vez que eles podem ser
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espécie-dependentes e dose-dependentes, e podemamnedobrevivéncia neuronal

apenas em algumas regides especificas.

Além da sua relagdo com a neurodegeneracdo des cgrtmitos neurais, a
fisiopatologia dos transtornos depressivos tambédmesanta uma relacdo muito
importante com a disfuncdo de alguns sistemas trausmissores. Por muitos anos, a
principal teoria para a explicacdo das bases hmASdgda depressdo foi a hipotese
monoaminérgica da depressdo (Hindmarch, 2002). rMlegessa hipbtese, a base
biolégica da depressdao seria uma deficiéncia de oummais dos trés sistemas
neurotransmissores que mediariam as acdes teregutia grande maioria dos
antidepressivos conhecidos: norepinefrina, dopanenaerotonina. Dentro desse
contexto, o desenvolvimento dos inibidores selstida recaptacdo da serotonina
representou um grande avanco dentro da farmaca@tedag distlrbios psiquiatricos,
sendo efetivos dentro do tratamento de uma sérteadstornos, inclusive varios tipos

de depressao (Goodnick et al., 2000).

Os inibidores da recaptacao da serotonina atuaquéémdo o transportador de
serotonina (SERT), inibindo a recaptacao da seirmdqoresente na fenda sinaptica para
o interior do terminal pré-sinaptico, aumentandmacentracdo de serotonina na fenda
sinaptica e prolongando sua atuacdo sobre os oeespgios-sinapticos (Birzniece et al.,
2006). A atuacao desses farmacos produz efeitadepndssivos (Cipriani et al., 2008)
e ansioliticos (Bechtholt et al., 2008), além dedgyo atuar na reducdo do

comportamento de medo (Miyata et al., 2007).

Além de ser alvo da acdo de uma série de farmacsistema serotoninérgico
também é alvo da acdo de hormonios esterdidesjmai) neuropeptideos e fatores de
crescimento, de forma que todos esses compostosatéapacidade de modular a

neurotransmissao serotoninérgica (Smith et al.,4R200lo que diz respeito aos
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hormonios esteroides, varios estudos tem sidosfeito sentido de elucidar a atuagéo
dos horménios ovarianos sobre componentes envalvidosintese, no transporte e na
degradacgdo da serotonina. Alguns estudos realizamiomacacas ja relataram que os
hormdnios ovarianos aumentam a expressao da armmdfidroxilase, enzima limitante
responsavel pela sintese de serotonina, e reduespressao da monoamina oxidase A
(MAO-A), enzima responsavel pela degradacdo datmd@ra (Gundlah et al., 2002;
Sanchez et al., 2005). Todavia, os efeitos dos ®wios ovarianos sobre o SERT sao
controversos. A administracdo aguda de estradiotatas ovariectomizadas aumentou
a expressdo do mRNA e da proteina do SERT no ndeleafe dorsal, assim como a
densidade dos sitios de ligagcdo do SERT na amigdalaipotdlamo, no tdlamo e no
septo, porém diminuiu essa densidade no hipocaMpodelson et al., 1993; McQueen
et al., 1997; Sumner et al., 1999). A administrag@@strogeno por dois dias aumentou
0 binding do SERT na amigdala basolateral, no hipotalamdrammedial e no
hipocampo (Krajnak et al., 2003). A administrac@oneca de estradiol diminuiu o
MRNA do SERT no mesencéfalo de ratos, enquanto aadswn-regulation no
hipotadlamo induzida por ovariectomia foi revertigalo tratamento com estradiol,
progesterona, ou a combinacdo de ambos (Attali,e1@7; Zhou et al., 2002; Lu et
al., 2003). Em primatas, por sua vez, a adminidtrale estrégeno combinada ou n&o
com progesterona nao alterou a expressdo prot@®caERT apdés um més, porém
aumentou sua expressao apos cinco meses (Smith20G4). Além disso, enquanto a
maior parte desses estudos observou a atuacaardgee®, em combinacdo ou nao
com a progesterona, sobre a modulagédo do SERTppamstudos abordaram a acao
direta da progesterona e seus metabdlitos sobredulatdo dessa proteina. Dessa
forma, sdo necessarios novos estudos com foco eslefeitos da progesterona sobre a

modulacao do SERT.
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A hipétese monoaminérgica da depressdo, porém,caAsegue prover uma
base bioldgica sélida o suficiente para elucidammletamente as causas desse
transtorno, uma vez que é significativo o nameropdeientes nao responsivos a
farmacos que atuam no sistema serotoninérgico $Shdeuner, 2003). Dessa forma,
na busca de outras teorias complementares pargleag@o da fisiopatologia da
depressdo, emerge a importancia do sistema GAB&#grdentro do estudo desse

disturbio.

Sinapses GABAérgicas, diferentemente de outragps@zainibitorias do SNC,
estdo presentes em abundancia em todas as reg@esnakfalo, constituindo
aproximadamente um terco de todas as sinapses i¢lifina Malatynska, 2003).
Devido a grande relacdo existente entre estas s@mape outros sistemas
neurotransmissores, tais como as vias monoamiéegaolinérgica (Onténiente et al.,
1987; Login et al., 1998), o sistema GABAérgiccadsastante propenso a associa¢des
com distirbios comportamentais, especialmente condepressao (Tunnicliff e
Malatynska, 2003; Brambilla et al., 2003; Eserlgt206). Alguns autores verificaram
gue os niveis das enzimas responsaveis pela saugSABA, a GAD 65 e a GAD 67,
encontram-se reduzidos em pacientes que sofreneglessao (Fatemi et al., 2005),
corroborando a associacdo entre o sistema GABA®rgic os distarbios

comportamentais.

O é&cido y-aminobutirico (GABA) é um composto sintetizado gpel
descarboxilagéo do glutamato, catalisada pela englotamato descarboxilase (GAD),
gue pode atuar em diferentes tipos de receptonescliel et al., 2006). O receptor
GABA, é um canal ibnico dependente de ligante envolvidorapida transmissao
inibitéria no SNC e ¢é alvo de importantes farmacesuroativos como o0s

benzodiazepinicos (Wallner et al., 2003). A maiotias receptores GABA de

19



mamiferos séo constituidos por subunidadels6( p1-3, y1-3, 6, &, 0) que ficam
dispostas em um arranjo pentamérico, usualment@astos por duas subunidades
duas subunidadglse uma subunidadeou (Baur et al., 2008DIsen et al., 2007). Essa
forma de arranjo com trés diferentes subunidadasifgeuma enorme diversidade na
composicao do receptor, embora se saiba que o nudeesubtipos farmacoldgicos
desse receptor presente em mamiferos seja lim{Batmard et al., 1998; Olsen et al.,
2007). Fatores como os diferentes tipos celularesgi@es encefalicas envolvidas em
cada caso, além de flutuagBes hormonais do organsio determinantes da expressao
de diferentes conformacdes referentes as subusidgde compdem o receptor
GABAA, e a conformacdo desse receptor esta diretamegitcionada com
particularidades em relagéo ao seu funcionamé@d®Blas, 1996; Follesa et al., 2005;

Griffiths e Lovick 2005a, 2005b).

A subunidadex4 do receptor GABAtem uma expresséao relativamente baixa no
sistema nervoso central, porém alguns estudosj@migraram a presenca da expressao
dessa subunidade no hipotdlamo e no bulbo olfatdgicatos (Laurie et al., 1992;
Wisden et al.,, 1992). Essa subunidade pode estseme tanto em receptores
sinapticos (Chandra et al.,, 2006) quanto em receptextrasinapticos (Liang et al.,
2006), e sua expressao torna o receptor insersiveldulacdo por benzodiazepinicos
(Wafford et al., 1996; Benke et al., 1997), sendlodmental dentro de uma série de
transtornos de humor (Smith et al., 2007), embeuapapel dentro da fisiopatologia da

depresséao ainda néo esteja completamente esctarecid

Alguns metabdlitos da progesterona, como a alopregona, atuam como
potentes moduladores positivos do receptor GABgontribuindo para uma maior
inibicdo do SNC. De modo geral, a acdo desses cstopao receptor GABAproduz

efeitos ansioliticos, anticonvulsivantes, antidepias e sedativos (Walf et al., 2006;
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Morrow, 2007; Nim et al.,, 2008). A acdo dessesrégtes, todavia, costuma ser
especifica conforme a regido encefélica envolvidard et al., 2007), fazendo-se
necessarios mais estudos envolvendo as mais dvegides encefélicas para a melhor

elucidacao desses efeitos.

O sistema GABA também esta relacionado com a gago intracelular no
SNC. Sabe-se que o receptor GABA um dos alvos da acdo da enzima Akt, uma
cinase que pode fosforilar esse receptor e aumaritanslocacao desses receptores do
interior das células para a membrana celular (Wadrad., 2003). Um estudo recente ja
demonstrou que a exposi¢do ao estresse aumenbar@stes pos-sinpticas inibitérias
mediadas pelo receptor GARAxa area tegmental ventral, e esse efeito provargim
também é realizado pela via da PI3K/Akt (Margolisake, 2011). Além disso, tem se
visto que os receptores GARAe GABAg sdo fundamentais dentro da modulacdo da
sobrevivéncia celular em modelos de isquemia caketbe forma que agonistas desses
receptores exercem efeitos neuroprotetores deegsedcontexto (Xu et al., 2008). Por
fim, sabe-se que alguns dos efeitos neuroprotetodeszidos pela alopregnanolona e
por uma série de neuroesteréides analogos a el8N® sdo acompanhados por
mudancas na expressdo de algumas subunidades etore€GABA, (Xilouri e
Papazafiri, 2006; Xilouri et al., 2007), de formaeqesses efeitos poderiam ser
importantes dentro de possiveis alteragbes compert@is induzidas pela

administrac@o de neuroesteroides.

Os efeitos da administracdo da progesterona e s®iabolitos sobre a
expressao da subunidaalé sdo paradoxais. Sabe-se que na puberdade, camemi@
da secrecdo dos hormoénios sexuais, ocorre um aomargxpressao dessa subunidade
no hipocampo de roedores (Shen et al., 2007). Arastimtacdo de progesterona por trés

dias aumentou a expressdo dessa subunidade noatmipocde ratas, porém, a
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administragdo do mesmo tratamento por sete diagziteéd expressdao dessa mesma
subunidade (Gulinello et al., 2001). Outro estumloliém mostrou que a administracao
de alopregnanolona durante trés dias também auraentpressdo dessa subunidade no
hipocampo (Shen et al., 2005). Todavia, Nim et(3a008) nao verificaram alteracéo na
expressdo dessa subunidade apds a administracda dgualopregnanolona, e alguns
autores ja demonstraram um aumento na expresséa delBunidade em modelos de

retirada de progesterona no encéfalo de ratos liSandl., 1998).

O estresse é outro fator muito importante dentrestado comportamento e do
sistema GABAérgico e amplamente presente na ralmaexperimentacdo animal.
Estudos prévios realizados em nosso laboratériersogque o estresse ocasionado pela
administracao de injecOes e pela exposicao dosasew teste do nado forgado para a
avaliacdo do seu comportamento tipo-depressivo rjgodealterar os niveis de
corticosterona (Andrade et al., 2007), um hormalmetamente relacionado ao estresse,
bem como a expressédo de subunidades do receptoAGAB diferentes estruturas
encefélicas de ratos (Andrade, 2010b), o que paderiuma relacdo direta com os
resultados comportamentais observados nesseshinaptdrnando o estresse outro fator

de interesse dentro deste estudo.

O estresse mobiliza um complexo espectro de respastaptativas fisioldgicas
e comportamentais. Essas modificacbes podem labditorganismo a lidar mais
eficientemente com a situacdo estressora e restaunameostase. No entanto, se a
situacao estressora torna-se crénica e nao-covetpkla pode gerar uma desregulacao
nos sistemas neurobioldgicos responsivos ao estfdesKloet et al., 2005; Biggio et
al., 2007), e essa desregulacao pode levar a un@ pra&disposicdo a transtornos
relacionados a ansiedade, a depressao e a agezss@edores e humanos (Patchev et

al., 1991; Brambilla et al., 2003; de Kloet et 2005).
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O eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HPA) é a piyativia efetora do sistema
neuroenddcrino de resposta ao estresse. Nesta Vignotdlamo secreta o hormdnio
liberador de corticotrofina (CRH), que estimuladero-hipofise a secretar o hormdnio
adrenocorticotréfico (ACTH). O ACTH, por sua vestimula o cortex das glandulas
adrenais a secretarem glicocorticoides, entre sdttoomonios. O principal esterdide da
adrenal envolvido na resposta ao estresse nos lagnéaa cortisol e nos roedores é a
corticosterona, sendo esse um marcador classicesttesse utilizado em varios
modelos experimentais (Patchev et al., 1991; Asai.e2004; Serra et al., 2005). O
estresse ativa 0 sistema nervoso simpatico e o l¢B¥A, e, dentro de um a cinco
minutos, ocorre um rapido aumento nos niveis plésosde catecolaminas. O pico de
secrecdo do ACTH é observado entre cinco e 15 psnapos a exposi¢cdo ao agente
estressor, sendo seguido por um pico plasmatidibeacao dos glicocorticéides da
adrenal cerca de 15 minutos depois. Os sistemaaraocrinos retornam a sua

condicéo basal entre 24 e 72 horas ap0s a expasiga@stresse (Olfe et al., 2010).

A resposta da corticosterona ao estresse € degendieisexo, da duracéo e do
tipo de estressor. Nosso laboratorio ja demongrpresenca de diferencas sexuais em
relacdo aos niveis de corticosterona plasmaticaetselas apds o estresse agudo
causado pela administracdo de injecdes e pelo destatacdo forcada em ratos, bem
como a existéncia de um componente temporal imperteelacionado a resposta do
eixo HPA a exposicao aguda ou cronica a um mestnesesr (Andrade et al., 2007).
Outros estudos também tém abordado as mudancacregd@o de corticosterona em
resposta a diferentes agentes estressores, comexgraplo, o estresse ocasionado por
procedimentos laboratoriais de rotina, como, p@ng}{o, o transporte, a pesagem, a
manipulacdo, e a administracéo de injecfes, ossst@r contencédo, o estresse causado

pelo isolamento social e o estresse ocasionadoppekcdo do sono (Balcombe et al.,
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2004 Labruto et al., 2005; Olfe et al., 2010; Réml., 2010; Reis et al., 2011; Wu et

al., 2011).

Outro importante hormonio relacionado ao estresserlactina. A prolactina é
um horménio secretado por células especializadaadgaohipdéfise, os lactotrofos.
Além das suas func¢fes cléssicas relacionadas adrgg@o e a lactacdo, sabe-se que a
prolactina apresenta uma relacdo importante costresse, tendo sua secrecao alterada
apos diferentes formas de estresse fisico ou emalcitendo sua secrecdo alterada até
mesmo por procedimentos como o transporte, a mlaggm e a administragcdo de
injecOes (Balcombe et al., 2004). Apesar do ACTHmadmente ser considerado como
o principal regulador da secrec¢do dos horméniosddex das adrenais, estudos prévios
mostraram que a prolactina poderia atuar diretaengsobre as adrenais e estimular a
secrecdo de corticosterona (Kaminska et al., 2002t al., 2003; Silva et al., 2004), e
também ja se identificou a expressao de receptigwolactina no cértex adrenal de
roedores e humanos (McDonough e Ewig, 1982; Owhtil., 1993; Glasow et al.,
1996). Também, sabe-se que alteracdes na secregioldctina modulam a funcéo do
eixo HPA, com a hiperprolactinemia estimulando ncfanamento do hipotalamo, da
hipdfise e das adrenais, e, em contra-partida, pmphdlactinemia aparentemente
inibindo o funcionamento desse eixo (Kooy et a@9d; Weber e Calogero, 1991).
Outros estudos ainda observaram que essas condagobem apresentam um efeito
regulatorio sobre a secrecéo de progesterona grostasao estresse, com essa secrecao
sendo maior em animais com hiperprolactinemia enacde a animais com
hipoprolactinemia em resposta ao estresse agudoummmodelo de contencao
(Jaroenporn et al.,, 2007). Dessa forma, esses dapostam para uma possivel
regulacdo exercida pela prolactina sobre a secig@orticosterona e de progesterona

€m resposta ao estresse.
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A progesterona e seu metabolito alopregnanolonastiios hormonios também
responsivos ao estresse, de forma que suas cag@drpodem ser alteradas de acordo
com o tipo de estresse. A ativacdo do eixo HPAmes# a secrecdo de progesterona,
sendo que ela também pode se converter em coetionst € € outro componente
fundamental dentro da resposta neuroendécrinateases (Serra et al., 2008; Andrade
et al., 2010a; Ren et al., 2010; Ter Horst et 2011). Em modelos experimentais
envolvendo a exposi¢céo aguda ao estresse ocasippoadontencdo, choque nas patas
ou por inalacdo de GQobservou-se um aumento nos niveis circulantgsatgesterona
e de alopregnanolona (Barbaccia et al., 1997; ®¢wah, 2000; Jaroenporn et al., 2007),
enquanto em modelos de estresse cronico provocatip ipolamento social foi
encontrada uma diminuicdo nos niveis plasmaticoserebrais desses esterdides
associados a um efeito ansiolitico e a um aumemtoochportamento agressivo (Serra
et al., 2000; Serra et al.,, 2008). Aléem da suac@é&lacom o0 estresse e 0S
comportamentos de ansiedade e agressividade, a&speogna e seus metabdlitos
apresentam uma relacdo muito importante com o cdempento tipo-depressivo

conforme previamente discutido (Andrade et al. (20 Frye, 2011).

A depressao é um transtorno cuja neurobiologia leevama série de vias de
sinalizacao em diferentes estruturas encefalieaglsque atualmente pelo menos cinco
sistemas hipotalamicos peptidérgicos e trés sistemeairotransmissores aminérgicos
que inervam o hipotdlamo tém sido associados cosua sintomatologia. Esse
transtorno normalmente é considerado um resultadintgracdo dos estressores do
ambiente com um fator genético de predisposic&sa @oenca, sendo que o eixo HPA,
um sistema chave no controle da resposta ao estréssonsiderado uma via final
comum no que diz respeito a manifestacéo de gnaade da sintomatologia depressiva

(Swaab et al., 2005). A maior parte dos fatoresisi®m genéticos e ambientais para a
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depressao se correlaciona com um aumento da aivig&ixo HPA na vida adulta,
corroborando a relagdo do estresse com a depremsgoanto o tratamento desses
individuos com antidepressivos restaura a func@imalodesse eixo (Nemeroff, 1996).
Outro fato interessante é o de que a resposta tees®s assim como a depressao,
também apresenta um componente sexual importamgeo @oderia ter relagdo com a
maior resposta afetiva negativa ao estresse pta garindividuos do sexo feminino em

relacéo a individuos do sexo masculino (Ordaz eal.8012).

A maioria dos compostos que sao utilizados na adaica como
antidepressivos atualmente sao inibidores seletiosecaptacdo da serotonina ou da
norepinefrina. De modo geral, sdo necessarias a&rcpelo menos trés semanas de
tratamento com esses farmacos para o inicio das efeitos antidepressivos (Paul,
2001). Todavia, apesar de esses compostos seréimogfem uma série de casos de
depressao, o tratamento em geral ainda é insatisf¢T unnicliff e Malatynska, 2003).
Assim como uma série de outras doencas, a deprdasdoem € uma doenca
multifatorial, envolvendo uma série de sistemas rateansmissores e vias de
sinalizacdo molecular dentro da sua fisiopatoldidlan, 2006). Dessa forma, tem
crescido o debate em torno do uso de antidepresde@mplo espectro, que atuem em
mais de um sistema neurotransmissor (por exempibjndo simultaneamente a
recaptacdo da norepinefrina, da serotonina e dandiop, ou ainda atuando sobre o
sistema GABAEérgico) ou em outras areas e vias waizacdo do SNC, como por
exemplo em enzimas de sinalizacéo intracelular lgias com o estresse e com a
integridade neuronal, visando o combate a depreS&alnick et al, 2003; Millan,

2006; Millan, 2009).

O uso de antidepressivos de amplo espectro sesiavpdbasicamente devido ao

fato de combaterem a depressdo em uma série dmase vias que estdo envolvidas
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na sua fisiopatologia, uma vez que é uma doenctfatottial, e, assim, eles poderiam
diminuir o tempo de tratamento necessario parargireento dos primeiros efeitos
desse farmaco no combate a essa doenca em conparagé as trés semanas
normalmente necessarias quando se utilizam oseandisisivos tradicionais (Skolnick et

al., 2003).

Dessa forma, uma vez que a progesterona modulanpartamento tipo
depressivo e ainda se relaciona com uma sérigae$aenvolvidos na fisiopatologia da
depressao, o objetivo deste estudo foi identifisapossiveis vias envolvidas na agéo da

progesterona sobre o comportamento tipo depressivo.
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2. Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Este trabalho teve como objetivo verificar os efeitla progesterona sobre a
modulacdo de vias de neuroprotecdo celular e detensas GABAérgico e
serotoninérgico no encéfalo de ratas Wistar emtrdiesibmetidas ao teste do nado

forcado e o envolvimento de hormonios relacionaansstresse nesses efeitos.

2.2 Objetivos Especificos

- Verificar a influéncia da administracdo de pragesa sobre a expresséo proteica das
enzimas Akt, Erk e caspase-3 no hipotdlamo e bullfatorio de ratas Wistar

submetidas ao teste do nado forcado.

- Verificar a influéncia da administracéo de prdgema sobre a expressao proteica do

SERTNo hipotalamo e bulbo olfatério nos mesmos gruppsementais.

- Verificar a influéncia da administracdo de prdagema sobre a expressao protéica da

subunidade4 do receptor GABANO hipotalamo e bulbo olfatério.

- Verificar a presenca ou ndo de assimetria naessfp dessas proteinas no bulbo

olfatério de ratas Wistar.

- Correlacionar o comportamento tipo-depressivo canexpressdo das diferentes
enzimas componentes das vias de sinalizacdo ihtlagecom a expressao da
subunidadex4 do receptor GABA e com a expressado do SERT no hipotalamo e no

bulbo olfatério de ratas Wistar.

28



- Verificar o efeito agudo e cronico da manipulagdda administracao de injecoes de
veiculo e progesterona sobre os niveis séricos alicasterona, prolactina e

progesterona.

- Verificar a presenca ou nao de diferencas sexel®lvidas na resposta a esses

agentes estressores.

- Verificar a influéncia do tempo de exposicdo aessagentes estressores sobre a

secrecao de corticosterona, prolactina e progestero
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3. Materiais e Métodos

3.1 Experimento 1: Efeitos da progesterona sobre modulacdo das vias de
neuroprotecao celular e dos sistemas GABAérgico erstoninérgico no encéfalo de

ratas Wistar submetidas ao teste do nado forcado.
3.1.1 Animais

Foram utilizadas 20 ratas Wistar adultas em diggeando aproximadamente
250g, com média de 75 dias de idade no inicio d@&ramentos, provenientes do
biotério da Universidade Federal de Ciéncias daiSaé Porto Alegre (UFCSPA). Os
animais foram mantidos em gaiolas de polipropiléh@x33x17cm) e separados em
grupos de quatro ratos por gaiola, com livre acess@cdo e agua. Os animais
permaneceram em ambiente controlado, sob ciclo/elsouro de 12 horas (das 7 h as
19 h) e temperatura ambiental de 22° C. Todos os protocolos utilizados estdo de
acordo com o Guia de Cuidado e Uso de Animais deiadorio do National Institute
of Health (NIH) e o projeto foi aprovado pelo Coénifle Etica em Experimentacio
Animal da UFCSPA e pela Comissdo de Etica no UsoAdenais da UFRGS
(CEUA/UFRGS). Todos os esfor¢os foram realizadea panimizar o sofrimento dos
animais e foi utilizado apenas o numero suficiesigeanimais para produzir dados

cientificos confiaveis.

3.1.2 Ciclo Estral

O ciclo estral das fémeas foi acompanhado medisftegaco vaginal diario,
segundo a técnica de Evans e Long (1922). Os esftegoram obtidos por lavagem

vaginal diaria com solucdo salina utilizando-se tpimas descartaveis de pipetas
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autométicas acopladas a pequenas peras de sucgaate@al obtido pelo esfregaco
vaginal foi analisado a fresco em microscopio @ptlarante duas a trés semanas antes
do inicio do procedimento experimental. Foram zdifias fémeas na fase de diestro Il

que apresentaram de dois a trés ciclos regularepletos.

3.1.3 Farmacos e Tratamento

Os animais previamente selecionados foram alocatézoriamente em dois
grupos conforme o tratamento: veiculo e progeste(or 10/grupo). De acordo com
experimentos prévios realizados em nosso labooatardose de progesterona (Sigma)
utilizada nesse experimento foi de 0,4 mg/kg/dimaperitoneal (i.p.), a qual foi
dissolvida em 1-2 gotas de Tween 80 e salina. @ogneiculo recebeu 0 mesmo
veiculo usado para a progesterona. O tempo denata dos animais correspondeu a
dois ciclos estrais regulares e completos, podeadar entre oito e dez dias, tendo em
vista a variabilidade temporal presente na duragiidase de diestro Il. As solucdes
foram preparadas no maximo vinte e quatro horassait experimento e armazenadas
a 4°C. Todas as solugdes foram administradas emolume de 1 mL/kg de peso do

animal.

3.1.4 Nado Forcado

Dentre os modelos animais utilizados para o estladdepresséo, destaca-se 0
modelo animal que utiliza o teste do nado forcaBorgolt et al., 1977). Nessa
metodologia, 0os animais sdo colocados individuatemem aquarios de vidro opaco (25

X 25 x 40 cm) com agua a 251% C até uma altura de 27 cm, para impossibiljter 0s
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animais se apoiem com as patas ou com a caudando flo aquario, sem existir
nenhuma possibilidade de fuga do aquario. No prondia de tratamento, os animais
foram submetidos a um treino de 15 minutos dertranddelo do nado for¢cado, sendo
posteriormente retirados, secos e recolocados emgaiolas. No ultimo dia relativo ao
periodo de tratamento, os animais foram subme@doteste propriamente dito, com

duracado de 5 minutos, e que foi gravado em vides asterior analise etoldgica.

Depois de colocados nos aquarios, 0s animais sidoeeto teste apresentam
um periodo inicial de nado vigoroso, em que praousdguma rota de fuga dentro do
aquario devido ao estresse ocasionado pelo modsl@r@imais. Posteriormente, eles
passam a executar apenas movimentos para mantabegac fora da agua. Este
comportamento de imobilidade € interpretado conrdgee motivacdo ou desespero
comportamental. A reducdo da duracdo da imobilidazssionada por um farmaco é
considerada como efeito antidepressivo (Porsolt aét 1977). Os dados
comportamentais dos animais utilizados nesse est@doserdo apresentados nesse

trabalho, uma vez que ja foram publicados (Andetds., 2010a).

Para detectar eventuais alteragcdes motoras quesgmmdecomprometer as
observacdes comportamentais no teste do nado frgadinimais foram colocados em
caixas de locomocéo. O teste de locomocéao foizadd imediatamente antes do teste
do nado forcado, com duracdo de cinco minutos.sEstéxas (30 x 30 x 72 cm)
apresentam trés células fotossensiveis dispostagitudinalmente, que captam o
namero de cruzamentos do animal. Existe um contdigatal ligado a cada caixa que

fornece o registro numérico destas passagens.

3.1.5 Eutanasia e Coleta dos Tecidos
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Os animais foram eutanasiados por decapitacdo BOtosi apdés o Teste do
Nado Forcado e o hipotalamo e o bulbo olfatérieitbre esquerdo foram dissecados e
coletados assepticamente em microtubos, sendo ataewknte congelados em
nitrogénio liquido e posteriormente armazenados8@°G para posterior analise

molecular.

3.1.6 Western Blotting

As amostras foram homogeneizadas na presenca damp&@o de lise (NaCl
150mM, Tris 20mM, EDTA 5mM, glicerol 10%, NP 40 10866PMSF 1mM, pH de
7,4). Em seguida, os homogeneizados foram cenduliogy por 10 minutos a 7000xg em
centrifuga refrigerada (Sorvall RC 5B-Rotor SM 24p sobrenadante foi retirado e
congelado em freezer a -20°C. As proteinas foraantfficadas pelo método de
Bradford (1976). ApGs a quantificacdo de proteif@gjtilizado o sistema mini-protean
(Bio-Rad) para a separacdo das proteinas por feleise em gel SDS-PAGE
(poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio). Aaastras (8Qug de proteina) foram
preparadas com tampao de carga (Tris 65 mM, SDS, Ieerol 50%, azul de
bromofenol 0,03% @-mercaptoetanol 1:20, pH de 6,8) e colocadas era cadaleta
para a realizacdo da eletroforese, que foi reaized presenca do tampao de corrida
(glicina 192 mM, Tris 25 mM e SDS 0,1%, pH de 8@3)peso molecular das proteinas
estudadas foi verificado pela utilizagdo do marcgubrao de peso molecular (Full-
Range Rainbow Molecular Weight Markers, GE HealthcaAs amostras foram
aquecidas a 94°C por um periodo de 2 minutos amdeserem submetidas a
eletroforese. A segquir, foi realizada a transfei@mpara membranas de nitrocelulose
(Hybond, Amersham) com voltagem de 100V por aprexiamente 60 minutos na
presenca do tampéo de transferéncia (Tris 25 migingl 192 mM e metanol a 20%,

pH 8,3). As membranas foram bloqueadas com leitepéniMolico, Nestlé) 8% em
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TTBS (Tris 25 mm, NaCl 140 mM e Tween 20 a 0,05%y) 0O minutos e
posteriormente incubadasernighta 4°C com os seguintes anticorpos primarios: p-Akt
(Ser 473) (60kDa) (1:500), Akt total (60kDa) (isof@m 1) (1:500), p-Erk (42-44kDa)
(Tyr 177) (1:750), Erk total (42-44kDa) (isoformds e 2) (1:1000), Caspase-3
(Procaspase-3 — 38kDa; Caspase-3 clivada — 17kDap(), ST (70kDa) (1:500)
(Millipore), subunidaden4 do receptor GABA (70kDa) (1:500) e GAPDH (36kDa)
(1:500) (Millipore). Todos os anticorpos foram ablgios da Santa-Cruz
Biotechnology, exceto onde indicado. Todos os arpiiws primarios foram diluidos em
tampéo (TTBS com albumina bovina 2,5%). A segusr,membranas foram lavadas
com TTBS (trés periodos de 10 minutos cada) e amtag com 0 respectivo anticorpo
secundario (Millipore) durante duas horas, sobagfid constante em temperatura
ambiente, na diluicdo de 1:10000 em TTBS. Antespdmeder a revelacao por
quimioluminescéncia, as membranas foram lavadasrgsrperiodos de 10 minutos
com TBS (Tris 20 mM e NaCl 140 mM). A reacdo dengoluminescéncia foi
realizada mediante uso de sistema de deteccdodoasea substratos luminescentes
(luminol e &cido p-cumarico), com exposicdo das bramas ao filme radiogréafico
(Amersham Hyperfilm, GE Healthcare) por aproximadata 1 minuto. A
autorradiografia gerada foi analisada por meiorddisador de imagem e quantificador

densitométrico (Image J).

3.1.7 Analise Estatistica

Foi utilizado o teste T de Student para comparardados da analise da
expressao das diferentes proteinas no hipotadlampdqgontrole x grupo tratado). Foi

realizada uma analise de variancia (ANOVA) de duas para avaliar a expressao das
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diferentes proteinas no bulbo olfatério dos animamnsiderando como fatores o
tratamento e o hemisfério cerebral analisado. Quamgropriado, a ANOVA foi
seguida do pés-teste de Student-Newman-Keuls (SAiKdla, utilizamos correlagédo de
Pearson para correlacionar a expressao das pwtsinao tempo de imobilidade dos
animais no teste do nado for¢cado. Todos os resdtastdo apresentados como média +

erro padrao da média e foi considerado significaiw 0,05.

3.2 Experimento 2: Efeito agudo e cronico da manipulacdo e da
administracdo de injecOes de veiculo e progesterorsmbre os niveis séricos de

horménios relacionados ao estresse em ratos mactoffmeas.

Estudos prévios realizados em nosso laboratoricoleewdo um desenho
experimental semelhante ao deste estudo mostrav@mo gestresse ocasionado por
procedimentos laboratoriais de rotina e pela exosdos animais ao teste do nado
forcado pode alterar a secrecdo de hormonios oglados ao estresse e a expressao de
subunidades do receptor GABAAndrade et al., 2007; Andrade, 2010b). Dessador
realizamos um segundo experimento para observaomelgito agudo e cronico da
manipulagdo e da administracdo de injecfes inftaperis sobre 0s niveis séricos de
horménios relacionados ao estresse em ratos, akEnobdervarmos o efeito da

administracdo de progesterona sobre esses mesnaosepi@s.

3.2.1 Animais

Foram utilizados 96 ratos Wistar adultos machos émehs, pesando

aproximadamente 250g, com média de 75 dias de idadeicio dos experimentos,
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provenientes do biotério da Universidade FederaRmoGrande do Sul (UFRGS). Os
animais foram mantidos em gaiolas de polipropiléh@x33x17cm) e separados em
grupos de quatro ratos por gaiola, com livre acess@cdo e agua. Os animais
permaneceram em ambiente controlado, sob ciclo/elsauro de 12 horas (das 7 h as
19 h) e temperatura ambiental de 22° C. Todos os protocolos utilizados estdo de
acordo com o Guia de Cuidado e Uso de Animais d®iaaorio do National Institute
of Health (NIH) e o projeto foi aprovado pela Coséis de Etica no Uso de Animais da
UFRGS (CEUA/UFRGS). Todos os esforcos foram redtizapara minimizar o
sofrimento dos animais e foi utilizado apenas o enarsuficiente de animais para

produzir dados cientificos confiaveis.

3.2.2 Ovariectomia

Tendo em vista a influéncia das diferentes fasesiado estral sobre a secrecéo
de diversos horménios e a impossibilidade de martwos o ciclo estral das fémeas,
uma vez que estudos prévios demonstram que a ntagdpudos animais € capaz de
alterar a secrecdo de hormoénios em resposta aessstrproduzido por esse
procedimento (Balcombe et al., 2004), uma semates &lo inicio dos experimentos as
fémeas foram submetidas a cirurgia de ovariectdoitéderal para a retirada de seus
ovarios. A cirurgia foi realizada sob anestesiaceimmina (100mg/kg i.p.) e xilazina
(10mg/kg i.p.). Durante os dois primeiros dias @oigxlo pos-operatorio, 0s animais
receberam a administracdo de paracetamol (1,5mgamigua de beber) (Damy et al.,
2010) visando um efeito analgésico e uma melhoupe@cdo do procedimento

cirurgico.
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3.2.3 Farmacos e Tratamento

3.2.3.1 Experimento Agudo

Inicialmente, realizamos um experimento para \a&&ifnos o efeito agudo do
estresse da manipulacdo e das injecbes, além d@o dfe administracdo aguda de
progesterona, sobre hormonios relacionados acssstrblesse experimento, os machos
e as fémeas foram pesados e posteriormente digidido quatro grupos conforme o
estresse e o0 tratamento (n= 6/grupo): um grupor@entem que nao houve qualquer
manipulacdo dos animais exceto o procedimento dageen, um grupo manipulado,
em que os animais foram submetidos a um estressellsnte a contencédo e a
manipulacdo necessaria para a administracao da®ey, mas ndo foram injetados, um
grupo veiculo que recebeu a administracdo de \e{cp.) e um grupo progesterona,
que recebeu a administracdo de progesterona (Sigaajlose de 0,4 mg/kg/dia
(intraperitoneal), a qual foi dissolvida em umaugéb de 10% de-ciclodextrina

(Fluka).

3.2.3.2 Experimento Crdnico

Posteriormente, realizamos um experimento cronara p avaliacdo do efeito
cronico da manipulacdo e das injecbes, além ddoefie administracdo crbénica de
progesterona sobre horménios relacionados ao ssirlgsse experimento, 0s animais
foram divididos nos mesmos grupos do experimenterian (controle, manipulado,
veiculo e progesterona) (n= 6/grupo), e a manigiolag as injecdes foram realizadas
uma vez ao dia durante 10 dias. Este protocolon&lbante ao protocolo utilizado na

realizacdo do experimento 1, com excecdo da exjmsigs animais ao teste do nado
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forcado, e, dessa forma, nos permite avaliar doefdds outros estressores sobre a

secrecdo de hormoénios envolvidos na resposta neddgoena ao estresse.

3.2.4 Eutanasia e coleta de sangue

Em ambos os experimentos, os animais foram eutalaspor decapitagdo 30
minutos apos a realizacdo das manipulacbes oungadeés, e o sangue do tronco foi
coletado e posteriormente centrifugado a 1800 wrglp minutos em tubos contendo
ativador de coagulo e gel separador para a sepagdsoro. As amostras foram

congeladas a -20°C para posteriores dosagens haisnon

3.2.5 Dosagens Hormonais

Foram realizadas dosagens séricas dos hormdnigegtenona, corticosterona e
prolactina através de kits de ELISA conforme asrigées do fabricante (Uscn Life

Science Inc.).

3.2.6 Andlise Estatistica

Foi realizado o teste de Kruskall-Wallis seguidtogmis-teste de comparacdes
multiplas de Dunn quando necessario para a comguardgs niveis séricos dos
hormonios quando os dados apresentaram distribnigéeparamétrica e uma Analise
de Variancia (ANOVA) de duas vias seguida pelo tegse de Student-Newman-Keuls
(SNK) para a comparacdo dos niveis hormonais quasialados apresentaram

distribuicdo paramétrica, considerando como fatee® e tratamento. Os dados néo
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paramétricos estdo apresentados como mediana malote interquartis 25 e 75,
enquanto os dados paramétricos estdo apresentadus média + erro padrdo da

média, sendo considerado significativo P < 0,05.
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4. Resultados
4.1 Experimento 1
4.1.1 Efeitos comportamentais da progesterona noste do nado forgado

Os dados da andlise comportamental dos animaisste o nado for¢cado
fizeram parte da tese “Efeitos da progesteronaesolmomportamento tipo-depressivo e
sobre a expressdao das subunidades do receptor SABAratos Wistar machos e
fémeas” da aluna Susie de Andrade (Andrade, 204 (bkstdo publicados sob a forma
de um artigo cientifico. Verificou-se que o tratatoecom progesterona reduziu o
tempo de imobilidade de fémeas em diestro subnsetadateste do nado forcado em

relacédo ao grupo controle (Andrade et al., 2010a).

4.1.2 Ciclo-estral

Durante o periodo de tratamento, mesmo ap0s adselbgs animais, o ciclo
estral das fémeas continuou a ser monitorado. N&mgedo, ndo houve alteracdo na
regularidade do ciclo estral desses animais, deaogue nem a administracdo de
progesterona e nem o estresse gerado, seja palespoode administracéo, seja pelo

teste do nado forcado, foram capazes de ocasiamdanmmas no ciclo estral das fémeas.

4.1.3 Efeitos da progesterona sobre vias de neurajecéo celular

O tratamento com progesterona aumentou a relagd&t/pkt no hipotalamo
das fémeas em diestro em relagcdo ao grupo cor(trol&,446, P< 0,001) (Figura 1).

Esse aumento da relagdo p-Akt/Akt no hipotalamsekeanimais ocorreu devido a uma
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reducdo da expressao proteica da Akt (t= 2,795),B¥6) (Figura 2B), enquanto ndo
houve alteracdo da expressdo protéica da p-Akeressutura encefalica (Figura 2A).
N&o houve quaisquer alteracdes na expresséo @ataicelacdo p-Akt/Akt bem como

das enzimas p-Akt e Akt no bulbo olfatorio (Figugas 4).

— .
G0Kda | | S .Il p-AKT
It L

Gidn #-—- S | AKT
| == 3

Hipotalamo

1.80 -
1.60 -
140 -
120 -

1.00 - T
£880 -
% 0.60 -
2 040 -

020 -

0.00 |

AKT/AKT

Veiculo Progesterona

Figura 1 — Efeitos da progesterona na expressattigmoda relacdo p-Akt/Akt
(representada por unidades densitométricas aibigjano hipotdlamo de ratas Wistar
submetidas ao teste do nado for¢cado. *Difere dpaeiculo (P < 0,05) (n= 7/grupo)

(2 bandas representativas de cada grupo).
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Figura 2 — Efeitos da progesterona na expressaeigaadas enzimas p-Akt (A) e Akt
(B) (representadas por unidades densitométricaisrdars) no hipotalamo de ratas
Wistar submetidas ao teste do nado forcado. *Dieregrupo veiculo (P < 0,05) (n=

7/grupo).
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Figura 3 — Efeitos da progesterona na expressatéigmoda relacdo p-Akt/Akt

(representada por unidades densitométricas arbgfano bulbo olfatério de ratas

Wistar submetidas ao teste do nado for¢cado (ngA#d) (2 bandas representativas de

cada grupo).

43



A Bulbo Olfatorio
p-AKT

14000 -

12.000

10.000 -

o O Dirsito

g B Ezquerdo

4.000 -

Expressiop-AKT

2000 -

0.000 r——— -
Veiculo Progesterona

B AKT
16.000 -
14000 -
12000 -

AKT

10.000 -

Apressio

2 000 | ODireito
6.000 - mEzquerdo

K

4.000 -
2000 -

0.000 - — -7 —
Veiculo Progesterona

Figura 4 — Efeitos da progesterona na expressaseigaadas enzimas p-Akt (A) e Akt
(B) (representadas por unidades densitométricaséaréis) no bulbo olfatorio de ratas

Wistar submetidas ao teste do nado forgado (ngdpo).

Os efeitos da progesterona na expressdo proteiceendana Erk estdo

representados nas Figuras 5, 6, 7 e 8. O tratanuemioprogesterona nao alterou a
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expressao proteica da relacédo p-Erk/Erk nem dameaszp-Erk e Erk no hipotdlamo e

no bulbo olfatério das fémeas em diestro submetadasste do nado for¢ado.

s | DGR
42-44Kda -.- . Erk total

Hipotialamo
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=
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Figura 5 — Efeitos da progesterona na expressateigmoda relacdo p-Erk/Erk
(representada por unidades densitométricas aibgjano hipotdlamo de ratas Wistar

submetidas ao teste do nado forcado (n=4/grupdj)a(®las representativas de cada

grupo).
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Figura 6 — Efeitos da progesterona na expressaeigaodas enzimas p-Erk (A) e Erk
(B) (representadas por unidades densitométricaisrdars) no hipotalamo de ratas

Wistar submetidas ao teste do nado forgado (n=dégru
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Figura 7 — Efeitos da progesterona na expressateigmoda relacdo p-Erk/Erk
(representada por unidades densitométricas arbgyano bulbo olfatério de ratas
Wistar submetidas ao teste do nado forcado (n=@43d) (2 bandas representativas de

cada grupo).
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Figura 8 — Efeitos da progesterona na expressaeigaodas enzimas p-Erk (A) e Erk

(B) (representadas por unidades densitométricaséaréis) no bulbo olfatorio de ratas

Wistar submetidas ao teste do nado forgado (n=243¢9.

O tratamento com progesterona reduziu a expressdeiqa da procaspase-3
(38Kda) no hipotalamo das fémeas em diestro (t82,9= 0,046) (Figura 9A), mas
ndo alterou a expressao proteica dessa enzimallmo dfatorio desses animais (Figura

9B). A caspase-3 clivada, em sua forma ativa, aptasum peso molecular de 17Kda,
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mas nao vimos niveis detectaveis dessas enzimaguamquer dos N0SS0S grupos

experimentais.
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Figura 9 — Efeitos da progesterona na expressdeigaada procaspase-3 (representada
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por unidades densitométricas arbitrarias) no hipoté (A) e no bulbo olfatério (B) de
ratas Wistar submetidas ao teste do nado for¢ddibere do grupo veiculo (P< 0,05)

(n= 3-4/grupo) (2 bandas representativas de cagaoyr

N&o houve correlacdo entre a expressao de quaidgseas proteinas e o tempo

de imobilidade das fémeas no teste do nado forgado.

4.1.4 Efeitos da progesterona sobre a expressaoSIBRT

O tratamento com progesterona néo foi capaz de laroduexpressao proteica
do transportador de serotonina no hipotalamo euttwololfatorio de fémeas em diestro
submetidas ao teste do nado forcado (Figura 10h Nduve correlacdo entre a

expressado proteica do SERT e o tempo de imobilidideanimais no teste do nado

forcado.
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Figura 10 — Efeitos da progesterona na express@éiga do SERT (representada por

unidades densitométricas arbitrarias) no hipotalé&joe no bulbo olfatério (B) de
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ratas Wistar submetidas ao teste do nado for¢aeld/grupo) (2 bandas representativas

de cada grupo).

4.1.5 Efeitos da progesterona sobre a expressdo &abunidade a4 do

receptor GABAA

O tratamento com progesterona aumentou a exprpssica da subunidadé
no hipotalamo das fémeas tratadas em relacdo ao gantrole (t= 3,437, P= 0,026)
(Figura 11A). Também, o tratamento com progestesamaentou a expressao proteica
da subunidadex4 no bulbo olfatério direito, e reduziu a expressfssa mesma
subunidade no bulbo olfatério esquerdo de ratasgiestro submetidas ao teste do nado
forcado. Verificou-se uma assimetria em relacarpiessao proteica da subunidade
no bulbo olfatério das fémeas tratadas com progesie com uma maior expressao
dessa subunidade no bulbo olfatério direito do e esquerdo desses animais
(Fintz 12 29,197, P< 0,001) (Figura 11B). Nao houve cocd@daentre a expressao

dessa subunidade e o tempo de imobilidade nodestado for¢ado.
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Figura 11 — Efeitos da progesterona na expressiéiga da subunidade! do receptor

GABA, (representada por unidades densitométricas aragjaem ratas Wistar

submetidas ao teste do nado for¢cado. *Difere dgarueiculo; #Difere do bulbo

olfatério direito (P< 0,05) (n= 4-5/grupo) (2 basdapresentativas de cada grupo).
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4.2 Efeito agudo e crénico da manipulacdo e da adnistracdo de injecdes
de veiculo e progesterona sobre os niveis séricos korménios relacionados ao

estresse em ratos machos e fémeas.

4.2.1 Niveis Séricos de Progesterona

No experimento agudo, verificamos que a adminidtrade uma uUnica injecao
de progesterona ocasionou uma tendéncia ao aumestaiveis desse hormonio nos
animais tratados em relacdo aos outros grupos imgrgais. Essa tendéncia pode ser
melhor observada nos machos, que apresentaramifarenda significativa em relacao
ao grupo controle (H= 24,250, P= 0,001). Entretad&vido a alta variabilidade dos
dados e a sua distribuicdo nao-paramétrica, naamfoobservadas diferencas
estatisticamente significativas entre as fémeaadas com progesterona e 0s outros
grupos experimentais (Figura 12A). Algo semelhat@reu no experimento cronico,
embora 0 aumento nos niveis de progesterona tétdangnor. Ocorreu um aumento
nos niveis de progesterona nos machos tratadoselgédo ao grupo dos machos
manipulados (H= 18,896, P= 0,009). Nao houve guealgiiferenca nos niveis séricos

de progesterona entre os grupos das fémeas (RigBja

Na comparagdo do experimento agudo com o0 expeiomendnico, nem a
manipulagdo crénica e nem os diferentes tipos dwartrento cronicos (veiculo e
progesterona) foram capazes de promover alteragg®eniveis séricos de progesterona
em relacdo ao seu respectivo grupo no experimeguidoa tanto nas fémeas quanto nos

machos.
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Figura 12 — Efeito agudo e cronico da manipulac@la edministracdo de injecdes de
veiculo e progesterona sobre 0s niveis seéricosragegterona (ng/mL). *Difere do

grupo controle. #Difere do grupo manipulado. N=/@&po (F= fémeas; M= machos;

C= controle; M= manipulado; V= veiculo; P= progests).

4.2.2 Niveis Séricos de Corticosterona

No experimento agudo, houve distribuicdo parawcetios dados, e a ANOVA

de duas vias mostrou uma diferenca relacionada exo $0s niveis séricos de
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corticosterona, que foram maiores nas fémeas ega®@laos machosk= 20,031, P<
0,001). Os diferentes tipos de tratamento ndoaafier significativamente os niveis

séricos de corticosterona (Figura 13A).

No experimento crénico, a distribuicdo dos dadmsnfio-paramétrica, e nao
houve qualquer diferenca nos niveis séricos deicosterona entre 0s grupos

experimentais (Figura 13B).

Na comparacdo entre 0s experimentos agudo e orom@ificamos que as
fémeas do experimento crbnico apresentaram umacd&edunos niveis séricos de
corticosterona em relacdo aos animais do experoregudo, independente do tipo de
tratamento (Emps= 34,177, P<0,001). Nao houve diferenca entre vsisiiséricos de
corticosterona nos machos do experimento cronice@mparacdo com os machos do

experimento agudo em quaisquer dos grupos expemen
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Figura 13 -Efeito agudo e cronico da manipulacdo e da admag&d de injecdes (
veiculo e progesterona sobre os niveis séric corticasterona (ng/mL *Diferente das
fémeas8Diferente do experimento aguN= 3-5/grupo.(F= fémeas; M= machos; C

controle; M= manipulado; V= veiculo; P= progestext

4.2.3 Niveis Séricos de Prolactir
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Os niveis séricos de prolactina nos eimentos agudo e crénico est

mostrados na Figura 14. Nao houve diferenca er niveis séricos desse hormdi

entre 0S grupos experimentais tanto no experimagiedo como no experimer

cronico. Na comparagcdo entre os niveis seéricos de prolaeiitiee 0s animais ¢

experimento agudo com os animais do experimentaarpverificams que as fémeas

do experimento crénico apresentaram maiores nBérisos de prolactina do que

fémeas do experimento aguduemps 8,593; P= 0,007), enquanto que nos macho:s

houve diferenca entre os niveis séricos de proaatre os animais experimento

agudo e os do experimento crén
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Figura 14 — Efeito agudo e cronico da manipulac@la @dministracdo de injecdes de
veiculo e progesterona sobre os niveis séricosralactina (pg/mL). 8Diferente do
experimento agudo. N=3-5/grupo. (F= fémeas; M= macrhC= controle; M=

manipulado; V= veiculo; P= progesterona).
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5. Discussao

Estudos prévios do nosso laboratorio mostraramaca@ministragdo cronica de
baixas doses de progesterona ocasionou um efeitieressivo em fémeas em diestro
submetidas ao teste do nado forgado (Andrade, &(dl0a). Com base na existéncia de
um nuamero de evidéncias cada vez maior associanddemessao com a
neurodegeneracdo de certos circuitos cerebrais jiManDuman et al., 2001;
Benninghoff et al., 2002; Fuchs et al., 2004, Batéeal., 2009), além do fato de existir
uma clara associacdo entre a fisiopatologia daedsfio e os sistemas GABAérgico e
serotoninérgico (Tunncliff e Malatynska, 2003; Bhilta et al., 2003; Eser et al., 2006,
Bethea et al., 2009), esse estudo foi desenhado veaificar possiveis mecanismos
envolvidos no efeito da progesterona sobre o com@p@nto tipo-depressivo dessas
fémeas em diestro submetidas ao teste do nadodforgss estruturas encefalicas
abordadas nesse estudo foram o hipotalamo, devidagéo da neurodegeneracdo no
hipotalamo com a depressao e devido a sua impataoduncionamento do eixo HPA
(Manaye et al., 2005; Raone et al., 2007; Bao.e2@08), e o bulbo olfatério, devido a
relacdo do modelo de bulbectomia com a depressachéRet al., 200AVieronska et

al., 2008).

O tratamento com progesterona diminuiu a expreskigorocaspase-3 no
hipotalamo de ratas em diestro submetidas ao desteado forcado. A procaspase-3 €
clivada pela caspase-9, se tornando a caspasea3 @iie por sua vez ira clivar e ativar
uma série de substratos que irdo ocasionar a etkar (Wang, 2001). A caspase-3 €
considerada a caspase apoptotica efetora centirzlesendo responsavel pela maior
parte da apoptose biolégica (Bethea et al., 20@&sim como outros autores
(Tokuyama et al., 2008), ndo observamos niveisctiateis de caspase-3 ativa em

Nossos experimentos, mas verificamos uma reducé@Exmessao da procaspase-3 no
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hipotdlamo desses animais, o0 que poderia indicar aefeito neuroprotetor da
progesterona nessa estrutura encefalica, uma vezaquocaspase-3 € a precursora
direta da caspase-3 ativa, e um aumento na exprelss@aspase-3 ativa indica um
aumento na apoptose (Kubera et al., 2011). Sugermpis essa acao seria realizada
através de uma reducgdo na expressao génica dapasea3, uma vez que ndo podemos
inferir possiveis efeitos da progesterona sobrévag@o dessa enzima tendo em vista a

auséncia de niveis detectaveis da enzima ativaossos experimentos.

Além de induzir uma reducdo na expressdo da presas3, o0 tratamento
crénico com progesterona aumentou a expressadagaoep-Akt/Akt no hipotalamo de
fémeas em diestro submetidas ao teste do nada@mrEasse aumento, todavia, parece
nao corresponder a um aumento de fato na ativag@@md13K/Akt, uma via envolvida
com a promocao da sobrevivéncia celular e que mibvacao da caspase-3, uma vez
gue ocorreu devido a uma reducdo na expressaaanaaeAkt, ndo ocorrendo alteracao
na expressao da p-Akt, que corresponde a porcéa @dissa enzima. Outros autores
demonstraram que a administracdo de progesteramenda a atividade da Akt no
hipotalamo de ratas (Guerra-Araiza et al., 2009yém esse estudo utilizou ratas
ovariectomizadas e o tratamento consistia em un@aunjecdo de progesterona em
uma dose mais elevada, enquanto no presente eatldmistramos a progesterona
cronicamente em uma dose mais baixa em fémeasesmadiEssa dose foi escolhida
por ser a menor dose capaz de produzir um efetidegmessivo em fémeas em diestro
submetidas ao teste do nado for¢cado, sem, no entanadular o eixo HPG desses
animais e alterar a regularidade do seu ciclo le§Madrade et al., 2010a). Alguns
trabalhos mostraram que a atividade da Akt estargawnente correlacionada com a
atividade da caspase-3 (Tang et al., 2009, Hu.e2@l1), mas € importante notarmos

gue esses outros estudos utilizaram modelos deraule células e que nosso estudo foi
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realizado em animais. O organismo de um animalsapta interagdes moleculares
muito mais complexas do que um ambiente control&dses fatos podem estar ao
menos parcialmente envolvidos com as diferencasnéracias entre esses trabalhos e o
nosso estudo, onde nao encontramos diferencasivegda da via PI3K/Akt, e o

significado biolégico desse achado ainda necessitasclarecido.

Neste estudo, o tratamento com progesterona témwala ativacdo da Erk no
hipotalamo e no bulbo olfatério de ratas em diegitguns estudos ja mostraram que a
ativacdo da Erk inibe a ativagdo da caspase-3cexeo efeitos anti-apoptoticos atraves
da reducéo da atividade dessa enzima (Wang €0419; Boldingh Debernard et al.,
2011). Guerra-Araiza et al., (2009) mostraram gue uinica injecdo de progesterona
aumentou a ativacdo da Erk no hipotdlamo, no hippcae no cerebelo de ratas
ovariectomizadas. Outro estudo também ja demonsieua Erk é fundamental para a
neuroprotecdo em um modelo envolvendo a toxicidadazida por glutamato em
cultura de células hipotalamicas, de forma quevagio dessa enzima inibe a ativacao
da caspase-3 (Karmarkar et al., 2011). Liu et{2010) verificaram que a progesterona
e uma série de derivados apresentam efeitos netetgrnes tantan vitro quantoin
vivo em células progenitoras neurais e em células aippais, e esses efeitos seriam
dependentes da ativacdo da Erk. Todavia, ndo eacood alteracdo na ativacdo dessa
enzima em quaisquer dos nossos grupos experimed&irma que outras vias de
sinalizacao intracelular estariam possivelmenteoas na regulacdo da ativacdo da

caspase-3 neste modelo experimental.

Apesar da intensa pesquisa que vem ocorrendoeaa @ teorias atuais sobre
disfuncbes em alguns sistemas neurotransmissom@sexgiicam completamente a
natureza da depressdo. Tratamentos racionais gaenaobre os fatores causais da

depressdo ainda nao estdo disponiveis. Recentemientdormulada a hipdtese
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inflamatdria e neurodegenerativa da depressdo,atlasea neurodegeneragdo e na
neurogénese reduzida em algumas areas cerebraisacpeerizam alguns casos de
depressao (Maes et al., 2009). Alguns estudos denacaim que a neurodegeneracao
do hipotadlamo estd associada com a depresséo ¢raastornos bipolares (Manaye et
al., 2005; Bao et al., 2008), e que a progesteexeace efeitos neuroprotetores nessa
area (Guerra-Araiza et al., 2009). Aqui, demonstamue o tratamento crénico com
progesterona reduziu a expressdo da procaspasehgarido um possivel efeito
neuroprotetor desse esterdide no hipotalamo ds eatadiestro submetidas ao teste do
nado forcado. Esse efeito poderia estar envolvido efeito antidepressivo da
progesterona no teste do nado forcado, apesar sin@a de correlagdo entre a
expressdo dessa enzima e o comportamento de idau#li Entretanto, a progesterona
ndo alterou a expressao das enzimas Akt, Erk eppase-3 no bulbo olfatorio desses
animais. Guerra-Araiza et al., (2009) verificarame qps metabdlitos da progesterona
exercem uma maior regulacéo sobre as vias da Ptis MAPK no hipotdlamo do que
no hipocampo e no cerebelo de ratas ovariectonszaD#derencas regionais na
expressao de receptores de progesterona de mentkraba et al., 2000; Guennoun et
al., 2008) e na expressao de enzimas envolvidasongersdo da progesterona em
alguns de seus metabdlitos como por exemplo a egdopnolona (Garcia-Segura e
Melcangi, 2006), que poderiam mediar parte dos tefeineuroprotetores da
progesterona (Ciriza et al., 2006), podem explasefeitos distintos da progesterona
sobre a modulacdo da expressao das enzimas Akicagpase-3 no hipotdlamo e no

bulbo olfatério dessas ratas em diestro.

O bloqueio farmacologico do funcionamento do SER&siona, através de um
processo que ainda ndo esta totalmente elucidatk melhora clinica significativa em

varios casos de depresséo (Lenox e Frazer, 2062nhdsso estudo, entretanto, apesar
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do tratamento com progesterona ter ocasionado eito edntidepressivo em fémeas
submetidas ao teste do nado for¢cado, ele néo [peizcde alterar a expressao do SERT.
Alguns estudos ja demonstraram que 0s niveis amtess de estrdgeno e progesterona
sdo capazes de modular a acdo de farmacos que stmeno SERT (Benmansour et
al., 2009). Todavia, ainda s&o controversos ostoelacerca da acao direta da
progesterona sobre a expressado do SERT. Aparernteeméempo de tratamento parece
ser fundamental dentro desse contexto. Smith ,28l04) demonstraram que ao passo
que 1 més de tratamento com estrogeno e progeate@m alterou a expressao do
SERT no cérebro de macacas, o tratamento de 5 roesessses mesmos compostos
foi capaz de alterar a expressdo dessa proteinandsso estudo, apesar de termos
utilizado um tratamento crbnico com progesterosae dratamento durou apenas 10
dias, e esse fator pode ter sido preponderantesémeia de alteragdo na expressao do
SERT no hipotdlamo e no bulbo olfatério de ratad@stro. A dose utilizada em nosso
estudo também é uma dose considerada baixa confmewEmente discutido, e esse
também € um fator a ser levado em consideracdoetBnto, outros componentes do
sistema serotoninérgico como, por exemplo, alguhsigos de receptores, como 0s
receptores 5HT1A, 5HT2A e 5HT2C, além das enzimgsofano hidroxilase e
monoamina oxidase também se relacionam com a d&orespoderiam ser modulados
pela acdo da progesterona dentro desse contextwi@buet al., 2002; Sanchez et al.,
2005; Birzniece et al., 2006; Bethea et al., 2088))do alvos em potencial para os

proximos estudos.

No presente estudo, demonstramos que a admiistadnica de baixas doses
de progesterona aumentou a expressao da subunidadi® receptor GABA no
hipotalamo e no bulbo olfatério direito de ratas @diestro submetidas ao teste do nado

forcado. Os efeitos da administracdo da progesieeodos seus metabdlitos sobre a
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expressao dessa subunidade sdo controversos. Em@lgums estudos observaram um
aumento na expressao da subunidatiapds trés dias de tratamento com progesterona
ou alopregnanolona (Gulinello et al., 2001; Hsalgt2003), outro estudo mostrou que

a administracdo intrahipocampal aguda de doses lnaaigs de alopregnanolona nao
alterou a expressdo dessa subunidade (Nim et @08)2 Modelos de retirada de
progesterona ja se mostraram efetivos em promoreraumento na expressao da
subunidadeo4 no hipocampo de ratos (Smith et al., 1998). Brerst al., (2005)
demonstraram que a administracao tanto de estremhod de progesterona durante sete
dias aumentou a expressdo do mRNA da subunidédem um modelo de cultura de

células, semelhante aos resultados encontrado®sso astudo.

Alguns estudos mostram que o sistema GABA exemitosfinibitorios no SNC
por meio de dois mecanismos: a inibicdo fasica, apmre nas sinapses através do
mecanismo de neurotransmissdo quimica classicavavenmoléculas de receptores
GABA, acopladas a membrana poés-sinaptica caracterizguda expresséo
principalmente da subunidage associada a duas subunidagdesduas subunidad@s
e a inibicdo tbnica, que ocorre fora das sinapees,receptores perisinapticos e
extrasinapticos, caracterizados pela expressdoubansgladedé associada a duas
subunidades. e duas subunidad@s(Farrant e Nusser, 2005). A subunidadepode
estar presente tanto em receptores GABMapticos (Chandra et al., 2006) quanto
extrasinapticos (Liang et al., 2006), de forma quelancas nas correntes sinapticas e
extrasinapticas teriam implicacées funcionais uiigi. Ao passo que alteracdes nas
correntes sinapticas seriam importantes para abdefede do canal (Smith e Chapin,
1996) e para a retroalimentacdo negativa mediada pevacdo de aferéncias
excitatérias (Hsu e Smith, 2003), alteracfes naigao tbnica exerceriam um impacto

sobre o limiar para que a célula dispare um po¢rg acdo (Brickley et al., 2001;
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Shen et al., 2007). Essas mudancas seriam fundais\el@ntro do funcionamento do
sistema GABA no sistema nervoso central e poders&m importantes dentro da
fisiopatologia da depresséo, embora nao tenhamsenato correlacbes significativas
entre a expressao dessa subunidade e o tempo Héidae dos animais no teste do

nado forcado.

Curiosamente, em contraste com 0 aumento na efprelsssubunidaded4 no
bulbo olfatério direito, o tratamento com progester reduziu a expressdo dessa
subunidade no bulbo olfatério esquerdo desses @&imm@dando uma assimetria em
relagédo a expressdo dessa subunidade no bulbormfainda é escasso o numero de
estudos avaliando diferencas no funcionamento desedtes hemisférios em relagéo
ao comportamento. Estudos recentes realizados emrtos apontam para diferencas
sexuais em relacdo ao processamento de emocdesoentois hemisférios cerebrais
(Tranel e Bechara, 2009). O sistema GABA tambéresgmta assimetria em relacdo a
sua composicao, sendo que se verificou a exist@gcian numero maior de sitios de
ligacdo do GABA em estruturas como o hipocampopreg cerebral, o estriado e o
cerebelo no hemisfério esquerdo em relacdo ao feoidireito (Guarneri et al.,
1988). Nim et al., (2008) demonstraram que a adimagdo de alopregnanolona, um
metabolito da progesterona, ocasionou assimetrieetagao a expressao do mRNA da
subunidadey2 do receptor GABA, com uma maior expressdo dessa subunidade no
hipocampo direito em relacdo ao hipocampo esque@idros estudos do nosso
laboratorio apontaram a existéncia de uma asseneim relacdo a expressao da
subunidadexl do receptor GABANo cortex pré-frontal de ratas em diestro submetida
ao teste do nado forcado e uma correlacdo negativa a expressdo do mRNA dessa
subunidade no cortex pre-frontal direito e o terdpamobilidade dos animais no teste

do nado forcado (Andrade, 2010b), corroborando esgurgca de uma assimetria em
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relagdo ao funcionamento do sistema GABA em urmia gérestruturas encefalicas e a

sua relevancia dentro da modulacdo do comportantipotdepressivo.

O sistema GABA também apresenta uma relacdo impgerteom as vias de
sinalizacdo intracelular no SNC. Alguns estudosfiecaram que um aumento na
neurotransmissdo GABAérgica poderia gerar efeitegraprotetores em casos de
isquemia cerebral (Galeffi et al., 2000; Green let2000). Também, outros estudos
demonstraram que agonistas dos receptores GABASABAs ocasionam efeitos
neuroprotetores em modelos animais de isquemidredr@to et al., 1999; Kulinskii e
Mikhel’son, 2000; Cozzi et al., 2002), e essestefeseriam mediados pela via da PI3K,
com um aumento da ativagdo da Akt (Xu et al., 2088) presente estudo, porém, nao
conseguiu replicar esses dados em animais semsangee de isquemia cerebral. Em
nosso trabalho, verificamos um efeito neuroprotet@rprogesterona, um modulador
positivo do receptor GABApossivelmente via alopregnanolona, através da &edda
expressao da procaspase-3 no hipotalamo de rdtasesdas ao teste do nado forcado,
acompanhado de mudancas na expressao da subuniladehipotalamo e no bulbo
olfatério desses animais. Esse efeito, todavia,padiece ser mediado pela via da PI3K,
uma vez que ndo houve alteracdo na ativacdo déssaovhipotalamo e no bulbo
olfatério desses animais. Cabe ressaltarmos queatwos outros estudos trabalharam
com modelos de isquemia cerebral, os animais aditig neste estudo eram animais
intactos, e isso provavelmente tem uma grandeéndia na diferenca dos resultados
encontrados, uma vez que um desses estudos nduambaepresenca de neuroprotecéo
induzida por agonistas GABAérgicos em animais n#dmetidos a isquemia cerebral
(Xu et al., 2008). Xilouri e Papazafiri (2006) demstraram que a alopregnanolona
também apresenta um efeito neuroprotetor contreewotoxicidade induzida por

NMDA em um modelo de cultura de células, e essi#oefei acompanhado por um
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aumento na expressao do mRNA das subunidatiesf2 do receptor GABA. Uma
das limitacBes técnicas do nosso estudo € a incdapoiecde avaliarmos os aspectos
funcionais da neurotransmissdao GABAérgica, sende egtudos de eletrofisiologia
envolvendo o funcionamento desse receptor seriagnatele valia e nos auxiliariam na
compreensao da relacdo desse sistema com os efetiogprotetores da progesterona
no hipotdlamo. Todavia, parece claro que os netexedes modulam a funcao neural
através da sua influéncia dentro da sobrevivéndia excitabilidade neuronal e através
da modulacdo da expressao génica, e esses fatales @star diretamente relacionados

com os seus efeitos sobre o comportamento.

Procedimentos de rotina como o transporte, a magaa e a administracéo de
injecbes em animais de laboratorio sédo eventossssires para esses animais, todavia,
sdo necessarios na maior parte dos estudos deiggeddisica. O estresse promovido
por essas atividades pode afetar parametros figool® em animais de laboratério e
potencialmente alterar o resultado dos estudosd@met al., 2011). Estudos prévios
realizados em nosso laboratério envolvendo um deserperimental semelhante ao
deste estudo mostraram que o estresse ocasionagwogedimentos laboratoriais de
rotina e pela exposicado dos animais ao teste do feadado pode alterar a secre¢ao de
hormonios relacionados ao estresse e a expresssutbdaidades do receptor GABA
(Andrade et al., 2007; Andrade, 2010b). Dessa dormealizamos um segundo
experimento para observarmos o efeito agudo e colOkia manipulacdo e da
administracdo de injecdes intraperitoneais sobreniegis séricos de hormonios
relacionados ao estresse em ratos, além de obsewar efeito da administragdo de

progesterona sobre esses mesmos parametros.

O eixo HPA é a principal via efetora do sistemaefposta ao estresse, sendo

que o orgéao efetor final desse eixo sdo as adremas no caso dos roedores, liberam
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corticosterona em resposta ao estresse, sendouessmarcador classico para a
avaliagdo do estresse em uma série de estudohéRatal., 1991; Asai et al., 2004;
Serra et al.,, 2005). No experimento agudo, envalwenma Unica contengdo ou a
administracdo de uma injecdo Unica de veiculo ooggsterona nos animais,
verificamos uma maior concentragdo sérica de amticona nas fémeas em relacéo aos
machos. Em nosso laboratorio, jA demonstramos ém experimento um aumento nos
niveis de corticosterona em fémeas em diestro apg@ministracdo aguda de DHEA
em relacdo aos machos (Andrade et al., 2007). ®@studos tém mostrado que as
fémeas apresentam uma resposta maior a um nowssstrdo que 0os machos, o que
teria relagdo com essa maior liberacdo de coréomsh (Jezova et al., 1996), de forma
que o estresse também afeta os niveis de neumismoses no coértex frontal, no
hipocampo e na amigdala, e essas alteracdes sdf@@ndentes do sexo (Beiko et al.,
2004; Ordyan e Pivina, 2004). J& no experimentoicod ndo houve diferencas sexuais
ou entre os diferentes tipos de tratamento em &elagos niveis seéricos de
corticosterona, algo que também havia sido obsereaud outro experimento realizado
em nosso laboratério (Andrade et al., 2007). Uno faiteressante é o fato que
encontramos uma redugcdo nos niveis de corticostenas fémeas no experimento
cronico em relacdo ao experimento agudo, indepéaddm tipo de tratamento. Isso
sugere uma possivel adaptacdo dessas fémeas erestdié agentes estressores, tanto a
manipulagdo como as injecdes, 0 que poderia tengvrimo uma reducdo na liberacéo
de corticosterona das adrenais ao longo do tempantgea exposicdo esse mesmo
estimulo (Gadek-Michalska e Bugajski, 2003; Beiko ak, 2004). Esse mesmo
fenbmeno, porém, nao foi reproduzido pelo grupo mashos, possivelmente porque
eles apresentaram niveis reduzidos de corticogtarorexperimento agudo em relagéo

as fémeas, ndo ocorrendo nenhum tipo de adaptagéficativa ao estresse ao longo
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do tempo no que diz respeito a uma possivel redngdliberacdo de corticosterona.
Dessa forma, 0 sexo e a duragao do estressor g@otamtes determinantes da fungao

comportamental, neuroquimica e anatdmica do est(Bssvman et al., 2003).

A prolactina € outro hormdnio estreitamente relaatdo ao estresse, sendo que
sua secrecdo aumenta em resposta a uma sérieeks@ss, inclusive procedimentos
de rotina no laboratério como a manipulagéo, osprarte e o estresse ocasionado por
injecOes, e dessa forma, a prolactina tem sidzadih como um marcador de estresse
por varios estudos (Deis et al., 1989; Franci etl8192; Asai et al., 2004, Balcombe et
al., 2004; Jaroenporn et al., 2009). Através dedest realizados vitro em modelos de
cultura de células da adrenal de ratosnhevivo, em um modelo de estresse por
contencao, verificou-se que a prolactina estimulseerecdo de corticosterona pelas
adrenais, corroborando sua importancia dentro ddutagdo da resposta hormonal ao
estresse (Kan et al., 2003; Lo et al., 2006, Jaaenet al., 2007, Jaroenporn et al.,
2009). Neste estudo, ndo encontramos alteracoearacao de prolactina entre os
grupos tanto no experimento agudo quanto no expetmrcronico, de forma que nem a
manipulacdo e nem a administracdo intraperitonealeiculo ou progesterona foram
capazes de promover alteracdes na secrecdo dessénim Um fato importante que
poderia estar possivelmente envolvido com a augéleialteracdes na secrecdo desse
horménio diz respeito ao tempo decorrido entre @ogixdo desses animais ao agente
estressor e a coleta de sangue. A resposta horraoresdtresse pode ocorrer dentro de
poucos minutos, podendo ser rapidamente revertidgeomanecer alterada por horas
(Radley et al., 2009). Em nosso estudo, a colegadgue foi feita apos a eutanasia dos
animais, que ocorreu 30 minutos ap0s a exposicasimesse da manipulacdo ou das
injecdes. Essa € uma limitacdo do nosso estuddosgue experimentos utilizando

outras janelas temporais entre a exposicao asssteea coleta de sangue para a analise
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hormonal seriam de grande valia para o melhor dirtesnto da regulagéo da secrecao
desses hormonios perante o estresse. Além disso,esiudo ja demonstrou a presenca
de um pico na secrecdo de prolactina 15 minutos apéstresse ocasionado por um
modelo de conten¢do, sendo que 30 minutos apOpasiedio a esse agente estressor ja
havia uma queda consideravel dos niveis circuladgese hormdnio em relacdo a esse
pico (Jaroenporn et al., 2009), o que poderia eapkm parte os resultados observados

em nosso trabalho.

Na comparacao entre os experimentos agudo e orGoatavia, observamos um
aumento nos niveis séricos de prolactina nas fédwagperimento crénico em relacéo
as fémeas do experimento agudo, independente dal¢éigratamento, sendo que néo
houve diferenga nos niveis séricos desse horméo® machos. Alguns estudos
mostraram que a expressdo do mRNA da prolactinadenohipéfise de fémeas
aumenta em resposta a exposi¢cdo crénica a outtEssEges como 0 estresse por
choque nas patas apos 3 dias de exposicdo aocsestees relacdo a animais expostos
apenas 1 dia ao mesmo estresse, enquanto apéasldedexposicdo a expressao do
MRNA da prolactina retorna ao normal (Dave et241Q0). Isso poderia ter uma relacéo
direta com a maior secrecao de prolactina obsemasl#&meas do experimento cronico
em relacdo as do experimento agudo. Este resukati@tanto, é exatamente o oposto
do que foi observado em relacédo a secrecdo deasidgrona, cuja secrecao foi menor
nas fémeas do experimento crénico em relacdo asxderimento agudo, e outros
estudos indicam a presenca de uma adaptacédo mga&@ate prolactina em resposta a
exposicao crénica a um mesmo estressor (Marti eaom1998). Dessa forma, 0s
mecanismos envolvidos nessa maior secrecdo de cinalapelas fémeas do

experimento crénico em relacdo as do experimenwd@gainda necessitam ser
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esclarecidos, mas novamente observamos aqui ureeerfh de sexo envolvida na

resposta neuroenddcrina ao estresse.

Nesse estudo, realizamos a administragéo de ppeogea em ratos machos e em
fémeas ovariectomizadas, um esterdide com efeitpsriantes sobre a modulagéo de
diferentes tipos de comportamento, como, por exempl comportamento tipo-
depressivo e o comportamento de ansiedade, alé&prdsentar uma relacdo importante
com o estresse, uma vez que também tem sua prodstifmulada pela ativacdo do
eixo HPA e pode se converter em corticosteronardSer al., 2008; Andrade et al.,
2010a; Ren et al., 2010; Ter Horst et al., 20113lcde administrada foi de 0,4mg/kg,
uma dose mais baixa em comparacdo com as dosemd#id por outros estudos
(Molina-Hernandez e Téllez-Alcantara, 2002; KauiKelkarni, 2002) (0,5 mg/kg,
2mg/kg e 10mg/kg), e que ja apresentou um efeittdepressivo apdés sua
administragéo cronica em fémeas em diestro no testeado forgado, sem alterar o
funcionamento do eixo hipotalamo-hipofise-gonadessgs animais (Andrade et al.,
2010a). Em relacdo a avaliacdo dos niveis sérieoprdgesterona, no experimento
agudo, verificamos uma tendéncia ao aumento nassnélesse hormonio nos animais
tratados em relacdo aos demais grupos, sendo adsenma diferenca significativa
entre os machos tratados e os animais do grupsotaniodavia, ndo encontramos
diferenca significativa entre a concentracdo sédeaprogesterona entre os machos
tratados e os grupos manipulados e veiculo, assmo @ntre as fémeas tratadas e os
demais grupos experimentais, provavelmente devodata de que a dose administrada
foi uma dose relativamente baixa, e, aliada aatabilidade nos dados mensurados,
nao foi capaz de aumentar significativamente ogiside progesterona circulantes
nesses animais em relacdo aos demais. No expeoincednico, essa tendéncia de

aumento nos niveis circulantes de progesteronamosis tratados foi reduzida, apesar
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de ndo termos encontrado diferencgas significavdse os niveis de progesterona nos
animais do experimento cronico em comparag¢ao coaniosais do experimento agudo
devido a alta variabilidade e a distribuicdo namapettrica desses dados, e a Unica
diferenca encontrada foi entre o grupo dos machasdos em relagdo ao grupo
manipulado. Provavelmente, com a administracadcadiesse esterdide, possa ocorrer
um efeito de retroalimentagdo negativa relacionadsecrecdo de progesterona em
ambos 0S sexo0s, nesse caso principalmente pelEsasjruma vez que as fémeas eram
ovariectomizadas, além do fato da exposicdo crémicanipulacdo e a administracédo
das injecOes possivelmente reduzirem a ativacaeixto HPA em resposta a esses
estressores (Gadek-Michalska e Bugajski, 2003; Beik al., 2004). Isso também
reduziria os estimulos para a secrecdo de progast@elas adrenais e poderia explicar
essa reducdo na tendéncia de aumento nos niveis kdesnénio nos grupos tratados
em comparagcdo com 0S demais grupos experimenia@saml de, cabe novamente
ressaltarmos, essa diferenca ndo ter sido edtatignte significativa. Por fim,
interessantemente, apesar de a progesterona desraminio conhecido principalmente
por sua importancia dentro do sexo feminino, nametmamos diferencas relacionadas
ao sexo nos niveis circulantes desse horménioapedmente devido ao fato de termos

utilizado ratas ovariectomizadas nesse estudo.
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6. Conclusoes

Em suma, nossos resultados sugerem que o efeitopmetetor no hipotalamo
causado pela reducdo na expressdo da procaspesa-Grs dos possiveis mecanismos
envolvidos na agao antidepressiva da progesterarféraeas em diestro submetidas ao
teste do nado forcado. O receptor GABA outra via paralela sujeita a acdo da
progesterona, de forma que o aumento na express@obdinidade4 no hipotalamo,
bem como a assimetria criada pela acdo da progeatea expressao dessa subunidade
no bulbo olfatério também podem ter relacdo com feitee antidepressivo da
progesterona. Existem diferencas de sexo na respumiroendocrina ao estresse

ocasionado por procedimentos laboratoriais de aotiresse fato deve ser levado em

consideracao na interpretacéo dos resultados shditlavés da experimentacdo animal.
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Abstract

Depression is a mood disorder with a high prevaenthe population, which is higher
in women than in men. Previous studies showedtligathronic administration of low
doses of progesterone in diestrus female ratsrastedepressive effect in the forced
swimming test (FST). Depression is associated thighneurodegeneration and the cell
death of some brain circuits and progesteronensuaoprotective steroid that could at
least partially prevent this neurodegeneration. dineof this study was to verify the
effect of progesterone in the protein expressiahautivation of Akt, Erk and caspase-3
in the hypothalamus and in the olfactory bulb @stlius female rats exposed to the
forced swimming test (FST). Diestrus female rats @igroup) were randomly selected
to receive a daily injection of progesterone (Og/kyg) or vehicle, during two complete
female estrous cycles (8-10 days). On the expetinhey) the animals were euthanized
30 min after the FST. The treatment decreasedxpegsion of procaspase-3 in the
hypothalamus, without changing the activation of Akd Erk in this structure.
Progesterone did not change the activation anéxpeession of these proteins in the
olfactory bulb. There was not significant corredatbetween the expression of these
enzymes and the immobility behavior of these arsnrathe FST. In summary, our
findings indicate that progesterone decrease theesgion of procaspase-3 in the
hypothalamus of diestrus female rats. This neuteptive effect could partially explain
the antidepressive effect of progesterone in thegaals on the FST. The pathways

involved in the regulation of the expression ofsthenzymes remain to be clarified.

Keywords: progesterone, depression, hypothalamus, Akt, saspaforced swimming

test.
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1. Introduction

Major depression is a psychopathology that hagleeh prevalence among
women than in men (Gorman, 2006; Rouillon, 2008)shigher prevalence is more
evident between the puberty and the end of reptocuage, and the gonadal hormones
are at least partially involved with this differenSteiner et al., 2003; Freeman et al.,
2004; Zanardi et al., 2007). Previous studies hagva that the administration of
progesterone, at low doses, decreases the imnydiditavior of female rats exposed to
the forced swimming test (FST), a predictive asdayepressive behavior in rodents
(Martinez-Mota et al., 1999; Molina-Hernandez amtléz-Alcantara, 2001; Andrade et

al., 2010).

Several brain areas are involved in the physiagatly of depression. The
hypothalamus is a structure localized ventrallthie diencephalon and is related to the
control of the hypophysis and the neurovegetatystesn. Some studies had shown that
the neurodegeneration of the hypothalamus andlgsm the function of the
hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis are asged to depression and bipolar
disorders (Manaye et al., 2005; Raone et al., 2B@a;et al., 2008). The olfactory bulb
is a structure derived from telencephalon thabéslized in the anterior portion of the
encephalon also related to the physiopathologyepfession, once the olfactory
bulbectomy is a classical model of depression @dents (Roche et al., 2007; Wieronska

et al., 2008).

Neurodegeneration is usually thought of in thetewihof deficits in motor or
cognitive function. However, it has been suggethatithe psychopathologies may also
involve functional degeneration of critical centnglural systems (Benninghoff et al.,

2002; Bethea et al., 2009). Traditionally, depm@ssind mood disorders have been
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viewed as neurochemichal deficits, but there areessing evidence that depression is
accompanied by marked changes in the size or nuaflmeurons and glia in different
brain regions (Manji and Duman et al., 2001; Carfigbel MacQueen, 2006). Stressful
events are related to atrophy and increased apspmhosippocampus, and

antidepressant treatment could reverse this ineteagoptosis (Fuchs et al., 2004).

A large body of literature indicates that the oaarhormones are
neuroprotective (Simpkins et al., 2005; Singh et20108). Progesterone increases the
activity of some signaling pathways involved wittofsurvival stimuli in different brain
areas, promoting the phosphorylation of Akt andphesphorylation of extracellular-
signal regulated kinase (Erk), components of thesphoinositide-3 kinase (PI3K) and
mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathwayayKet al., 2007; Guerra-Araiza
et al., 2009). Moreover, progesterone may redueadhivity of caspase-3, which is
considered the central and final apoptotic effecampase responsible for much of
biological apoptosis, in serotonin neurons locaetthe dorsal raphe of macaques
(Tokuyama et al., 2008). However, these neuroptioteeffects of progesterone and its
connection with depression are not fully understamdte that they could be species and
dose-dependent and may modulate neuron surviviahje®me specific brain areas.
Therefore, the aim of this study was to evaluageetifiect of progesterone in the
activation and in the expression of enzymes Ak, &rd Caspase-3 in the
hypothalamus and in the olfactory bulb and its @atron with the immobility behavior

of female rats exposed to the FST.

2. Experimental Procedure

2.1. Animals
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Female adult Wistar rats (250-300 g), born andeckar the animal facility of
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Rlatpe (UFCSPA), Brazil, were
housed in polypropylene cages (40x33x17cm), foucpge, under standard
environmental conditions, such as a room tempegaiti22 + 2°C and 12-hour light-
dark cycle (7 a.m. to 7 p.m.). All rats had freeess to food and water. Our
experimental protocol was carried out in accordamitie the National Institute of
Health Guide for the Care and Use of Laboratoryvais and in accordance with the
Brazilian Law for the Scientific Use of Animalstafits approval by the Ethical
Committee for Animal Experimentation at UFCSPA &ydhe Ethical Commission in
the Use of Animals at UFRGS (CEUA/UFRGS). All effowere made to minimize
animal suffering and to use only the number of aténmecessary to produce reliable

scientific data.

2.2. Drugs and experimental procedures

Progesterone (4-Pregnene-3,20-dione, SigmaoBits| MO, USA) was
dispersed in 0.1% Tween 80 and dissolved in sdhamale rats (n = 8/group) were
randomly selected to receive a daily administratb@.4 mg/kg of progesterone or
vehicle, via intraperitoneal, for 8 to 10 days,idgrtwo complete female estrous cycles.
This dose was chosen because it changes depréksibehavior and does not alter the
estrous cycle in female rats (Andrade et al., 20L0)determine the estrous cycle of the
female rats, vaginal smears were performed throuigthe treatment period by a
trained researcher. Only female rats that had agalar 4-5 day cycles and were in the
diestrus phase on the day of the experiment wetaded in this study (Andrade et al.,

2007). This phase of the estrous cycle was choseause it presents a hormonal
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correlation with the premenstrual phase in womdnclvin turn may be related to a
higher risk for depression (Amin et al., 2006; Ksten, 2010), and because this phase
was the most responsive to the progesterone treaima previous study performed by
our group (Andrade et al., 2010). On the experingayt the animals were exposed to
the FST. This behavioral test for screening ofdapgressant drugs was proposed by
Porsolt et al., (1978) and described in detailg\bgirade et al., (2010). In this test the
rats are forced to swim in an inescapable poolZ2285cm) filled with 27 cm of cool
water (25 °C). All behaviors were recorded and databeen previously published
(Andrade et al., 2010). In our experimental protods were euthanized by
decapitation thirty minutes after the end of th& Fhe hypothalamus and both right
and left olfactory bulb were quickly removed, fraze liquid nitrogen, and then kept in
a freezer (-80C) for posterior analysis of the effect of progeshe treatment on the
protein expression of enzymes p-Akt, Akt, p-Erkk Bnd caspase-3 by Western

Blotting.

2.3 Western Blotting

All the samples were homogenized with lysis byffet = 7.4, as previous
described by Janner et al., (2010). The proteial$ewere measured by the method of
Bradford (1976). Electrophoresis and protein traresice were performed as described
elsewhere (Jacob et al., 2008; Laemmli et al., L9A@enitrocellulosemembranes
were processed for immunodetection using rabbigbahal antibodies for p-Akt (Ser
473) (60Kda) (1:500 dilution), Akt (60Kda) (isoforAkt 1) (1:500), p-Erk (Tyr 177)
(42-44Kda) (1:750), Erk (42-44Kda) (isoforms 1 &)d1:1000) and a mouse
monoclonal antibody for Caspase-3 (procaspase8Kda; cleaved caspase-3 — 17Kda)

(1:250) (Santa Cruz Biotechnology). The bound prinaatibodies were detected using
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sheep anti-rabbit and goat anti-mouse peroxidaspigate secondary antibodies
(1:20000) (Millipore) and membranes were reveatecchemiluminescence. The
autoradiographies generated were quantitativellyaed for the protein levels with the
image software ImageJ. The molecular weights obtr@swvere determined by
reference to a standard molecular weight markelf-fange Rainbow, GE Healthcare
Life Sciences, Sao Paulo, Brazil). The results feaoh membrane were normalized to
B-tubulin or GAPDH where indicated. To minimize irgssay variations, samples from
all experimental groups were processed in pardetein expression values were

expressed as arbitrary densitometric units.

2.4. Statistical Analysis

Student’s T-test was performed to compare the aat@ned in the hypothalamus
samples (control vs. treated group). We performedoaway analysis of variance (two-
way ANOVA) to evaluate the protein expression ie tight and in the left olfactory bulb
considering treatment and hemisphere as factorenvdppropriate, ANOVA was
followed by the Student-Newman-Keuls (SNK) post texst. We performed a Pearson
test to correlate the protein expressions and inilihobehaviors observed in the FST.
All results were expressed as mean * standard. énrafl tests, the level of statistical

significance was P < 0.05.

3. Results

The treatment with progesterone increased the sgiore of the ratio p-Akt/Akt in
the hypothalamus of diestrus females vs. the cbgtoup (t= 4.446, P < 0.001) (Figure

1) through a reduction in the expression of AktZt#95, P= 0,016) (Figure 2B), without
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changing the expression of p-Akt (Figure 2A). We dot observe any difference in the
expression and in the activation of Akt in the oléay bulb of these animals (Figures 3

and 4).

The effect of progesterone in the expression ®ftizyme Erk is reported in
Figures 5-8. The treatment with progesterone dicchange the expression of the ratio p-
Erk/Erk in the hypothalamus and in the right arftlddactory bulb of diestrus females

exposed to the FST.

The treatment with progesterone decreased thessipn of procaspase-3
(38Kda) in the hypothalamus of diestrus female(5602, P= 0.046) (Figure 9A), but
did not alter the expression of this enzyme indliactory bulb of this animals (Figure
9B). The active cleaved caspase-3 has a moleclightvof 17Kda, but we saw no

detectable levels of this enzyme in any of our gsou

We did not find any correlation between the exgigsof these proteins and the

immobility of the females in the FST.

4. Discussion

A previous work of our group showed that the cliv@uministration of
progesterone at low doses had an antidepressaunt &ffdiestrus female rats exposed to
the FST (Andrade et al., 2010). Based on the Faadtthere is increasing evidence
associating depression with the neurodegeneratiearne brain circuits (Manji and
Duman et al., 2001; Benninghoff et al., 2002; Fuetal., 2004, Bethea et al., 2009) this
study was designed to verify the effect of progeste in the activation and in the

expression of three enzymes that play a key rotkarcell survival and cell death
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intracellular signaling pathways - Akt, Erk and @ase-3 — and its possible relation with

the depressive-like behavior observed in the FST.

The treatment with progesterone decreased thessipn of procaspase-3 in the
hypothalamus of female rats exposed to the FSTcaBpase-3 is cleaved by active
caspase-9, becoming active and cleaving and actyvatany substrates that commit the
cell to death (Wang, 2001). Caspase-3 is considéeedentral and final apoptotic
effector caspase responsible for much of biologapaiptosis (Bethea et al., 2009). As
others (Tokuyama et al., 2008), we did not detagtlavels of active caspase-3 in our
blots, but the decrease in the expression of ppas&s3 could indicate a neuroprotective
effect of progesterone in the hypothalamus of tltksstrus females, once that
procaspase-3 is the direct precursor of cleavadeacaspase-3, and that increasing

caspase-3 indicates increased apoptosis (Kubatg 2011).

Akt is a serine/threonine kinase of the PI3K patinthat is an important mediator
of cell survival (Bryant et al., 2006). When acte@, this enzyme stimulate prosurvival
and inactivate proapoptotic substrates, such asaBdataspase-9, inhibiting the apoptosis
and contributing to the cell survival (CardoneletE998, Kim et al., 2007; Nair and
Olanow, 2008). In the present study, the treatmaiht progesterone increased the
expression of the ratio p-Akt/Akt in the hypothalasof diestrus females. However, this
increase did not seem to be associated with apaserin the activation of the PI3K/Akt
pathway, once that it happened through a decreabe iexpression of Akt, and not by a
change in the expression of p-Akt, the active foffrthis enzyme. Other authors have
shown that the administration of progesterone smedhe activity of Akt in the
hypothalamus of females rats (Guerra-Araiza e2@D9), but in this study the rats were
ovariectomized and received a single injection bigher dose of progesterone, while we

administrated progesterone chronically at a lovesedn diestrus female rats. Some
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papers have shown that the activity of Akt is isedy correlated with the activity of
caspase-3 (Tang et al., 2009; Hu et al., 2011)itmitmportant to note that these other
studies worked with models of cell culture and tat study was realizad vivo. The
organism of an animal has much more complex madecnteractions than a controlled
in vitro environment. This fact might be at least partiailyolved with the differences
between these results and ours, and the biologieahing of this finding remains to be

clarified.

Erk is a kinase of MAPK pathway that is preferalhfiactivated by mitogenic
stimuli such as growth factors, cytokines and phbesters, playing a major role in the
regulation of cell growth, survival and differeritan (Fan et al., 2007). Guerra-Araiza et
al., (2009) showed that a single injection of psigeone increased the activation of Erk
in the hypothalamus, in the hippocampus and ircénebellum of ovariectomized female
rats. Also, it has already been show that somel@mtessants target the MAPK pathway
and promote neurogenesis and neuronal processty(bwhsberger et al., 2009), and
that the acute blockade of this pathway producesedsive-like behaviors and
counteracts the behavioral effects of antidepresg@uman et al., 2007). In our study,
the progesterone treatment did not change theadictivof Erk in the hypothalamus and
in the olfactory bulb of diestrus female rats. Hoes as already cited, the differences
between our protocol and others (Guerra-Araiza. e2@09) could be involved in the

absence of effect of the treatment in the exprassiahis enzyme.

Despite extensive research, the current theonadysfunctions in some
neurotransmitter systems do not provide sufficexlanations for the nature of
depression. Rational treatments aimed at caudalrfacf depression are not available
yet. Recently, the inflammatory and neurodegenerdtypothesis of depression was

formulated, with basis on the neurodegenerationcmithe reduced neurogenesis in some
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brain areas that characterize some cases of deprébtaes et al., 2009). Some studies
had shown that the neurodegeneration of the hyjaothe are associated to depression
and bipolar disorders (Manaye et al., 2005; Baal.e2008), and that progesterone has
neuroprotective effects in this area (Guerra-Araizal., 2009). Here, we demonstrated
that progesterone decreased the expression ofgpasa3, indicating a possible
neuroprotective effect of this steroid in the hy@damus of diestrus female rats exposed
to the FST. This effect could be involved in théidepressant effect of the progesterone
in the FST, despite the absence of correlation &etvthe expression of this enzyme and
the immobility behavior. However, progesterone md change the expression of Akt,
Erk and procaspase-3 in the olfactory bulb of tresmals. Guerra-Araiza et al., (2009)
had already verified that the metabolites of prtgyesie exert a stronger regulation of the
PI3K and MAPK pathways in the hypothalamus thathenhippocampus and cerebellum
of female rats. Regional differences in the expoessf membrane progesterone
receptors (Krebs et al., 2000; Guennoun et al.8280d in the expression of the enzymes
involved in the conversion of progesterone into sahits metabolites such as
allopregnanolone (Garcia-Segura and Melcangi, 2086) could mediate part of the
neuroprotective effects of progesterone, may erpla different effect of progesterone
in the expression of procaspase-3 and Akt in tipothalamus and in the olfactory bulb

of these diestrus female rats.

In summary, our findings indicate that progesterdacrease the expression of
procaspase-3 in the hypothalamus of diestrus feratde This neuroprotective effect
could partially explain the antidepressive effegpmgesterone in these animals on the
FST. The pathways involved in the regulation ofékpression of these enzymes remain

to be clarified.
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Legend of figures:

Figure 1. Effect of progesterone (0.4 mg/kg, i.p.) on thpression of the ratio p-
Akt/Akt (densitometric arbitrary unitsh the hypothalamus of diestrus female Wistar rats
exposed to the FST. n = 7/group. Results expresseaean + standard error (one
representative gel of Western Blotting experimeshizwing two bands for each

experiment group). *Different from vehicle. P < 010(Student’s T-test).

Figure 2. Effect of progesterone (0.4 mg/kg, i.p.) on tRpression p-Akt (A) and Akt
(B) (densitometric arbitrary unitsin the hypothalamus of diestrus female Wistar rats
exposed to the FST. n = 7/group. Results expressetean + standard error (one
representative gel of Western Blotting experimeshizwing two bands for each

experiment group). *Different from vehicle. P = 08)(Student’s T-test).

Figure 3. Effect of progesterone (0.4 mg/kg, i.p.) on thpression of the ratio p-
Akt/Akt (densitometric arbitrary unitsh the olfactory bulb of diestrus female Wistarsrat
exposed to the FST. n = 4-5/group. Results expdeasenean + standard error (one
representative gel of Western Blotting experimshiswing two bands for each

experiment group).

Figure 4. Effect of progesterone (0.4 mg/kg, i.p.) on tRpression p-Akt (A) and Akt
(B) (densitometric arbitrary unitsh the olfactory bulb of diestrus female Wistarsrat
exposed to the FST. n = 4-5/group. Results expdeasenean + standard error (one
representative gel of Western Blotting experimshiswing two bands for each

experiment group).
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Figure 5. Effect of progesterone (0.4 mg/kg, i.p.) on tkpression p-Erk/Erk
(densitometric arbitrary unitéh the hypothalamus of diestrus female Wistar eafsosed
to the FST. n = 4/group. Results expressed as metandard error (one representative

gel of Western Blotting experiments showing twodsfor each experiment group).

Figure 6. Effect of progesterone (0.4 mg/kg, i.p.) on tRpression p-Erk (A) and Erk
(B) (densitometric arbitrary unitsh the hypothalamus of diestrus female Wistar rats
exposed to the FST. n = 4/group. Results expresseaean + standard error (one
representative gel of Western Blotting experimeshizwing two bands for each

experiment group).

Figure 7. Effect of progesterone (0.4 mg/kg, i.p.) on tkpression p-Erk/Erk
(densitometric arbitrary unitsh the olfactory bulb of diestrus female Wistaisrakposed
to the FST. n = 3-5/group. Results expressed as mstandard error (one
representative gel of Western Blotting experimeshizwing two bands for each

experiment group).

Figure 8. Effect of progesterone (0.4 mg/kg, i.p.) on tRpression p-Erk (A) and Erk
(B) (densitometric arbitrary unitsh the olfactory bulb of diestrus female Wistaisrat
exposed to the FST. n = 3-5/group. Results expdessenean + standard error (one
representative gel of Western Blotting experimeshizwing two bands for each

experiment group).

Figure 9. Effect of progesterone treatment (0.4 mg/kg) op.the expression of the

procaspase-3 in the hypothalamus (A) and in thectify bulb (B)Xdensitometric
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arbitrary units)of diestrus female Wistar rats exposed to the ST 3-4/group. Results
expressed as mean + standard error (one reprasergal of Western Blotting
experiments showing two bands for each experimentg. *Different from vehicle. P

< 0.05 (Student’s T-test).
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