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RESUMO

A depressdo ¢ um dos transtornos psiquiatricos mais comuns e recorrentes, podendo debilitar
de forma grave o paciente. E clinicamente caracterizada por humor deprimido e prolongado,
podendo ser acompanhada de baixa autoestima, dor, disturbios do sono ou do apetite e
ideacdes suicidas. Evidéncias sugerem um papel importante da neuroinflamacao na etiologia
e progressdo deste transtorno, € neste contexto, os astrécitos desempenham uma fungdo
fundamental. Estas células possuem receptores Toll-Like Receptor 4 (TLR4) que quando
sensibilizados ao Lipopolissacarideo (LPS) desencadeiam uma cascata inflamatéria com
auxilio da proteina MD-2, levando a liberacao de citocinas pro-inflamatdrias resultando em
um quadro neuroinflamatério. Considerando a importincia da busca por novos alvos
terapéuticos para o tratamento da depressdo, este trabalho investiga o papel da Riparina IV
(RIP 1V), substancia que j& demonstrou possuir diversas atividades, dentre elas
anti-inflamatoria e antidepressiva em modelos animais. O presente trabalho tem por objetivo
avaliar os possiveis efeitos da RIP IV na depressdo frente a cascata neuroinflamatoria
desencadeada pelo LPS em animais, utilizando como alvo o complexo TRL4/MD-2. Os
experimentos foram conduzidos em camundongos machos da linhagem C57BL/6 submetidos
a administragao sist€émica de LPS (0,5mg/kg) durante 10 dias, e tratados a partir do 5° dia
com RIP IV (50mg/kg), salina (0,9%), escitalopram (10mg/kg). Testes in silico (dockagem
molecular), in vivo (comportamentais) e in vitro (viabilidade celular e citotoxicidade) com
astrocitos foram executados. Os resultados mostram que RIP IV apresentou afinidade de
encaixe na por¢ao MD-2, semelhante ao antagonista Eritoran (ERI), indicando uma possivel
ligagdo entre ela e o complexo MD-2. A RIP IV mostrou atividade antidepressiva simile nos
testes do nado forgado, preferéncia pela sacarose e splash e atividade ansiolitica no teste do
plus maze e campo aberto nos animais previamente submetidos ao tratamento com LPS. Nao
foram observadas alteragdes relevantes nos testes da placa perfurada, e y maze. Nos testes in
vitro, foram feitos estudos de citotoxicidade da RIP IV, sendo selecionadas trés
concentragdes apds o teste do MTT: 15,62uM, 7, 81uM e 3,90uM. Na avaliacdo da morte
celular, foi evidente o processo necroético causado pelo LPS e o efeito citoproteror da RIP I'V.
Com base nos efeitos citoprotetor e antidepressivo-simile demonstrado além da possibilidade
de encaixe semelhante com um antagonista MD-2, a RIP IV parece ser uma molécula
relevante e estudos futuros podem culminar na disponibilidade de uma nova alternativa
terapéutica para o transtorno depressivo maior.

Palavras-chave: Neuroinflamagao; Riparina I'V; Depressao; Astrdcito.



ABSTRACT

In Vivo and In Vitro Evaluation of the Antidepressant and Cytoprotective Effects of
Riparin IV in a Neuroinflammation Model Induced by Escherichia Coli
Lipopolysaccharide.

Depression is one of the most common and recurrent psychiatric disorders, potentially
severely debilitating for patients. It is clinically characterized by prolonged depressed mood,
often accompanied by low self-esteem, pain, sleep or appetite disturbances, and suicidal
ideation. Evidence suggests a significant role of neuroinflammation in the etiology and
progression of this disorder, with astrocytes playing a fundamental role in this context. These
cells possess Toll-Like Receptor 4 (TLR4) which, when sensitized to Lipopolysaccharide
(LPS), trigger an inflammatory cascade with the aid of the MD-2 protein, leading to the
release of pro-inflammatory cytokines resulting in a neuroinflammatory state. Considering
the importance of seeking new therapeutic targets for depression treatment, this study
investigates the role of riparin IV (RIP 1V), a substance previously demonstrated to possess
various activities, including anti-inflammatory and antidepressant effects in animal models.
The objective of this work is to evaluate the potential effects of RIP IV on depression in the
context of the neuroinflammatory cascade triggered by LPS in animals, targeting the
TLR4/MD-2 complex. Experiments were conducted on male C57BL/6 mice subjected to
systemic administration of LPS (0.5mg/kg) for 10 days, and treated from the 5th day with
RIP IV (50mg/kg), saline (0.9%), and escitalopram (10mg/kg). In silico (molecular docking),
in vivo (behavioral), and in vitro (cell viability and cytotoxicity) tests with astrocytes were
performed. The results show that RIP IV demonstrated binding affinity to the MD-2 portion
similar to the antagonist ERI, indicating a possible interaction with the MD-2 complex. RIP
IV exhibited antidepressant-like activity in the forced swim test, sucrose preference test, and
splash test, as well as anxiolytic activity in the elevated plus maze and open field test in
animals previously treated with LPS. No significant changes were observed in the hole-board
and Y-maze tests. In vitro tests showed RIP IV cytotoxicity studies, with three concentrations
selected after the MTT assay: 15.62, 7.81, and 3.90 uM. Evaluation of cell death revealed the
necrotic process caused by LPS and the cytoprotective effect of RIP IV. Based on the
demonstrated cytoprotective and antidepressant-like effects, as well as the potential similar
binding with an MD-2 antagonist, RIP IV appears to be a relevant molecule, and future
studies may culminate in the availability of a new therapeutic alternative for major depressive

disorder. Keywords: Neuroinflammation; Riparin IV; Depression; Astrocyte.
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1 Introducao
1.1 Depressao

A depressdao ¢ hoje um dos transtornos psiquidtricos mais comuns € recorrentes,

podendo debilitar de forma grave o paciente. E clinicamente caracterizada por humor
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deprimido e prolongado, podendo ser acompanhada de baixa autoestima, dor, distirbios do
sono ou do apetite e ideagdes suicidas (Zeng et al., 2020; Xia et al., 2023).

A depressdo afeta cerca de 280 milhdes de pessoas em todo o mundo, contemplando
todas as faixas etdrias, sendo este o transtorno psiquiatrico evidenciado com maior
frequéncia. Trata-se de uma das principais causas de incapacidade em todo o mundo, tendo
sido responsavel por, aproximadamente, 163.044.100 casos em 2017 (Capibaribe ef al., 2019;
OMS, 2023; Liu et al., 2024).

O quadro depressivo pode induzir sofrimento, reduzir a produtividade escolar e no
trabalho, podendo influenciar negativamente as relagdes familiares. Quando associada a
outras patologias, como doencas cardiovasculares, endocrinas e pulmonares, aumenta os
niveis de mortalidade, além do ja elevado risco de suicidio (Strothers, 2002; Xie et al., 2020;
Zheng et al., 2023).

Em contraste com a tristeza, desespero ou a dor experimentada durante a adversidade,
a depressdao ¢ uma condi¢do de saide mental. Causa sofrimento profundo e duradouro para o
individuo, podendo estar associada a morte prematura por doenca fisica e/ou suicidio. Para
além do individuo, a depressao também afeta familias e comunidades, prejudicando, de forma
expressiva, o funcionamento social e a produtividade econdmica (Dwyer et al., 2020;
Philipson et al., 2020; Wright et al., 2021; Herrman et al., 2022; Lu; Lin; Su, 2024).

Uma porcentagem de casos tem inicio na infincia, podendo aumentar drasticamente
durante a adolescéncia. A literatura estima que aos 19 anos, 25% dos adolescentes podem ter
vivido um episddio depressivo. Os episddios depressivos, na idade pré-adulta, muitas vezes
predizem desafios no relacionamento, dificuldades académicas e profissionais, ma qualidade
de vida, doencas fisicas, mentais e possibilidade aumentada de automutilacdo (Hawrilenko et
al., 2021; Hetrick et al., 2021; Morken et al., 2021; Fitzpatrick et al., 2023; Korczak;
Westwellroper; Sassi, 2023; Lu ef al., 2024).

1.2 Etiologia da Depressao

Vérias vias sdo sugeridas para responder a etiologia depressiva. A disfun¢do na
neurotransmissao monoaminérgica € uma das teorias mais estudadas atualmente, tendo sido
utilizada como a base bioldgica do transtorno depressivo por décadas. Porém, a depressao

tem se mostrado plural em relacdo a sua etiologia, uma vez que estudos mostram que nao so a
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disfuncdo monoaminérgica pode estar relacionada com o quadro depressivo, mas o eixo
hipotalamico-hipofisario-adrenal, o ciclo circardiano e processos neuroimunoldgicos também
parecem estar envolvidos na etiologia depressiva (Mcclung, 2007; Vismari; Alves;
Palermo-Neto, 2008; Miller, 2010; Anacker et al., 2011; Prins; Oliver; Korte, 2011; Mulinari,
2012).

A teoria monoaminérgica, por sua vez, vem propor que a depressdo seja consequéncia
de uma menor disponibilidade de aminas biogénicas cerebrais, tendo como foco a serotonina,
noradrenalina e/ou dopamina. Tal proposicdo ¢ reforcada pelo conhecimento do
mecanismo de acdo dos antidepressivos, que se baseiam, principalmente, no aumento da
disponibilidade desses neurotransmissores na fenda sinaptica (Vismari; Alves; Palermo-Neto,
2008; Capibaribe et al., 2019). Porém, vale ressaltar que existem outras vias sendo
relacionadas com a depressao. Temos, como exemplo, a via neurogénica, onde a deficiéncia
de neurotrofinas, especialmente o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), parece
estar relacionada com a depressdo. A via neuroinflamatéria também vem apresentando
destaque, onde tém sido associados células neuronais, citocinas e mecanismos inflamatorios

ao quadro depressivo (Wohleb et al., 2018; Zarza-Rebollo et al., 2024; Zhou et al., 2024).

1.3 Relac¢ao entre a Neuroinflamagao e Depressao

A literatura evidencia que a neuroinflamacdo pode estar intimamente ligada com o
transtorno depressivo, desempenhando um papel importante no inicio € na progressdo da
depressao (Xia et al., 2023).

A neuroinflamacdo envolve uma variedade de processos bioldgicos complexos,
incluindo aumento da liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias, respostas inflamatdrias
excessivas de citocinas e a ativagdo microglial. Estudos trazem que a microglia se encontra
altamente ativada em regides cerebrais relacionadas a depressdao, como cortex pré-frontal,
cortex cingulado anterior e insula durante episddio depressivo (Steiner et al., 2011; Setiawan
et al.,2015; Wholeb et al., 2018; Wang et al., 2020; Troubat et al., 2021; Ji et al., 2022).

Virios trabalhos demonstraram que a microglia interage com outro tipo de célula
neuronal importante, os astrocitos (AST). Visando conduzir a regulacdo e resolucao das
respostas neuroinflamatorias, esta interacao celular resulta na restauracao da homeostase,
mantendo a fung¢do cerebral fisiologica normal (Cartier et al., 2014, Wee Yong, 2010).

Os AST desempenham um papel crucial na regulacdo da transmissdo sindptica e da

plasticidade neuronal, afetando a excitabilidade e a velocidade de conducao neuronal. Estao
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envolvidos na sincronizacao da atividade de neuronios ¢ comunicag¢ao em areas distintas do
cérebro. Os AST no cortex pré-frontal podem modular o comportamento semelhante a
anedonia, sintoma este caracteristico do quadro depressivo (Codeluppi et al., 2023; Liu et al.,
2024).

Além disso, o estresse pode induzir modificagdes estruturais e funcionais nos AST.
Um grande conjunto de evidéncias de estudos pré-clinicos e post-mortem sugere que os AST
se encontram alterados em morfologia, fun¢do, nimero e/ou densidade em modelos animais
de depressdao e pacientes com transtorno depressivo maior (TDM) (Wang et al., 2017;
Murphy-Royal; Gordon; Bains, 2019; Dolotov et al., 2022).

Cabe ressaltar que os antidepressivos aparentam influenciar as vias de sinalizacdo
intracelular e a expressdo génica de AST, levando a alteracdes na expressao de receptores e
liberacdo de fatores troficos. Tais interagdes podem impactar na fisiologia, morfologia e na
abundancia dos AST, podendo a viabilidade astrocitaria servir como alvo vidvel para o
tratamento da depressdo (Czéh; Di Benedetto, 2013; Liu et al., 2024).

Em resposta ao dano celular, os AST modificam a sua expressdo génica, crescem em
tamanho, regulam positivamente as proteinas do citoesqueleto e aumentam em numero. Na
presenca de doencas ou infecgdes no sistema nervoso central (SNC), os AST reativos podem
sofrer remodelagdo morfoldgica, molecular e funcional. Varios receptores diferentes sdo
expressos por astrocitos reativos, incluindo receptores que reconhecem padrdes e receptores
que respondem a citocinas. Como resultado, os astrocitos podem reagir a varios estimulos no
microambiente do SNC, produzindo substancias imunorreguladoras que podem promover ou
restringir a inflamac¢do, onde a inibicdo de astrdcitos ativados leva a uma melhora no
comportamento do tipo depressivo (Eldomiaty ef al., 2020; Escartin et ai., 2021; Lee;
Wheeler; Quintana, 2022; Liu et al., 2024).

A literatura demonstra que existem moléculas, como a escutelarina, que podem inibir
a ativagdo de astrocitos estimulada por lipopolissacarideos (LPS) utilizando a via do Toll-like
Receptor 4 (TLR4) / Fator Nuclear kB (NF-xB). A escutelarina suprimiu a elevacao induzida
por LPS do Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a), Interleucina-1p (IL-1pB), Interleucina-6
(IL-6) e oxido nitrico sintase, assim como reverteu a regulacao negativa da Interleucina-4
(IL-4) e do Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF), que, por sua vez, atenuou os
comportamentos do tipo depressivo. Em contrapartida, todos os Inibidores Seletivos da
Recaptacdo de Serotonina (ISRS), na faixa de doses administradas, demonstraram
citotoxicidade significativa e apresentaram efeitos paradoxais na resposta inflamatéria dos

AST (Wuetal.,2019; He et al., 2021; Lu et al., 2021; Liu et al., 2024).
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Sendo assim, uma vez que os antidepressivos atualmente disponiveis apresentam
citotoxicidade expressiva em astrocitos, métodos de atenuar a neuroinflamagdo astrocitaria,
reduzindo a citotoxicidade e utilizando a via do TLR4 demonstram ser uma estratégia eficaz

para a prevengao e tratamento da depressao.

1.4 Toll-like Receptor 4

O receptor TLR4 ¢ um sensor molecular chave da resposta inflamatoria, presente
também nas células astrocitarias, podendo reconhecer e responder especificamente a
substancias exdgenas, como LPS ou lipooligossacarideo (LOS), referidos como padrdes
moleculares associados a patdogenos (PAMPs). Ao mesmo tempo, o TLR4 também pode ser
ativado por moléculas enddgenas liberadas de tecidos danificados ou células necréticas, como
glicoproteinas e glicolipidios, que sdo conhecidos como padrdes moleculares associados a
danos (DAMPs) (Kawai; Akira, 2010; Xiao ef al., 2024).

O reconhecimento do LPS pelo TLR4 ¢ uma das principais vias que desencadeiam a
sua ativacdo. Do ponto de vista molecular, quando as bactérias Gram-negativas entram em
contato com o organismo, as moléculas de LPS s3o detectadas pela primeira vez pela proteina
soluvel de ligacdo ao LPS (LBP) desencadeando sucessivas interagdes. Posteriormente,
moléculas individuais de LPS sdo transferidas da LBP para a proteina CD14, formando um
complexo CD14/LPS (Zhang et al., 2022).

Em seguida, o CD14 se dissocia do complexo e transfere as moléculas individuais de
LPS para uma das proteinas acessorias mais importantes da via, a proteina MD-2, iniciando
assim, simultaneamente, a dimerizagao do receptor TLR4. O resultado ¢ a formagao de um
complexo chamado TLR4/MD-2/LPS (Kriiger et al., 2017).

Em seguida, o complexo TLR4/MD-2/LPS, pode seguir por duas vias: A via do
MyD88 ou TRIF resultando na transducao de sinais intracelulares. Pela via de sinalizagao
dependente de MyD88, o TLR4 interage primeiro com a proteina adaptadora contendo o
dominio do receptor 7oll-interleucina-1, TIRAP. Posteriormente, o TIRAP recrutado pelo
TLR4 liga-se ao MyD88 e desencadeia cascatas de sinalizacdo, incluindo a fosforilagdo do
inibidor-kB (IkB) promovendo respostas inflamatorias mediadas por NF-kB. Por sua vez,
NF-xB entra no nucleo da célula, liga-se aos genes alvo, inicia a transcri¢ao e traducdo de
genes inflamatoérios e expressa varias citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, IL-6,
Interleucina-12 (IL-12) e IL-1B (Fitzgerald et al., 2001; Sughra et al., 2010; Chen et al.,
2018).
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Porém existe outra via de ativagcdo do TLR4, onde o mesmo ¢ internalizado pelas
células por meio de endocitose e se liga ao segundo conjunto de proteinas adaptadoras:
TRAM e TRIF, estimulando a via independente do MyD8S. Esta via leva a ativacao de dois
inibidores nao classicos das quinases kappaB: IKK e IKKe, que ativam o interferon
regulador-3 (IRF3) e o regulador de interferon-7 (IRF7). IRF3 e IRF7 induzem a expressao
do interferon tipo I, resultando em resposta inflamatoria (Tailor et al., 2006; Meissner et al.,
2013). Além disso, a via independente de MyD88 também induz ativagdo adicional de
NF-«B, que gera citocinas pro-inflamatorias, semelhante a via dependente de MyD88 (Sato et
al., 2003; Cusson-Hermance et al., 2005). Consequentemente, a ativagdo do TLR4 ¢ o passo
inicial da resposta inflamatdria e um alvo terapéutico para doencgas inflamatorias, como pode
ser visto na Figura 1 abaixo.

Como descrito, toda a cascata ¢ desencadeada a partir da ativagdo do TLR4, porém a
proteina MD-2 ¢ crucial para a dimerizagao do receptor e inicio de sua sinalizagdo, sendo
uma oOtima possibilidade de alvo terapéutico com o intuito de inibir a cascata
neuroinflamatoria oriunda do TLR4 astrocitario. Desta forma, estudos envolvendo novas
moléculas oriundas de produtos naturais, como as Riparinas, tornam-se interessantes para que
sejam elucidados os seus efeitos nesta via. Visando prover uma nova futura alternativa
terapéutica.

Figura 1 - Cascata de ativacdo do TLR4 pelo LPS.
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Fonte: Zhang et al., 2022.

1.5 Riparina IV

As riparinas sdo alcaldides ndo heterociclicos formados pela unido da tiramina e do
acido benzoico, isoladas dos frutos ndo maduros da planta amazonica Aniba riparia. A
tiramina (Figura 2), por sua vez, ¢ reconhecida como tendo um papel central na atividade
neural, sendo produzida de forma enddgena, em pequenas quantidades, onde aparenta
modular os efeitos da dopamina. Foram identificadas trés tipos de Riparinas na planta, a
Riparina I, II e III. Tendo como exemplo as estruturas moleculares das Riparinas naturais, a
RIP IV foi sintetizada pela primeira vez em 1990 (Barbosa-Filho et al., 1987; Chaves et al.,
2019).

A literatura elucida que Riparina I apresentou efeitos ansioliticos e antidepressivos no
SNC, provavelmente devido a sua interacdo com os sistemas noradrenérgico, dopaminérgico
e serotonérgico. Foi evidenciado, ainda, diminui¢dao tanto na nocicep¢ao quanto no volume
do edema de pata induzidos pela a¢do do glutamato, sugerindo que a Riparina I possa atuar
como antagonista dos receptores glutamatérgicos envolvidos no processo inflamatério. A
Riparina I apresenta propriedades anti-inflamatérias pela inibi¢do de mediadores como
histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas, glutamato e O6xido nitrico, sem
aparentemente nenhum envolvimento do sistema opidide neste processo (Sousa et al., 2005;
Aratijo, 2007; Sousa et al., 2014; Oliveira, 2019).

A Riparina II, também, apresenta atividade antinociceptiva, evidenciada nos modelos
de indugdo por acido acético, formalina, capsaicina e glutamato. Cabe ressaltar que a
Riparina II desencadeia efeitos ansioliticos e antidepressivos que sao desprovidos de
interferéncia da atividade locomotora espontinea em camundongos (Sousa et al., 2008;
Lopes et al., 2018; Oliveira, 2019).

Estudos com Riparina III demonstraram sua eficdcia no tratamento da depressdo
associada a ansiedade, apresentando também, assim como as Riparinas supracitadas, efeito
antinociceptivo em modelos de dor em camundongos. Esta acdo parece estar relacionada com
receptores, dopaminérgicos, serotonérgicos, muscarinicos e glutamatérgicos (Melo et al.,

2006; Mallmann et al., 2021; Oliveira, 2019).
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Figura 2 - Estrutura molecular da Tiramina.
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Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

Devido a atividade comprovada das riparinas I, II e III nos modelos comportamentais
de depressdo (Sousa et al., 2014; Lopes et al., 2018; Melo et al., 2013, 2006; Oliveira, 2017;
Sousa et al., 2005, 2004; Teixeira et al., 2013; Vasconcelos ef al., 2015) e ansiedade (Melo et
al., 2006; Oliveira, 2012; Sousa et al., 2005, 2007, 2004), sendo a riparina IV um andlogo
estrutural dessas substancias, torna-se relevante a investigacdo do seu potencial
farmacologico em outras vias da etiologia da depressdo. A similaridade entre as Riparinas

pode ser visualizada na Figura 3.

Figura 3 - Estruturas moleculares das Riparinas I, I, IIl e IV.

Me - MeO/O/\/ O OH
RIPARINA 1 RIPARINA II
HO OMe
NH\’;Q OMe
/@/\/ .
MeO O OH /@N OMe
(0]
MeO
RIPARINA III RIPARINA IV

Fonte: Dias, 2017.
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2 Justificativa

Historicamente, de acordo com o Global Burden of Disease Study (2015), a depressao
ja foi considerada como a terceira principal causa de incapacidade em todo o mundo. Em
2017, o nimero de pessoas que sofriam de depressdao chegava a 260 milhdes em todo o
mundo. Estudos mostraram que aproximadamente 19,7% e 11,3% dos adultos nos EUA ja
relataram sentir-se deprimidos pelo menos uma vez por més € uma vez por semana,
respectivamente. Com o estilo de vida indesejavel e a pressdo no trabalho, a carga da
depressao aparenta estar se agravando. (Cao ef al., 2020; Zheng et al., 2023).

No Brasil, a depressao se mostra de forma preocupante. Pesquisas tém identificado
lacunas nos dados quanto a sua prevaléncia. Isso se d4, provavelmente, devido a
subnotificagdo de casos, pois os pacientes relutam em se autorelatar. Isto, associado ao
estigma social, proibe as suas visitas aos hospitais psiquiatricos, dificultando o tratamento ¢ a
real percepcdo do problema de satide (Heok; Gan, 2010; Fuji et al., 2012; Meleiro et al.,
2023).

A literatura aponta que a baixa conscientizagdo entre as pessoas sobre o tema, pode
ser atribuida a falta de educacdo e as crencas culturalmente estigmatizantes sobre o
tratamento deste transtorno. A prevaléncia de depressao no Brasil, variou de 4,1% a 21,8%, o
que ¢ inferior em comparacdo com as Américas ¢ a Europa (15,9-28,9% e 32,2%,
respectivamente). A desigualdade socioecondmica, a urbanizag¢do e as mas condigdes de vida
presentes em territorio nacional contribuem para os transtornos de saude mental (Galvao et
al.,2014; Silva et al., 2021; Meleiro et al., 2023).

Cerca de 30% dos adolescentes com depressdo ndo respondem aos tratamentos
disponiveis. Os idosos, da mesma forma, apresentam dificuldades semelhantes. Estima-se que
50% dos individuos idosos nao respondem adequadamente a terapéutica antidepressiva de
primeira linha em quadros de depressdo tardia. Consequentemente, apresentam um risco
aumentado de recaida, sdo mais propensos a ndo aderirem ao tratamento para condigdes
fisicas comorbidas e apresentam um risco aumentado de morte precoce, incluindo suicidio
(March et al., 2004; Lenze et al., 2008; Kennard ef al., 2009a, Kennard et al., 2009b; Thai et
al., 2024; Patrick et al., 2024).

Devido ao rédpido crescimento populacional, desenvolver uma compreensao
abrangente das consideracgdes clinicas e relacionadas ao tratamento da depressao deve ser um

imperativo da saude publica (UNFPA Brasil, 2022; Patrick et al., 2024).
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O quadro farmacologico disponivel para o tratamento da depressdo inclui agentes
sintetizados como os inibidores seletivos da recaptacao de 5-HT (ISRS), inibidores da MAO,
antidepressivos triciclicos (ADTs) e atipicos. Estes medicamentos t€ém sido amplamente
utilizados clinicamente em pacientes com depressao (Duman; Voleti, 2012). Porém, apenas
um terco dos pacientes tém resposta benéfica ao tratamento a esses agentes, apresentando
complicacdes relacionados aos efeitos adversos como: nauseas, vomitos, perturbacdo do
sono, sedacgdo, disfuncao sexual e ganho de peso (David; Gourion, 2016; Dai et al., 2022)

Nesse sentido, o estudo das plantas medicinais, visando descobrir novas alternativas
terapéuticas, faz-se necessario. Ja existem exemplos de descobertas atuais importantes, como
o flavonodide farmacologicamente ativo da Hypericum perforatumis, a hipericina. Este
fitoterapico encontra-se disponivel na modalidade over-the-counter nos EUA, sendo indicada
como antidepressivo (Yuan et al., 2020; Dai et al., 2022).

Atualmente, estudos demonstram que a etiologia da depressao apresenta-se de forma
plural. Foi proposto que as agdes dos processos inflamatorios, e das citocinas
pro-inflamatérias em particular, no cérebro podem ser responsaveis pela patogénese dos
transtornos depressivos. Esta hipotese tem sido referida como a ‘“hipotese inflamatoria da
depressao” (Tang et al., 2016).

Foi demonstrado em animais que a RIP IV apresentou efeito antidepressivo e
neuroprotetor em modelos utilizando corticosterona, porém este modelo estuda a via
neuroendodcrina. Como a depressao € uma patologia que envolve ndo s6 a via neuroenddcrina,
mas neurogénica, neuroinflamatoria e possivelmente outras, moléculas que possam atuar em
multiplas areas da patogénese depressiva podem produzir melhor eficdcia frente aos farmacos
atualmente utilizados (Chaves et al., 2019; Chaves et al., 2020; Sartori et al., 2020).

Diante do pressuposto, faz-se necessario elucidar a atividade da RIP IV frente ao
processo neuroinflamatorio vinculado a depressao. Buscando uma futura alternativa para

tratamento deste quadro patologico.

3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos antidepressivos e citoprotetores da Riparina IV em camundongos
C57BL/6 submetidos a exposi¢cdo de LPS, pela via neuroinflamatoria.
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3.2 Objetivos Especificos

". Verificar as interagdes entre a RIP IV e o complexo TLR4-MD?2;

". Avaliar a viabilidade celular de AST expostos ao LPS e tratados com RIP 1V;

.". Avaliar o mecanismo de morte celular de AST expostos ao LPS e tratados com RIP IV;
". Avaliar o efeito da RIP IV no autocuidado;

". Verificar os efeitos da RIP IV em relagdo a memoria dos animais expostos ao LPS;

". Investigar o efeito ansiolitico e antidepressivo da RIP IV.

4 Materiais e Métodos

4.1 Riparina IV

A RIP IV foi sintetizada no laboratorio de Tecnologia Farmacéutica da Universidade
Federal da Paraiba, pelo professor Barbosa Filho, a partir do acoplamento do éter metilico da
tiramina com o éster do acido 2,5 dihidroxibenzoico (Barbosa-filho; Yoshida; Gottlieb, 1990;
Seixas, 1996). Para os experimentos em animais, a RIP IV foi dissolvida em Tween® 80 com
solucao salina 0,9% para obter a dose de 50mg/kg por via oral (Chaves et al., 2020).

Para os testes in vitro, a RIP IV foi diluida em Dimetilsulfoxido (DMSO) na
concentragdo de 0,2 M para que fosse obtido uma solucdo-estoque. A seguir as solugdes
preparadas para os experimentos de viabilidade celular foram diluidas de forma seriada, em
solucao salina tampao fosfato estéril PBS, sendo esta constituida de NaCl 137 mM; KCI 2,7
mM; KH2PO4 1,47 mM; Na2HPO4 8,1 mM; ph 7,4. Ao final da diluicao foram obtidas as
seguintes concentragdes 1000uM, 500uM, 250uM, 125uM 62,5uM, 31,25uM e 15,62uM
respectivamente para avaliar a viabilidade celular. Para avaliar o quadro de morte celular, as
concentragdes de 15,62uM, 7,81uM e 3,90uM foram obtidas de forma seriada, a partir da
solucao-estoque, seguindo o padrdo acima citado. Importante ressaltar que a concentragao
final do DMSO nao ultrapassou 0,5%, uma vez que concentracdes acima desta margem

apresentam toxicidade celular (Sampaio et al., 2016).

4.2 Lipopolissacarideo
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Visando promover o quadro inflamatério via TLR4/MD-2, foi utilizado o LPS de
Escherichia coli (sorotipo 055:B5) oriundo da empresa Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, EUA.

A dose utilizada nos animais foi de 0,5mg/kg, sendo administrada por via
intraperitoneal (I.P.). O LPS foi dissolvido em solucdo salina estéril 0,9%. O manejo do
protocolo e a dose no presente trabalho, referente ao LPS, foi baseada nos estudos de Silva e
colaboradores (2024).

Nos testes in vitro, as células foram desafiadas com LPS, na concentracao de
50ug/ml, sendo este dissolvido em solugdo salina tampao fosfato estéril PBS, constituido de
NaCl 137 mM; KCl1 2,7 mM; KH2PO4 1,47 mM; Na2HPO4 8,1 mM; ph 7,4 (Zhao et al.,
2019; Zhao et al., 2023).

4.3 Escitalopram

O escitalopram (ESC; Lexapro®, H.Lundbeck A/S Dinamarca) foi o antidepressivo
utilizado como controle positivo para os testes in vivo. Seguindo a metodologia de Tomaz e
colaboradores (2020), ESC (10mg/kg) foi diluido em solugdo salina 0,9% e administrado por
gavagem pelo periodo de cinco dias consecutivos.

Para realizagdo dos testes in vitro nao foi utilizado nenhuma substancia controle, uma
vez que o presente trabalho objetiva avaliar o perfil modulatorio apenas da RIP IV em AST

expostos ao LPS.

4.4 Docking Molecular

As técnicas de ancoragem molecular (docking molecular) permitem estimar a energia
livre de ligagdo entre proteinas e ligantes antes mesmo da sintese dos compostos. Essa
ferramenta torna-se essencial para selecionar compostos direcionados a um alvo especifico.
Esta metodologia auxilia, também, no desenho racional de candidatos que apresentem melhor

interagdo com o sitio ativo de um receptor determinado (Rrodrigues ef al., 2012).

4.4.1 Preparacao dos ligantes e da proteina-alvo
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As estruturas quimicas da Riparina I (CID: 3083797), do agonista co-cristalizado
Lipidio X (LPS, CID: 123907) e do antagonista Eritoran (CID: 6912404) foram obtidas no
repositorio PubChem nas conformagdes 2D. A obtencdo da Riparina IV, molécula de
interesse, foi realizada por meio da adigdo de grupamentos metoxi (OCH3) aos carbonos R3,
R4 ¢ R5 do anel A da Riparina I utilizando o software Avogadro® versao 1.2.0, o qual
também foi utilizado para a otimizagdo das estruturas 3D com menor energia conformacional

aplicando o campo de forca MMFF94 (Merck Molecular Force Field) (Hanwell et al., 2012).

A proteina-alvo ¢ o Receptor Toll-Like 4 (TLR4) associado ao co-receptor MD-2
(detentor do sitio de ligacdo hidrofobico) de endotoxinas, a qual foi obtida a partir do
complexo TLR4/MD-2/LPS depositado no repositorio Protein Data Bank (PDB ID: 3VQ?2),
que consiste em um homodimero do receptor TLR4/MD-2 ligados ao LPS. A otimizagdo da
proteina consistiu no isolamento da unidade monomérica TLR4/MD-2, apods retirada de
moléculas de agua, solventes, LPS e a segunda unidade monomérica TLR4/MD-2/LPS
utilizando o software UCSF Chimera™ versao 1.15, além da adicdo de hidrogénios polares
utilizando o software AutoDockTools™ versdo 1.5.6 (Pettersen et al., 2004; Morris et al.,

2009).

4.4.2 Simulacio de docking molecular e obten¢ao dos resultados

As simulagdes de ancoragem entre ligante e proteina-alvo foram realizadas utilizando
o software AutodockVina™, que se baseia no Algoritmo Genético Lamarckiano. As
simulagdes de docking molecular foram realizadas em triplicata com exaustividade de 32
simulagdes, conforme recomendacdo do software AutodockVina™ (Trott; Olson, 2010). A
defini¢do do GridBox que envolvesse toda a estrutura da proteina-alvo foi feita utilizando o
software AutoDockTools™, definindo os eixos x = 2,62, y = 13,398 e z = 3,932 ¢ as
dimensdes de x = 84, y =70 e z= 110 em angstrom (A). A técnica de redocking foi realizada
utilizando o agonista co-cristalizado, lipidio X (LPX) a fim de validar as simulacdes de

docking. Apos as simulagdes, a melhor pose foi selecionada a partir dos valores de energia
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livre de Gibbs (AG), sendo recomendavel valores menores ou iguais a -6,00 Kcal/mol e
valores de RMSD (Root-Mean-Square Distance) menores ou iguais a 2,0 A (Magalhies et
al., 2022). A regido de ancoragem e os tipos de interagdes foram obtidos utilizando o

software Discovery Studio Visualizer™ versao 21.1.0.20298.

4.5 Testes in vitro

4.5.1 Manutencao e cultivo celular

As linhagens celulares empregadas no presente trabalho foram de AST murinos,
isoladas e fornecidas pelo grupo da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP) (Erustes
et al., 2018). Frascos de polietileno foram utilizados para o cultivo, medindo de 75 cm? e com
volume de 250 mL. O meio de cultura utilizado foi o Dulbecco Modified Eagles Minimal
Essential Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB).

O procedimento se deu alocando as células na estufa, para incubagdo, sob as seguintes
condigdes: temperatura de 37 °C e atmosfera de 5% de CO,, sendo o crescimento celular
monitorado com auxilio de microscopio invertido a cada 24 horas.

Ao atingir 80% de confluéncia, as células foram destacadas utilizando tripsina 0,05%
em EDTA 0,53 uM. Com a suspensdo das células efetuadas, as mesmas foram contadas em
hemocitometro tipo camara de Neubauer e a densidade celular foi avaliada utilizando o
corante de exclusao azul de Tripan.

Ap0s o procedimento de contagem, as células foram subcultivadas em placas de 6 ou
24 pogos a uma concentragio de 5 x 10* células/ml ou em placas de 96 pogos na concentragdo

de 1 x 10° células/ml, variando conforme os procedimentos utilizados.

4.5.2 Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) foi
utilizado para avaliar a citotoxicidade da RIP IV nas linhagens celulares tendo como base o
trabalho de Mosmann (1983). O teste acima baseia-se na capacidade da enzima succinato
desidrogenase, ativa em mitocondrias e no citosol de células vidveis, converter o MTT. O
MTT possui a caracteristica de ser hidrossolivel e de cor amarelada, porém, caso ocorra a
conversao em cristais de formazan, estes sdo de cor purpura. Com a presenca do produto

formado devido a conversao, o teste pode ser avaliado (Denizot; Lang, 1986).
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Na sequéncia, a RIP IV foi adicionada nas concentragdes de 1000, 500, 250, 125,
62,5, 31,25 e 15,62 uM/mL a cultura celular. Ap6és 24 horas de incubagdo, as células
permaneceram por 3 horas com um novo meio (200 pL) contendo 10% de MTT, na
concentracdo de 5 mg/mL em cada pogo. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e foram
adicionados 100 pLL de DMSO puro para submeter as células a lise e solubilizagdo do
formazan. Por fim, a placa foi colocada em agitador por 30 minutos e levada ao leitor de
microplacas para a medi¢do da absorbancia a 595 nm. A viabilidade foi determinada pelo
aumento da conversdo do MTT, considerando a média da absorbancia do controle como
100%, enquanto os outros valores receberam valores proporcionais de acordo com a

absorbancia apresentada.

4.5.3 Avaliacao do Mecanismo de Morte Celular

Para avaliar o potencial de dano do LPS, foi realizado o teste de citometria de fluxo
com a marcacdo de 7-AAD, que indica um processo de morte celular. O protocolo
experimental foi desenvolvido para investigar o efeito neuroprotetor da RIP IV nas células
apds as mesmas serem desafiadas com LPS. Assim, apds determinar a melhor concentragao
de RIP IV para avaliar a viabilidade celular e a citotoxicidade das substancias, as células
foram tratadas com LPS por 12 horas. Posteriormente, as células receberam tratamento com
RIP IV. As células permaneceram em contato com LPS + RIP IV por 12 horas e, em seguida,
foram analisadas por citometria de fluxo para avaliar a morte celular. Foram mensurados
quatro eventos, sendo eles: células ndo marcadas, indicando auséncia de dano, células
marcadas apenas com ANX (7-AAD|[-] ANX [+]), demonstrando apoptose, células marcadas
apenas com 7-AAD (7-AAD[+] ANX [-]), representando necrose e células que apresentaram

dupla marcagao, tanto com 7-AAD como ANX (7-AAD[+] ANX [+]).

4.5.4 Avaliacdo da integridade de membrana e exposicio da fosfatidilserina

Para avaliar o mecanismo de morte celular, foram utilizadas as substancias
fluorescentes Anexina V (ANX) (conjugada com ficoeritrina) e 7-amino-actinomicina D
(7-AAD). Durante o processo apoptotico, ocorre a externalizacdo da fosfatidilserina,
aumentando a afinidade pela ANX. A marcacdo com 7-AAD indica necrose, pois a
membrana celular apresenta-se comprometida e o marcador consegue ligar-se ao DNA

celular.
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Para a andlise, as células foram suspensas em 100 pL de tampdo de ligagdo e
adicionou-se 5 pL de 7-AAD e 5 pL de ANX (0,5 mg/mL cada). O procedimento foi
realizado utilizando um kit comercial (4dnexin V PE Apoptosis Detection Kit I, BD
Biosciences®). Apds 15 minutos de incubagdo no escuro, foram adicionados 400 pL de
tampao de ligacdo em cada tubo e as células foram analisadas no citometro de fluxo
(FACSCalibur — BD Biosciences®). Para a analise dos resultados, as células ndo marcadas
foram consideradas viaveis, as células com dupla marcagdo foram consideradas em processo
apoptotico tardio, marcadas com ANX indicativo de apoptose, € com 7-AAD, necrose (Rocha

etal. 2012).

4.6 Animais

Os animais escolhidos para o presente estudo foram camundongos C57BL/6 machos,
provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade
Federal do Cear4d (UFC), com peso entre 15 - 25 g. Os mesmos foram mantidos em ambiente
com temperatura controlada (22 + 1°C), com ciclo claro/escuro (12/12h), com dgua e comida
a vontade. Os experimentos foram realizados conforme os principios éticos de
experimentagdo animal, aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFC,

sob 0 namero: 6321230822.

4.6.1 Delineamento Experimental - Animais

Buscando avaliar os efeitos da RIP IV na via neuroinflamatéria da depressdo, o
presente estudo adotou o modelo animal de inflamagao por intermédio da exposi¢ao sistémica
ao LPS de Escherichia coli. O protocolo transcorreu por dez dias, onde, no periodo da
manha, o LPS (0,5 mg/kg) foi administrado via intraperitoneal. A partir do sexto dia,
iniciou-se o tratamento por gavagem, utilizando salina, RIP IV ou escitalopram, apds 60
minutos da administracdo contendo LPS (Mello et al., 2021; Silva et al., 2024). Os grupos,

contendo 8 - 10 animais cada, estdo representados a seguir:

~. CT: Os animais receberam inje¢des via [.P. contendo solugdo salina 0,9% durante dez
dias. Do 6° ao 10° dia receberam, também, a mesma solug@o por gavagem;
~. LPS + SAL: Os animais receberam inje¢des via [.LP. com LPS (0,5 mg/kg) durante dez

dias. Do 6° ao 10° dia receberam, também, solucao salina 0,9% por gavagem,;
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~. LPS + RIP IV: Os animais receberam injegdes via I.P. com LPS (0,5 mg/kg) durante dez
dias. Do 6° ao 10° dia receberam, também, RIP IV (50 mg/kg) por gavagem;

~. LPS + ESC: Os animais receberam inje¢des via [.LP. com LPS (0,5 mg/kg) durante dez
dias. Do 6° ao 10° dia receberam, também, ESC (10mg/kg) por gavagem.

Ao décimo primeiro dia, os animais foram submetidos aos testes comportamentais
com a finalidade de avaliar os efeitos das substancias acima descritas pelo periodo de 10 dias.
ApOs os experimentos, os animais foram eutanasiados seguindo as recomendagdes da diretriz
brasileira para o cuidado e a utilizagdo de animais para fins cientificos e didaticos e suas

atualizagdes. A Figura 4 abaixo ilustra o esquema experimental completo:

Figura 4 - Delineamento experimental animal.

Salina (0,9%) | LPS (0,5 mg/Kg) - IP

1o dia 5o dia 100 dia

___,,_

Gavagem

| RIP IV (50mg/Kg)
p———— ESC(10mg/Kg)

| | SAL(0,9%)

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.
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Figura 5 - Delineamento experimental comportamental dos animais.

Ij
_> ‘\ ' Pref. Sacarose Splash
{ /MV ‘
100dia Nado Forcado 1’
- ki
O O O0O0
— ——] 0co0o0oO0 Y-Maze
OO OO
\\ ‘ ©o00oO0
Campo Aberto Plus-Maze Placa Perfurada

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

4.6.2 Testes Comportamentais

4.6.2.1 Nado Forc¢ado

Considerado padrao ouro na avaliagdo comportamental de roedores para identificar o
comportamento depressivo-simile, o teste do nado forcado consiste em submeter os animais,
de forma individual em cilindro de acrilico (aproximadamente - altura: 35 cm; diametro: 24
cm) contendo agua, a temperatura entre 25 - 27 °C, durante 5 minutos. O teste busca avaliar o
comportamento de desesperanga e/ou desmotivagao apresentado pelo animal que se encontra
a deriva na 4agua. O parametro utilizado neste teste ¢ o tempo de imobilidade do mesmo,
sendo mensurado quando o animal faz, apenas, minimos movimentos para manter a cabega

fora da superficie da 4gua dentro do cilindro (Porsolt, 1978).
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Figura 6 - Teste do Nado Forcado.

Nado Forcado

\ Protocolo de 'I'mtamenta

N

*

Pardmetro Avaliado: Tempo de Imobilidade do animal (s)

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

4.6.2.2 Teste da Preferéncia pela Sacarose

A Anedonia ¢ caracterizada pela incapacidade de sentir prazer, e neste teste, ¢
representada pela redugdo da preferéncia dos animais pela solugdo de sacarose, indicando um

comportamento semelhante ao depressivo.

Inicialmente, os camundongos foram adaptados a duas garrafas de solugdo de
sacarose a 2% durante 24 horas. Ap0s este periodo, uma das garrafas foi substituida por dgua
sem adicdo de sacarose por mais 24 horas. Apds a adaptagdo, todos os animais foram
privados de 4gua e comida por 1 hora. Apdés o periodo de privagdao, os animais foram
colocados em gaiolas individuais e expostos a duas garrafas, uma contendo 2% de solugao de
sacarose e a outra contendo agua sem adi¢do de sacarose, ambas com volume previamente
aferido. O teste teve a duragdo de 3 horas, ap6s as quais os volumes de solucao de sacarose e
agua sem adicao de sacarose consumida foram registrados. A preferéncia pela sacarose foi
calculada como a quantidade de solugdo de sacarose consumida como uma porcentagem da

quantidade total de ingestdo de liquido, usando a férmula a seguir (Wu et al., 2022):
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Figura 7 - Célculo e Teste da Preferéncia pela Sacarose.

Preferéncia pela Sacarose = Consumo de Sacarose x100

Consumo de Agua + Consumo de Sacarose

Preferéncia pela Sacarose

@rotocolo de TratamenttD

N 30 ou 60 min

Pardmetro Avaliado: % Preferéncia pela Solugdo de Sacarose

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

4.6.2.3 Splash

Com o intuito de avaliar o autocuidado dos animais e fazer o comparativo com a
sintomatologia depressiva, foi preparado previamente uma solugdo de sacarose a 10% e
separada. Cada animal, de forma individual, foi submetido a esguichada desta solucdo sobre a
sua pelagem dorsal em uma caixa transparente. Uma vez que a viscosidade da solugdo de
sacarose causa alteragdes na pelagem do animal, o animal tende a se mostrar incomodado.
Com o aspecto de sujeira simulado, a tendéncia natural do animal ¢ praticar a medida de
autolimpeza, conhecida como grooming. O teste avalia a reducdo deste comportamento, uma
vez que ele pode ser traduzido como desmotivagdo do animal estudado, sendo um
comportamento comparativo a depressao.

O teste teve duracdo de 5 minutos apds a solugdo ser aplicada. Foram avaliadas a
frequéncia, o tempo total e a laténcia dos groomings realizados pelos animais. Para evitar
vieses, apOs cada andlise, o aparato foi limpo com etanol a 70% (Kong et al., 2023; Fawzi et

al., 2024).
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Figura 8 - Teste do Splash.

Splash

G’rotocolo de Tra mmcnth

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

4.6.2.4 Teste do Campo aberto

Este teste foi utilizado para avaliar a atividade exploratoria do animal e promover um
ambiente ansiogénico. O aparato utilizado na realiza¢ao deste teste foi composto de acrilico,
com paredes transparentes e fundo preto, medindo 30 cm x 30 cm x 15 cm, tendo marcagdes
no fundo dividindo em nove quadrados de tamanhos iguais a area total basal do aparato. Cada
camundongo foi colocado na zona central e o nimero de quadrados atravessados (crossings),
numero de groomings e rearings foram contabilizados pelo periodo de 5 minutos (Archer,

1973, Seibenhener; Wooten, 2015; Thum et al., 2024).
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Figura 9 - Teste do Campo Aberto.

Campo Aberto @
e

(Protocolo de Trutamentc)

Grooming

Rearing

N

Pardmetro Avaliado: Ntumero de Rearing/Grooming/Crossings

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

4.6.2.5 Pluz Maze

O método descrito inicialmente por Lister (1987) avalia o potencial efeito ansiolitico e
ansiogénico da substincia em animais. O aparato ¢ formado por dois bragos abertos, medindo
30 cm x 5 cm, e dois bragos fechados, medindo 30 cm x 5 cm x 25 c¢m, dispostos de maneira
oposta, formando uma cruz elevada a 45 cm do solo. Ambos os bracgos, tanto abertos quanto

fechados, sdo conectados por uma plataforma central, medindo 5 cm x 5 cm.

Cada animal foi colocado na plataforma central com a cabeca voltada para um dos
bragos fechados, e seu comportamento foi observado por um periodo de 5 minutos. O nimero
de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados foram registrados, mas
para analise estatistica, os dados foram relacionados aos bragos abertos. Assim, foram
avaliados o nimero de entradas nos bragos abertos (NEBA), a porcentagem de entradas nos
bragos abertos (PEBA), o tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) e a porcentagem
de permanéncia nos bragos abertos (PTBA). Para calcular a PEBA ¢ a PTBA, foram

utilizadas as formulas abaixo:
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Figura 10 - Calculo e Teste do Plus Maze.

PEBA = Numero de entradas nos bracos abertos x 100

Numero de entradas no total (em ambos os bragos)

PTBA = Tempo nos Bragos Abertos x 100

Tempo total (em ambos os bragos)

Plus-Maze ¢ -

"

G’rotoco[o de Trutumentc)

\

Pardmetros Avaliados: NEBA, TPBA, PEBA, PTBA

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

4.6.2.6 Teste da Placa Perfurada

Utilizado para avaliar o comportamento exploratorio e a ansiedade em camundongos,
o parametro utilizado para analise no teste da placa perfurada foi o nimero de vezes que o
animal introduziu a cabeca nos buracos (Head-Dips), durante o periodo de 5 minutos. O
aparato utilizado foi uma placa furada idealizada por Clark, Koster e Person (1971), com

medidas de 60 cm x 30 cm, contendo 16 buracos espacados uniformemente.
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Figura 11 - Teste da Placa Perfurada.

Teste da Placa Perfurada

(Protoco[o de Tratament(D

Pardmetro Avaliado: Nimero de Head-Dips

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

4.6.2.7Y Maze

O teste do Y maze pode ser usado para mensurar memoria a curto prazo,
comportamento estereotipado e atividade locomotora geral (Kokkinidis et al., 1976;
Onaolapo et al., 2012). O aparato apresenta trés bracos de tamanho e cor iguais, no formato
de um Y, com cada bragco medindo 40 cm x 15 cm x 7 cm, feito de acrilico.

Todos os bragos foram sinalizados com um numero (1, 2 ou 3), para identificagao.
Cada camundongo foi colocado em um dos bragos, tendo ele a oportunidade de explorar e se
locomover de forma livre por todo o aparato.

O registro do nimero de alternancias de cada animal dentro do aparato foi realizado,
onde a alternancia pode ser definida quando o animal entra nos trés bragos consecutivamente
(exemplificando: o animal fez a seguinte sequéncia: 1 -2-3-1-3-2-2—-1-3, conta-se
nove vezes nos bracos realizando quatro alternancias corretas). O calculo das alternancias
considerou a razao entre as alternancias corretas (n) € o nimero de visitas realizadas durante
o periodo de observacdo (n-2), sendo o resultado multiplicado por 100 (YAMADA et al.,
1996; Dall'igna et al., 2007).
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Figura 12 - Teste do Y-Maze.

Y-Maze
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Pardmetro Avaliado: Ntimero de Alterndncias Corretas

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

4.7 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi conduzida utilizando o software GraphPad Prism
versao 8.0 para Windows (GraphPad Software®, San Diego, Califérnia, EUA). Inicialmente,
os resultados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade da
amostra. Em seguida, para os resultados paramétricos, foi aplicada a analise de varidncia
(ANOVA) seguida do teste de Tukey (post hoc). Para os resultados ndo paramétricos, foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (post hoc). Em todas as anélises,
os valores foram expressos como Média £ Erro Padrao da Média (EPM) para dados
paramétricos e ndo paramétricos, respectivamente, sendo considerados significativos quando

p <0,05.

5 Resultados
5.1 Testes in silico

5.1.1 Docking Molecular

Cada ligante foi submetido ao processo de simulagdo por docking molecular,
buscando encontrar a melhor pose e local da proteina-alvo para ligagdao. Tanto a RIP IV, como

o ERI e LPX, apresentaram similar posicionamento de ancoragem no co-receptor MD-2. Vale
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ressaltar que este possui uma cavidade hidrofobica com afinidade de ligacdo por endotoxinas,

como expresso abaixo.

Figura 13 — Regido de ancoragem da melhor pose da Riparina IV na proteina-alvo.

Riparina IV

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

Figura 14 — Regido de ancoragem da melhor pose do Lipidio X na proteina-alvo.

Lipidio X

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.
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Figura 15 — Regido de ancoragem da melhor pose do Eritoran na proteina-alvo.

Eritoran

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

Os ligantes supracitados apresentaram energia de afinidade menor que -6,00

Kcal/mol. Em seguida verificou-se os valores de RMSD, sendo constatado que todos os

ligantes apresentaram valor abaixo de 2A. Os valores obtidos estio expressos na Tabela 1.

Tabela 1 - Energia de afinidade e RMSD da melhor pose de cada ligante.

Ligantes AG (Kcal/mol) RMSD*Lb. ()
Riparina IV -7,0 0,198
Lipidio X -6,9 1,607
Eritoran -7,1 1,619
*RMSD lower bound.

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

43



Para cada ancoragem os tipos de interacdes, suas distancias entre os residuos de

aminodcidos da proteina-alvo, assim como, a estrutura quimica de cada ligante foram

verificadas. Os valores podem ser apreciados na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultados dos testes in silico.

Residuos RIP IV ERI
Interacdo Distincia Interacio Distincia Interacdo  Distinci
A) A) a(d)
CYS133 Alquil 4,24 Alquil 3,69 Alquil 4,49
Alquil 4,35 Alquil 5,16
T-T em 5,34 n-Alquil 4,04 n-Alquil 4,01
PHE104 forma T
n-Alquil 3,85 n-Alquil 4,05 n-Alquil 4,16
n-Alquil 4,40 Alquil 3,67 Alquil 3,79
VAL63 Alquil 4,39 Alquil 4,48
Alquil 4,08 Alquil 4,66
T-T em
PHE76 forma T 5,45 n-Alquil 5,33 n-Alquil 4,42
Alquil 5,09
VALG61 Alquil 4,86 Alquil 5,47 Alquil 4,34
VAL113 Alquil 4,63 Alquil 4,89 Alquil 4,62
n-Alquil 5,20
PHEG65 n-Alquil 5,03 n-Alquil 5,34 n-Alquil 5,14
ILE117 n-Alquil 5,45 Alquil 4,18 - -
ILE46 Alquil 3,91 - - Alquil 5,37
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n-Alquil 5,40 - - n-Alquil 5,46
PHE151 n-Sigma 3,83
T-T 4,34
Empilhado
Alquil 4,19
LEU54 - - Alquil 5,49 Alquil 4,80
n-Sigma 3,78 n-Alquil 4,83
TYRI131 - - n-Alquil 4,28
PHE126 - - n-Alquil 5,20 n-Alquil 5,09
ILESO - - Alquil 4,97 Alquil 4,24
Alquil 4,80
LEU9%4 - - Alquil 4,67 Alquil 4,64
Alquil 3,67
ILE158 - - Alquil 5,00 - -
Alquil 5,29
Ligagdo de
PRO118 - - - - hidrogénio 2,36
Ligacao de 2,06
hidrogénio
TYR102 - - - - Ligacdo de
hidrogénio 2,68
Ligacao de 3,38
hidrogénio
LYS263 - - - -
Interacao
positivo-pos 4,69

1tivo
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desfavoravel

PHE119 - - - - n-Alquil 4,83
ILES2 - - - - Alquil 5,41
Alquil 4,46

Alquil 4,96

ILE153 - - - - Alquil 491
LEU78 - - - - Alquil 5,31
LEUS87 - - - - Alquil 5,34
ALA135 - - - - Alquil 3,84

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

Evidencia-se que todos os ligantes interagiram por intermédio de interagcdes
hidrofobicas com os seguintes residuos: CYS133, PHE104, VAL63, PHE76, VALG6I,
VAL113 e PHEG65. Tanto a RIP IV, como o LPX, possuem interacdes semelhantes com
ILE117, ao passo que a RIP IV e ERI compartilham interacdes com ILE46 e PHE151. O
LPX, em relagdo ao ERI, interagiu com LEU54, TYR131, PHE126, ILES8O ¢ LEU94. De
forma isolada, o LPX apresentou interacdes com ILE158, o ERI com PRO118, TYR102,
LYS263, PHE119, ELES3 e ILE153.

Pdde ser observado que o ERI (analogo do LPX) apresentou, de forma majoritaria,
interacdes hidrofobicas. O mesmo apresentou, também, ligagdes de hidrogénio com os
residuos PRO118, TYRI102 e LYS263, sendo ligacdes fortes com PRO118 e TYRI02 e
moderadas LYS263. Quando analisamos a RIP IV e o LPX, evidencia-se apenas interagdes

hidrofoébicas, devido a natureza da cavidade do co-receptor MD-2.

46



E importante destacar que a RIP IV compartilhou interagdes com o LPX e/ou com o
ERI em diversos residuos de aminoécidos. A figura 2 mostra os pontos de interacdo entre a
RIP IV e o complexo TLR4/MD-2. Sendo assim, com o intuito de prover uma visualizagao
mais detalhada, os tipos de interacdes realizadas entre a estrutura quimica da RIP IV e os

residuos de aminoacidos podem ser observados, na Figura 16, com o mapa 2D das interagdes.

Figura 16 — Mapa 2D das intera¢des entre a Riparina IV e o TLR4/MD-2.
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Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa.

5.2 Testes in vitro
5.2.1 Ensaio de Viabilidade Celular

Visando trabalhar com a melhor viabilidade celular, sete concentragdes distintas de
RIP IV desafiaram AST murinos. As concentracdes escolhidas para iniciar foram: 1000uM,
500uM, 250uM, 125uM, 62,5uM, 31,25uM e 15,62uM. Apods andlise, foi atestado que as
concentragdes de 1000puM, 500pM, 250uM, 125uM e 62,5uM apresentaram citotoxicidade
significativa, enquanto as demais testadas ndo. Dados ilustrados na Figura 17 (CT: 103,1 +
1,50; 1000: 24,64 + 0,07; 500: 31,15 + 2,40; 250: 37,83 + 2,40; 125: 38,59 + 1,27; 62,5:
50,75 +3,90; 31,25: 75,70 = 0,62; 15,62: 88,04 + 6,18).

Diante dos resultados coletados e visando uma menor citotoxicidade, as
concentragdes 15,62uM, 7.81uM e 3,90uM, sendo estas inferiores as testadas, foram

selecionadas para dar continuidade aos experimentos.
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Figura 17 - Avaliagdo da viabilidade celular da Riparina IV em Astrocitos murinos apos 24h

de incubacio.
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Eixo X representa as concentracdes de RIP IV. Os resultados sdo mostrados como média +
SEM. Onde p < 0,05 comparado ao grupo controle. Para andlise estatistica, foi utilizado
Kruskal-Wallis seguido de pos-teste de Dunn. CT: Controle negativo; Concentragdes de RIP
IV expressas em nimeros: ****: p <0,0001; ***: p <0,001; **: p <0,05.

5.2.2 Avalia¢ao do Mecanismo de Morte Celular

Visando indicar quais os possiveis eventos vinculados ao quadro de morte celular,
cujo qual as células sofreram, A Figura 18 nos traz que a RIP IV conseguiu reduzir o quadro
de necrose e de apoptose tardia, ndo sendo significativo no quadro apoptdtico. Ja os dados
apresentados na Figura 18 complementa a Figura 19, demonstrando a densidade celular
comparativa de morte celular (CT: 96,66 + 0,27; LPS: 55,92 = 1,71; LPS + 15,62: 73,89 +
0,48; LPS + 7,81: 72,97 £ 0,25; LPS + 3,90: 77,53 £ 0,62; RIP IV: 84,41 + 2,23).
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Figura 18 — Indices de morte celular causada pelo Lipopolissacarideo e revertido pela

Riparina IV em Astrocitos nas concentragdes de 15,62uM,  7.81uM e 3,90uM

respectivamente, através da marcagdo com 7-AAD e ANX.
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Os resultados sao mostrados como média £ SEM. Os valores estao representados como média
+ EPM, onde (*) p < 0,05 vs CT; (#) p < 0,05 vs LPS. Para andlise estatistica, foi utilizado
Two-way ANOVA, seguido de Dunnett. CT: Controle negativo; LPS: Lipopolissacarideo;
LPS + RIP 15,62: Grupo exposto ao LPS e tratado com RIP IV na concentragdo de 15,62uM;
LPS + RIP 7,81:Grupo exposto ao LPS e tratado com RIP IV na concentragdo de 7,81uM;
LPS + RIP 3,90: Grupo exposto ao LPS e tratado com RIP IV na concentragdo de 3,90uM
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Figura 19 — Graficos density plot representativos da densidade comparativa da avaliacdo de

morte celular.
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Griafico [A]: CT; Grafico [B]: LPS; Grafico [C]: LPS + 15,62uM; Grafico [D]: LPS +
7,81uM; Grafico [D]: LPS + 3,90uM; Grafico [E]: RIP IV [15,62uM].

5.3 Testes in vivo

5.3.1 Testes comportamentais

5.3.1.1 Nado Forc¢ado

O teste do nado forcado avaliou o tempo de imobilidade dos animais. Na Figura 20
temos que o grupo tratado apenas com LPS apresentou maior tempo de imobilidade frente ao
grupo que recebeu apenas salina (CT: 94,78 + 12,59; LPS: 161,0 £ 14,17). Quando
comparamos o grupo LPS com os demais grupos, evidencia-se a redu¢do do tempo de

imobilidade de forma significativa (LPS + RIP IV: 30,55 +9,12; LPS + ESC: 107,9 + 13,42).
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Figura 20 - Efeito da Riparina IV sobre o tempo de imobilidade de animais.
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Os animais (n = 8 - 10 animais/grupo) foram submetidos a exposi¢ao ao LPS durante 10 dias.
A partir do 6° dia foram tratados com RIP IV (50mg/kg) ou ESC (10mg/kg). Os valores estao
representados como média = EPM, onde (a) p < 0,01 vs CT; (b) p < 0,05, (bbbb) p <0,0001
vs LPS. Teste utilizado: One-way ANOVA, seguido de Tukey (post hoc). CT: Grupo controle
sem exposicdo ao LPS ou drogas teste; LPS: Grupo exposto ao LPS; LPS + RIP IV: Grupo
exposto ao LPS e tratado com RIP IV; ESC: Grupo exposto ao LPS e tratado com ESC.

5.3.1.2 Preferéncia pela Sacarose

O teste da preferéncia pela sacarose avaliou o consumo de solu¢do de sacarose pelos
animais do presente estudo. Como ilustra a Figura 21, o grupo LPS, em relagdo ao grupo CT,
obteve um consumo inferior de sacarose, indicando a possivel presenca de comportamento
anedonico (CT: 53,53 + 1,19; LPS: 44,70 £+ 1,45). Comparando o grupo LPS com os demais,
¢ possivel observar um aumento significativo do consumo de sacarose por parte do grupo

LPS +RIP IV e LPS + ESC (LPS + RIP IV: 56,23 + 2,86; LPS + ESC: 52,45 + 1,62).
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Figura 21 - Efeito da Riparina IV frente o consumo de sacarose em animais.
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Os animais (n = 8 - 10 animais/grupo) foram submetidos a exposi¢ao ao LPS durante 10 dias.
A partir do 6° dia foram tratados com RIP IV (50mg/kg), ESC (10mg/kg). Os valores estao
representados como média =+ EPM, onde (a) p < 0,05 vs CT; (b) p < 0,05 vs LPS. Teste
utilizado: One-way ANOVA, seguido de Tukey (post hoc). CT: Grupo controle sem
exposicdo ao LPS ou drogas teste; LPS: Grupo exposto ao LPS; LPS + RIP IV: Grupo
exposto ao LPS e tratado com RIP IV; ESC: Grupo exposto ao LPS e tratado com ESC;

5.3.1.3 Splash

O teste em questdo visa avaliar o comportamento de autolimpeza do animal, por
intermédio do grooming, ao receber respingos de solucdo de sacarose em sua pelagem. Trés
fatores foram levados em consideracdo para a avaliacdo: o niimero de vezes que o animal
executou o grooming, a laténcia e duragdo do mesmo.

Em relagdo ao numero de groomings, na Figura 22 pode-se observar que o grupo LPS
os reduziu de forma significativa quando comparado com o grupo CT, ao passo que, com
significancia, o grupo tratado com RIP IV aumentou o comportamento de autolimpeza
quando comparado ao grupo exposto, apenas, ao LPS (CT: 9,75 + 0,85; LPS: 2,00 + 0,54;
LPS + RIP IV: 6,40 + 0,92; LPS + ESC: 4,60 + 0,50).
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Na figura supracitada ¢ possivel observar, também, a duracdo de cada grooming
apresentado pelos animais. Na ocasido, o grupo exposto apenas ao LPS apresentou curta
duracdo de movimentos de autolimpeza (s) em comparagdo ao grupo CT. Tanto os grupos
tratados com RIP IV e ESC obtiveram um duragdes maiores de grooming frente ao grupo
LPS (CT: 109,0 £ 9,65; LPS: 13,00 £+ 1,37; LPS + RIP IV: 93,60; LPS + ESC: 75,60 + 6,23).

No que diz respeito a laténcia entre os groomings, o grupo exposto apenas ao LPS
apresentou alta laténcia entre um grooming e outro, quando comparado ao grupo CT. Ja o
grupo tratado com RIP IV e ESC reduziram significativamente a laténcia em comparagao
com o grupo LPS (CT: 7,50 £ 1,55; LPS: 216,0 +4,03; LPS + RIP IV: 28,20 £ 2,72; 45,00 +
6,83).

Figura 22 - Efeito da Riparina IV frente ao nimero, duracdo e laténcia dos groomings

realizados por animais.
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Os animais (n = 8 - 10 animais/grupo) foram submetidos a exposi¢do ao LPS durante 10 dias.
A partir do 6° dia foram tratados com RIP IV (50mg/kg), ESC (10mg/kg). Os valores estdo
representados como média + EPM, onde (aaaa) p < 0,0001 vs CT; (bb) p < 0,001, (bbbb) p
<0,0001 vs LPS. Teste utilizado: One-way ANOVA, seguido de Tukey (post hoc). CT:
Grupo controle sem exposicao ao LPS ou drogas teste; LPS: Grupo exposto ao LPS; LPS +
RIP IV: Grupo exposto ao LPS e tratado com RIP I'V; ESC: Grupo exposto ao LPS e tratado
com ESC.

5.3.1.4 Campo Aberto

O teste do campo aberto avaliou o comportamento de locomocao e exploracdo dos
animais em um ambiente inexplorado anteriormente pelos mesmos, onde pode ser analisado o
numero de crossings (cruzamentos), rearings € groomings. No numero de cruzamentos, cOmo
expresso na Figura 23, foram reduzidos pelo grupo LPS quando comparado ao grupo CT. Em
contrapartida, o grupo exposto ao LPS, mas tratado com ESC, obteve um niimero maior de
cruzamentos quando comparado ao grupo LPS, demonstrando resultados significativos. J& a
RIP IV apresentou apenas uma tendéncia em aumentar a atividade exploratoria quando
comparada ao grupo LPS. Nao houveram dados significativos na analise do numero de
groomings ou rearings (CT: 307,9 £ 14,41; LPS: 98,50 + 15,79; LPS + RIP IV: 146,3 +
18,71; LPS + ESC: 191,0 £+ 32,23).

Figura 23 - Efeito da Riparina IV frente ao nimero de cruzamentos, groomings € rearings.
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Os animais (n = 8 - 10 animais/grupo) foram submetidos a exposi¢ao ao LPS durante 10 dias.
A partir do 6° dia foram tratados com RIP IV (50mg/kg), ESC (10mg/kg). Os valores estdo
representados como média + EPM, onde (aaaa) p < 0,0001 vs CT; (b) p < 0,05 vs LPS. Teste
utilizado: One-way ANOVA, seguido de Tukey (post hoc). CT: Grupo controle sem
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exposicado ao LPS ou drogas teste; LPS: Grupo exposto ao LPS; LPS + RIP IV: Grupo
exposto ao LPS e tratado com RIP IV; ESC: Grupo exposto ao LPS e tratado com ESC.

5.3.1.5 Plus Maze

Os dados apresentados na Figura 24, representam os resultados do teste plus maze,
onde os animais demonstraram poucas entradas nos bragos abertos, porém, enquanto no
interior dos mesmos, assim permaneceram. O numero de entradas ndo obteve significancia
em nenhum dos grupos, porém o grupo LPS, em comparacdo com CT, permaneceu menos
tempo nos bragos abertos. Ja o grupo tratado com RIP IV e ESC reverteram este
comportamento, permanecendo mais tempo na regido aberta do aparato (CT: 9,87 + 3,48;

LPS: 0,61 £0,25; LPS + RIP IV: 18,23 +£11,92; LPS + ESC: 39,85 + 17,18).

Figura 24 - Efeito da Riparina [V frente ao PTBA e PEBA.
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Os animais (n = 8 - 10 animais/grupo) foram submetidos a exposi¢ao ao LPS durante 10 dias.
A partir do 6° dia foram tratados com RIP IV (50mg/kg), ESC (10mg/kg). Os valores estao
representados como média + EPM, onde (aa) p < 0,01 vs CT; (b) p < 0,05 vs LPS, (bb) p <
0,005 vs LPS. Teste utilizado: Kruskal-Wallis, seguido de Dunn (post hoc). CT: Grupo
controle sem exposi¢do ao LPS ou drogas teste; LPS: Grupo exposto ao LPS; LPS + RIP IV:
Grupo exposto ao LPS e tratado com RIP IV; ESC: Grupo exposto ao LPS e tratado com
ESC.
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5.3.1.6 Placa Perfurada

No teste da placa perfurada, a atividade exploratdria e a ansiedade dos animais ¢
avaliada por meio de mergulhos dentro dos orificios presentes no aparato. Cada mergulho ¢
chamado de "head-dip". Dentro deste pardmetro nao houveram dados significantes
apresentados pelos animais. O que pode-se notar seria a possibilidade de uma tendéncia
frente ao grupo LPS em reduzir a quantidade de "head-dips" quando comparado ao grupo CT,
porém os grupos tratados ndo reverterem, nem de forma tendenciosa, tal comportamento,
como apresentado na Figura 25 (CT: 28,17 + 3,51; LPS: 21,71 £ 1,22; LPS + RIP I'V: 18,86 +
3,00; LPS + ESC: 20,23 + 3,62).

Figura 25 - Efeito da Riparina IV em rela¢do ao nlimero de "head-dips" .
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Os animais (n = 8 - 10 animais/grupo) foram submetidos a exposi¢ao ao LPS durante 10 dias.
A partir do 6° dia foram tratados com RIP IV (50mg/kg), ESC (10mg/kg). Os valores estao
representados como média + EPM. Teste utilizado: One-way ANOVA, seguido de Tukey
(post hoc). CT: Grupo controle sem exposi¢do ao LPS ou drogas teste; LPS: Grupo exposto
ao LPS; LPS + RIP IV: Grupo exposto ao LPS e tratado com RIP 1V; ESC: Grupo exposto ao
LPS e tratado com ESC.
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5.3.1.7 Y-Maze

Em avaliagdio da memoria curta dos animais submetidos ao modelo proposto
utilizando LPS, ndo houveram valores significativos em nenhum dos grupos testados. Nao
havendo, portanto, variacdes frente aos parametros avaliados. Dados estes apresentados na
Figura 26 (CT: 60,08 + 3,39; LPS: 61,47 + 3,50; LPS + RIP IV: 52,52 + 2,27; LPS + ESC:
59,73 +£2,32).

Figura 26 - Efeito da Riparina IV em relagdo ao niimero de alternancias realizadas pelos

animais submetidos ao modelo de LPS avaliados pelo teste do Y-Maze.
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Os animais (n = 8 - 10 animais/grupo) foram submetidos a exposi¢ao ao LPS durante 10 dias.
A partir do 6° dia foram tratados com RIP IV (50mg/kg), ESC (10mg/kg). Os valores estao
representados como média + EPM. Teste utilizado: One-way ANOVA, seguido de Tukey
(post hoc). CT: Grupo controle sem exposi¢do ao LPS ou drogas teste; LPS: Grupo exposto
ao LPS; LPS + RIP IV: Grupo exposto ao LPS e tratado com RIP 1V; ESC: Grupo exposto ao
LPS e tratado com ESC.
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6 Discussao

A luz da literatura, o quadro de neuroinflamagdo pode desempenhar um papel
importante no inicio do quadro depressivo (Kruse ef al., 2019; Zhao et al., 2024). Este fato ¢
fundamentado em evidéncias empiricas indicando que a administracdo de LPS pode, de
forma direta, desencadear o quadro de neuroinflamac¢do e induzir comportamentos do tipo
depressdo-simile tanto camundongos como em ratos, alterando o quadro da maioria dos
parametros comportamentais preditivos tanto de ansiedade como de depressao (Silva et al.,
2024).

E sabido que a RIP IV possui efeitos antidepressivos, sendo estes catalogados em
outros modelos animais de depressdo, como por exemplo, modelos que utilizam a
corticosterona para induzir o quadro depressivo (Chaves et al., 2020). Porém, a depressao ¢
uma doenca de quadro multifatorial, apresentando alteragdes neurobioldgicas no metabolismo
de monoaminas, na neurogénese, nas citocinas e, também, dos niveis de estresse oxidativo
(Mallmann et al., 2021; Ge et al., 2024). Sendo assim, fica evidente a necessidade de uma
droga que atue de maneira plural, visando a melhor resposta clinica do individuo.

Segundo Kumar e colaboradores (2024), o docking molecular tem sido cada vez mais
importante como técnica de descoberta de medicamentos ao longo do tempo. Logo buscou-se
verificar, a priori, a possibilidade de interacdo entre a molécula da RIP IV e a via
neuroinflamatoria.

Embora o LPS ative a via de sinalizacdo do TLR4, o seu nivel de expressao e a
ativacdo dependem do complexo formado por sua proteina auxiliar, a MD-2 (Zheng, et al.,
2024). Logo, evidenciar a inter-relacdo entre a RIP IV e tal proteina torna-se crucial.

A RIP IV apresentou dez interagdes em comum com o LPX e com o ERI. O ERI ¢ um
dos inibidores de TLR4 mais potentes, tendo sua atividade associada a sua capacidade de
competir como LPS pela ligagdo ao MD-2. De forma semelhante, os compostos FP-13,
FP-14, FP-15, FP-16 e FP-17 (FP13-17), projetados de forma mimética ao lipidio A, ligam-se
ao MD-2 com afinidades semelhantes. Estas ligagdes causam a inibicdo da via sinalizadora
do TLR4, estimulada por LPS, em células humanas e murinas. Em particular, descobriu-se
que o residuo PHE151 interage com a porcao insaturada dos acidos oleico e linoleico nos
compostos FP13-17, enquanto outras interacdes hidrofobicas foram encontradas com as
cadeias laterais dos residuos PHE121, PHE147, ILE44 e ILE46 (Cochet, et al., 2019; Zhang,
etal., 2022).
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Vale ressaltar que a capacidade de ancoragem de cada ligante depende do ntimero e,
principalmente, do tipo de interagdo realizada com a proteina-alvo. As liga¢des do tipo
hidrogénio se apresentam como as interacdes intermoleculares de maior forca de afinidade.
Esta intensidade, por sua vez, pode ser estratificada levando em consideracdo a distancia
entre os atomos doadores e aceptores, podendo ser classificadas como fortes quando a
distincia estd entre 2,5-3,1 A, moderada entre 3,1-3,55 A e fraca quando maior que 3,55 A
(Imberty et al., 1991).

No presente estudo foi constatado que a RIP IV apresentou interagdes pertinentes nos
residuos ILE46 e PHEI151, sendo estes alvos importantes dos compostos inibitérios (FP13-17
e ERI) via MD-2. No caso do residuo PHE151, a RIP IV apresentou trés interagcdes, ao passo
que o ERI apenas uma. Dentro destas trés interagdes, uma delas (3,83A | n-Sigma ) é
considerada mais forte frente a observada pelo ERI (5,46A | n-Alquil). O mesmo acontece
com a porgio ILE46 (RIP IV: 3,91A; ERI: 5,37A).

Diante destas similaridades, pode-se entender que vdarias das por¢des onde os
inibidores da MD-2 interagem a RIP IV também apresentou afinidade, logo, assim como o
ERI e FP13-17, podemos afirmar que existe uma possibilidade de inibi¢do da sinalizagdo via
LPS-MD2-TLR4. Porém tal probabilidade necessita ser elucidada com outras metodologias
complementares.

Visando corroborar com os dados encontrados nos testes in silico, torna-se necessario
fazer um link entre os efeitos da RIP IV na depressdo/neuroinflamacao no presente estudo.
Uma das maneiras de se avaliar o quadro depressivo se dd pela utilizacdo de modelos
animais, por meio da avaliagdo comportamental. O teste do nado forcado possui grande
destaque neste cenario, uma vez que ¢ visivel seu amplo uso na literatura como teste de
triagem pré-clinica, para potenciais novos antidepressivos. Trata-se de um teste simples e de
facil condugao, tornando mais facil a interpretacdo e a comparagao entre diferentes estudos
(Moreno et al., 2016; Sartori et al., 2020; Nadeau et al., 2022).

Diante dos resultados obtidos na presente pesquisa, quando comparamos o grupo CT
com o grupo LPS, fica evidente o aumento do tempo de imobilidade dentre os animais que
foram expostos ao LPS. O comportamento de imobilidade ¢ indicativo de comportamento
depressivo (Zhou et al., 2024). Comportamento, este, reduzido de forma significativa quando
comparado com os animais tratados com RIP IV. Estes resultados se alinham com os de
Chaves e colaboradores (2019), onde a mesma, em um outro modelo animal, atesta o efeito
antidepressivo da RIP IV no nado forgado, tendo apresentado também uma redugdo do tempo

de imobilidade no grupo tratado.
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O ESC, derivado do racemato de citalopram, ¢ o inibidor seletivo da recaptagao de
serotonina que apresenta a maior seletividade farmacologica quando comparado com seus
pares. Tendo sido aprovado pela FDA dos Estados Unidos para o tratamento da depressdo
desde 2004. Varios sdo os estudos em animais que o trazem como tratamento padrao
controlado devido a sua excelente eficacia, sendo ele um dos mais utilizados no teste do nado
forcado (Brandwein et al., 2023; Shi et al., 2023; Pan et al., 2024). Em linha com tais
estudos, o ESC, de forma significativa, reduziu o tempo de imobilidade dos animais que o
receberam como tratamento, em comparagao com grupo exposto, apenas, ao LPS.

A anedonia ¢ um sintoma prevalente na depressdo. A investigacdo experimental da
anedonia em roedores oferece percepgdes valiosas sobre os mecanismos neurobiologicos
subjacentes a depressdo, auxiliando no desenvolvimento de intervengdes e tratamentos
eficazes (Curi, et al., 2021; Ferreira, et al., 2024). Estudos recentes, com modelos de LPS,
associam o quadro de neuroinflamag¢dao com o comportamento anedonico, o correlacionando
com células neuronais, como AST (Diaz-Castro et al., 2021). A literatura aponta, também, a
acao positiva do ESC frente ao tratamento da anedonia onde Burstein e colaboradores (2017)
atestaram que camundongos estressados tratados com escitalopram mostraram maior
preferéncia por sacarose em comparacao com os camundongos estressados.

Logo, fica evidente a acdo da RIP IV na reducdo do comportamento aneddnico,
podendo ser comparada, neste teste comportamental, com o ESC em termos de atividade.

Humor deprimido, anedonia, falta de motivacdo e autocuidado sdo sintomas
comumente observados em pacientes deprimidos (Kennedy, 2008; Tomaz et al., 2020). Tendo
a RIP IV sido eficaz em melhorar o comportamento de autocuidado, tendo como base os
dados obtidos com o teste do splash, foi observado, ndo s6 um aumento na duragdo do
grooming, mas uma diminui¢do da laténcia do mesmo. Uma vez que RIP IV apresentou
efeito significativo na reversao dos comportamentos tipo aneddnico, depressivo e de
autocuidado, pode-se inferir que os animais tratados RIP IV tiveram uma redugdo
significativa em trés dos sintomas mais importantes do quadro depressivo. Cabe destacar que
o ESC ¢ escolhido como controle positivo em diversos estudos, inclusive no teste do splash
(Abelaira et al., 2022; Pena et al., 2024). Ja& no presente estudo, evidencia-se uma
superioridade no niumero de groomings realizados pelo grupo LPS + RIP IV frente ao grupo
LPS + ESC, demonstrando um possivel melhor efeito da RIP IV em relacdo a uma das drogas
mais utilizadas no campo experimental.

O grooming também foi avaliado em outro teste comportamental, o campo aberto. O

teste avalia a atividade locomotora, hiperatividade e hipoatividade, além de comportamentos
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exploratorios. Porém o teste também ¢ usado para medir a ansiedade, uma vez que os
roedores tendem a evitar espacos abertos, novos e iluminados de forma intensa, portanto, o
ambiente de campo aberto atua como um estimulo ansiogénico. Ele permite a medi¢do da
atividade locomotora induzida pela ansiedade e dos comportamentos exploratorios
(Seibenhener; Wooten, 2015; Thum et al., 2024)

Redugdes na atividade ou locomogdo sdo sintomas comuns de fadiga em modelos
humanos e animais e s3o uma resposta comportamental tipica decorrente do "comportamento
de doenga" causado pela ativagao imunologica (Foster et al., 2021). Em linha com a literatura
apresentada, os resultados do presente trabalho demonstram que o grupo exposto apenas ao
LPS teve o numero de cruzamentos inferior ao grupo controle, assim como o numero de
rearings, podendo indicar tanto um comportamento de resposta a um processo inflamatoério,
como um estimulo ansiogénico.

Pode-se observar que os animais submetidos a outros testes comportamentais do
presente estudo, como o nado for¢ado, preferéncia pela sacarose e splash se mostraram
depressivos quando expostos ao LPS. Assim, parece plausivel afirmar que os animais
submetidos ao mesmo protocolo com LPS e avaliados pelo teste do campo aberto,
apresentem comportamento de ansiedade, evitando explorar o aparato. O numero de
groomings, um comportamento caracteristico de limpeza (Branchi; Alleva, 2006; Silva et al.
2024), ndo mostrou diferengas significativas entre os grupos. Porém o comportamento de
grooming pode aumentar quando o animal estd calmo ou ansioso. Devido aos seus
significados paradoxais, 0 mesmo nao pode ser usado isoladamente como um indicador de
ansiedade (Silveira et al., 2004; Silva et al., 2024). E notério, apenas, uma tendéncia da RIP
IV aumentar o niimero de cruzamentos, reduzir o nimero de groomings e melhorar a
atividade exploratoria com o numero de rearings, porém, em nenhum dos pardmetros
avaliados a mesma demonstrou significancia.

Buscando corroborar com a atividade ansiolitica da RIP IV, o teste do Plus Maze e da
placa perfurada foram performados. Os testes sdo amplamente utilizados para ensaio
comportamental em roedores, tendo sido validados para avaliar os efeitos anti-ansiedade de
varios agentes farmacolédgicos e de comportamento subjacente relacionado a ansiedade. No
aparato Plus Maze, os agentes que revertem o comportamento ansioso exibem um aumento
na porcentagem de preferéncia por bragos abertos, o nimero de entradas e o tempo gasto em
bragos abertos. J4 o LPS induz comportamento ansioso tanto neste teste como na placa
perfurada, fato evidenciado por varios outros trabalhos (Swiergiel; Dunn, 2007; Rico et al.,

2010; Shahzad et al., 2014; Dang et al., 2017, Sun et al., 2024).
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A presente pesquisa traz que os animais submetidos a avaliagdo do Plus Maze,
expostos apenas ao LPS permaneceram menos tempo nos bragos abertos em comparagao ao
grupo CT. Ao passo, que os animais tratados com RIP IV e ESC apresentaram-se de forma
menos ansiosa, a0 passarem mais tempo nos bragos abertos do aparato.

A placa perfurada, por sua vez, avalia padrdes ansiogénicos buscando medir a
resposta de um animal a um ambiente desconhecido. Este teste tem sido usado para examinar
os efeitos ansioliticos de benzodiazepinicos, como o diazepam (Takeda; Tsuji; Matsumiya,
1998; Matsumoto et al., 2021).

Nao houveram alteragdes significativas frente a avaliacdo da ansiedade dos animais
pelo aparato da placa perfurada, porém todos os testes realizados anteriormente no presente
trabalho apontam para um possivel efeito antidepressivo e ansiolitico, por parte da RIP IV,
corroborando com outros autores (Chaves et al., 2020; Sartori et al., 2020).

No teste do Y Maze o nivel de desempenho de memoria de trabalho dos animais ¢
avaliado observando e medindo o comportamento de alternincia espontdnea do animal
(Alam; Krishnamurthy, 2022). A literatura mostra que a neuroinflamag¢ao induzida por LPS
aumenta a depressdo, podendo diminuir o indice de reconhecimento, com possibilidade de
redu¢ao da memoria de trabalho ao diminuir os niveis de expressao de BDNF no hipocampo
(Sohroforouzani et al., 2022). Esta reducdo da memoria ndo foi observada nos resultados do
presente estudo, ndo havendo significancia entre os valores obtidos.

Uma das células mais importantes na produgdo de BDNF, citado anteriormente, ¢ o
AST. Entre suas varias funcoes, os AST sintetizam, liberam e reabsorvem fatores tréficos,
incluindo neurotrofinas (como o BDNF). Estudos iniciais focaram principalmente no NGF
derivado de AST, porém dados mais recentes t€ém apontado a presenga do BDNF derivado de
AST (Albini; Krawczun-Rygmaczewska; Cesca, 2022). Os AST possuem relagdo com LPS
no quadro de depressao, participando de forma importante em condigdes patoldgicas no SNC,
sendo cruciais na regulagdo da resposta neuroinflamatdria (Sohroforouzani et al., 2022; Yue
etal., 2022).

Cabe aqui ressaltar que a microglia também desempenha um papel essencial na
neuroinflamacao, porém, como as cé€lulas gliais mais abundantes no SNC, o papel dos AST
na mediacdo e regulagdo da neuroinflamacdo ndo pode ser negligenciado (Brambilla et al.,
2005; Lu et al., 2021)

Os AST podem aumentar a producdo de citocinas pro-inflamatdrias, como TNF-a,
IL-6 e IL-1p. Tais fatores recrutam leucécitos e ativam tanto AST como microglia vizinhos,

resultando em uma amplificacdo inflamatdria. Logo a supressdo da atividade inflamatdria de
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AST tem se tornado promissora visando o tratamento de doengas relacionadas com a
neuroinflamagao (Lu et al., 2021).

A RIP IV apresentou, no presente trabalho, similaridade de encaixe com o ERI em
testes in silico, podendo sinalizar a possibilidade de inibi¢do da sinalizagdo via TLR4/MD-2.
Logo, a inativagao de AST, desta forma, pode ser um meio de inibir a acdo neuroinflamatoria.

Diante do pressuposto, uma vez que os farmacos antidepressivos utilizados na pratica
clinica apresentam citotoxicidade comprovada, como ja citado anteriormente, elucidar se a
RIP IV apresenta tal citotoxicidade/citoprotegdo ¢ de suma importancia para averiguar uma
possivel vantagem entre os farmacos disponiveis no mercado.

Para avaliar os padrdes citoprotetores e citotoxicos da RIP IV, testes de viabilidade
celular foram realizados com diversas concentragoes de RIP IV em AST murinos. A literatura
nos traz que, na presenca do LPS, sdo verificadas alteracdes morfologicas em AST,
demonstrando aumento de volume dos corpos celulares, o que pode ser indicativo de lesao
(Xingi et al., 2023). Os dados do presente trabalho corroboram com os achados acima
citados, uma vez que as células expostas ao LPS, foram marcadas com 7-AAD, podendo ser
indicativo de necrose. Ao passo que todas as concentragdoes de RIP IV (15,62; 7,81 e 3,90)
reduziram a marcacdo com 7-AAD das células expostas ao LPS, evidenciando um efeito
citoprotetor.

Em andlise dos eventos apopototicos, a externalizacdo de fosfatidilserina trata-se de
um evento precoce da apoptose, podendo ser relacionada ao reconhecimento por fagdcitos e
consequente remoc¢ao de corpos apoptoticos do tecido. Tal evento € marcado pela ANX que,
na presen¢a de ions cdlcio, liga-se a fosfatidilserina (Kim et al., 2020; Magalhaes et al.,
2022). Analisando os resultados encontrados, ndo houveram eventos apoptoticos
significativos, indicando que o LPS provavelmente atue de forma necrdtica na célula em
estudo.

Tendo como resultado positivo, a RIP IV apresentou-se como uma molécula
antidepressiva, citoproterora e com baixa toxicidade celular. E importante salientar que mais
testes necessitam ser feitos para prover maior robustez com os dados aqui apresentados,
porém o presente trabalho demonstra uma molécula promissora antidepressiva com

viabilidade correlacionada in silico, in vitro € in vivo.
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7 Conclusao

A busca por inovagdes no tratamento farmacologico da depressdo deve ser incessante.
Novas terapéuticas com melhor eficicia e menos efeitos adversos devem ser buscadas. Diante
do supracitado, o presente estudo buscou avaliar os efeitos da RIP IV frente a sua capacidade
antidepressiva e citoprotetora atuando pela hipotese neuroinflamatéria da depressao. Nos
testes in silico a RIP IV apresentou encaixes semelhantes tanto ao agonista LPX, como ao
antagonista ERI, podendo indicar uma possibilidade de interagdo importante com a proteina
MD-2. Sendo proteina MD-2 crucial para a ativacdo da cascata inflamatoria astrocitaria via
TLR4, a inativagdo da mesma parece ser um alvo interessante para RIP I'V. Novos estudos
correlacionando a RIP IV com a via neuroinflamatéria astrocitaria devem ser encorajados,
uma vez que ela apresentou baixa citotoxicidade quando comparada ao LPS, caracteristicas
estas que alguns antidepressivos ndo possuem. Nos testes comportamentais, sua atividade
antidepressiva e ansiolitica pdde ser atestada e replicada quando a comparamos com outros
trabalhos na literatura. Fazem-se necessarios mais testes visando elucidar, de forma
aprofundada, mecanismos de acdo, interacdes importantes e a translacdo para humanos.
Diante do pressuposto, ¢ possivel afirmar que a RIP IV mostrou-se promissora como uma
potente candidata para auxiliar futuramente os pacientes que carregam o estigma da

depressao.
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