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1. INTRODUCAO

O transtorno de humor bipolar (THB) € uma doenca psiquiatrica crénica
caracterizada por graves oscilacbes de humor entre episédios de mania e
depressao (SIGITOVA et al. 2016). O tratamento medicamentoso baseia-se no
uso de estabilizadores de humor, dentre eles, o carbonato de litio, o qual visa
controlar sintomas agudos e prevenir a ocorréncia de novos episédios, no
entanto, a terapia ainda apresenta alguns efeitos adversos e um baixo indice
terapéutico. Os mecanismos fisiopatolégicos relacionados a esse disturbio
permanecem pouco claros, no entanto, dados da literatura tém apontado para a
presenca de alteracbes hipocampais (MOORHEAD et al. 2007), bem como
prejuizo no estado redox na mesma estrutura (DEBOM et al. 2016).

Considerando que o THB tem um impacto negativo na vida dos pacientes,
se torna essencial a busca por agentes neuroprotetores, onde pode-se destacar o
mirtilo, o qual apresenta-se como uma excelente fonte de compostos bioativos,
como as antocianinas (SINELLI et al. 2008). Sendo assim, o presente estudo teve
como objetivo caracterizar o extrato de mirtilo, bem como avaliar seus efeitos em
parametros de estresse oxidativo em hipocampo de ratos submetidos a um
modelo experimental de mania.

2. METODOLOGIA

2.1 Extrato de mirtilo e identificacdo de antocianinas

Os frutos de mirtilo Vaccinium virgatum, obtidos da Embrapa Clima
Temperado, Pelotas/RS, foram armazenados a -20°C e o extrato foi preparado de
acordo com BORDIGNON et al. (2009). Os extratos foram filtrados,
rotaevaporados e liofilizados. As antocianinas foram identificadas por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a um espectrémetro de massas
de alta resolugdo.

2.2 Protocolo de mania e de prevengdo com extrato de mirtilo e/ou litio

Foram utilizados ratos adultos Wistar (250-3009), fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal de Pelotas. O protocolo experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA 9085-2016).
Os animais foram divididos em seis grupos: | (salina), Il (cetamina 25 mg/kg), Il
(cetamina + litio 45 mg/kg), IV (cetamina + extrato de mirtilo 200 mg/kg), V
(cetamina + extrato de mirtilo 200 mg/kg + litio 45 mg/kg) e VI (cetamina + extrato
de mirtilo 200 mg/kg + litio 22,5 mg/kg). Os animais receberam salina, extrato de
mirtilo e/ou litio via oral durante 14 dias. Entre o0 8° e 0 14° dia, os animais dos
grupos I, I, IV, V e VI também receberam uma inje¢do de cetamina ou veiculo
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via intraperitoneal. No 15° dia receberam uma Unica dose de cetamina ou salina e
apos 30 minutos a atividade locomotora foi avaliada através do campo aberto
(DEBOM et al. 2016). ApOs esse teste, foram submetidos a eutanasia e o
hipocampo foi utilizado para as analises de estresse oxidativo.

2.3 Avaliacdo de parametros de estresse oxidativo
2.3.1 Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

Avaliado segundo o método descrito por ESTERBAUER; CHEESEMAN
(1990), o qual mede a formacgéo de malondialdeido.

2.3.2 Conteudo tidlico total

Mensurado pelo método de AKSENOV; MARKESBERY (2001), o qual se
baseia na reducdo do acido ditionitrobenzoéico (DTNB) por tidis, gerando um
derivado amarelo (TNB).

2.3.3 Atividade da enzima Catalase (CAT)
A atividade da CAT foi determinada de acordo com AEBI (1984), baseada
na decomposicao de peroxido de hidrogénio (H,O;) a 240 nm.

2.4 Andlise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de
uma via, seguido do teste de Tukey. Os resultados foram considerados
significativos quando P<0,05 e expressos como média * erro padrao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificacdo de antocianinas foi baseada no padrdo de fragmentacdo e
massa exata. Quinze antocianinas foram identificadas (Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo das antocianinas no extrato de mirtilo.

_ Formula [M]"m/z Fragmento
Antocianinas Amax (nm) molecular (Erro - ppm) maj(r)1:|/tzar|0
Delfinidina-O-galactosideo 507 C21H21015" 465.1060 (5.8) 303
Delfinidina-O-glicosideo 507 C21H21015" 465.1060 (5.8) 303
Cianidina-O-galactosideo 515 Cz1H21011" 449.1065 (-4.2) 287
Delfinidina-O-pentosideo 505 CooH19011" 435.0892 (3.0) 303
Cianidina-O-glicosideo 515 Co1H21041" 449.1065 (-4.2) 287
Petunidina-O-galactosideo 522 CooH23015" 479.1161 (-6.1) 317
Petunidina-O-glicosideo 522 CaoH23015" 479.1161 (1.1) 317
Cianidina-O-pentosideo 517 CooH19010" 419.0931 (-4.7) 287
Peonidina-O-galactosideo 517 CuoH2301," 463.1215 (-5.4) 301
Petunidina-O-pentosideo 517 C21H2104," 449.1087 (-0.1) 317
Peonidina-O-glicosideo 517 CooH23011" 463.1215 (-5.4) 301
Malvidina-O-galactosideo 530 Ca3H25012" 493.1326 (-4.1) 331
Malvidina-O-glicosideo 530 Co3H25012" 493.1326 (-4.1) 331
Peonidina-O-pentosideo 515 C21H21010" 433.1101 (-7.9) 301
Malvidina-O-pentosideo 522 CooH23011" 463.1207 (-7.1) 331

A administracdo de cetamina induziu um comportamento do tipo maniaco
nos animais do grupo Il quando comparado ao grupo controle, parametro
observado através do aumento da atividade locomotora no teste do campo aberto
(P<0,05). O tratamento com litio (P<0,001), extrato de mirtilo (P<0,01) e a
associacdo do litio (45 mg/kg) com extrato de mirtilo (P<0,01) preveniram a
hiperlocomocéo induzida pela cetamina (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do tratamento com litio (45 mg/kg), extrato de mirtilo (200 mg/kg) e a associagdo
do litio (45 ou 22,5 mg/kg) com extrato de mirtilo (200 mg/kg) na atividade locomotora de ratos
submetidos ao modelo experimental de mania. (#) Denota P<0,05 quando comparado com o
grupo controle. (**) P<0,01 e (***) P<0,001 quando comparado com o grupo cetamina.
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Em relacdo aos parametros de estresse oxidativo (Figura 2), foi possivel
observar um aumento nos niveis de TBARS nos animais do grupo |l comparado
ao grupo controle (P<0,05), no entanto, o tratamento com litio (P<0,05), extrato de
mirtilo (P<0,01) e a associacao do litio (45 mg/kg) com extrato de mirtilo (P<0,01)
foram capazes de prevenir essa alteracdo. Verificou-se nos animais do grupo Il
uma inibicdo significativa na atividade da enzima CAT quando comparado ao
grupo controle (P<0,05), alteracdo que foi prevenida pela administracdo de litio
(P<0,01), extrato de mirtilo (P<0,01) e a associacao do extrato de mirtilo com o
litio em ambas as doses (P<0,001). Quanto ao conteudo tidlico total, ndo foram
observadas alteracdes significativas (P>0,05) (Figura 2).
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Figura 1. Efeito do tratamento com litio (45 mg/kg), extrato de mirtilo (200 mg/kg) e a associacao
do litio (45 ou 22,5 mg/kg) com extrato de mirtilo (200 mg/kg) nos niveis de substancias reativas
ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) e no conteudo tidlico total, bem como na atividade da enzima
catalase (CAT) em hipocampo de ratos submetidos ao modelo experimental de mania. (#) Denota
P<0,05 quando comparado com o grupo controle. (*) P<0,05, (**) P<0,01 e (***) P<0,001 quando
comparado com o grupo cetamina.

Sabe-se que a enzima CAT é capaz de metabolizar o H,O, em agua e
oxigénio molecular (HALLIWELL, 2012), portanto, uma diminuicdo na atividade
dessa enzima pode resultar em um acumulo desse oxidante, o que pode estar
associado ao aumento nos niveis de TBARS observado nesse estudo. Disfun¢des
no hipocampo podem contribuir para as alteracbes neuroldgicas observadas
durante o episddio maniaco, uma vez que essa estrutura desempenha um papel
importante na regulacado emocional (ARCINIEGAS et al. 2013).

Nesse estudo foi realizada a associacdo do litio com o extrato de mirtilo,
visando avaliar o efeito da mesma frente ao episddio tipo maniaco. Dados da

CAT
(U/mg de proteina)
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literatura tém demonstrado novas perspectivas para compostos naturais, como a
associacdo com farmacos, visando potencializar efeitos benéficos e reduzir
efeitos colaterais dos mesmos. No entanto, em nosso estudo, o efeito n&o foi
potencializado quando associado o litio ao extrato de mirtilo, 0 que pode estar
relacionado com as atividades farmacolégicas que ambos o0s compostos
desempenham, o que pode resultar em interacoes.

O efeito antioxidante do extrato de mirtilo pode estar associado a presenca
das antocianinas, uma vez que as mesmas podem agir como antioxidantes (HAN
et al. 2015).

4. CONCLUSOES

O tratamento com extrato de mirtilo foi capaz de prevenir a hiperlocomocéo,
bem como os parametros de estresse oxidativo alterados pela cetamina,
sugerindo potencial efeito na prevencéo das disfuncbes encontradas durante o
episddio maniaco, porém, mais estudos sao necessarios para avaliar 0s
mecanismos envolvidos na associa¢ao do litio com o extrato de mirtilo.
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