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RESUMO 

 

A depressão e ansiedade são amplamente reconhecidas como alguns dos problemas de saúde 

mental mais urgentes. A neuroinflamação, seus marcadores de estresse oxidativo e o papel de 

células do sistema nervoso central (SNC) são personagens importantes na etiologia das doenças 

neuropsiquiátricas. Nessa perspectiva, emerge a busca por novos candidatos para a 

farmacoterapia através de um posicionamento de drogas já bem caracterizadas. Assim, surge o 

celecoxibe (CLX) como droga promissora já que estudos clínicos vêm demonstrando eficácia 

em seu uso no tratamento de doenças psiquiátricas, sem definir os mecanismos envolvidos. O 

objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do CLX sobre comportamentos, parâmetros 

inflamatórios, oxidativos e alterações celulares em modelos experimentais de neuroinflamação 

induzida por LPS. Foram utilizados camundongos C57BL/6 expostos por 10 dias a injeções 

intraperitoneais de LPS 0,5 mg/kg e tratados por via oral com CLX 20 mg/kg ou escitalopram 

10 mg/kg do 6º ao 10º dia. Foram realizados testes comportamentais de avaliação da atividade 

locomotora (campo aberto), preditivos de comportando tipo-depressivo (nado forçado, 

preferência por sacarose, splash test), tipo-ansioso (placa perfurada, labirinto em cruz elevada) 

e avaliação da memória (labirinto em Y). Foram mensuradas IL-1β, IL-6, TNF e marcadores 

de estresse oxidativo (nitrito, TBARS e GSH) no hipocampo e córtex pré-frontal. Nos ensaios 

in vitro, astrócitos e células PC12 foram desafiadas por LPS 50µg/ml e tratadas com CLX 62,5 

e 31,2 µg/mL. Foram realizadas avaliações de viabilidade por redução do MTT, dos 

mecanismos de morte celular por marcação de Iodeto de Propídio e Anexina V, de alterações 

morfológicas por meio de microscopia eletrônica de varredura, da produção de espécies reativas 

de oxigênio (ensaio com DCF) e do potencial transmembrânico mitocondrial (ensaio com 

Rodamina). Os resultados mostraram que CLX proporcionou melhora neurocomportamental, 

diminuição de espécies reativas de oxigênio (EROs) e neuroinflamação. CLX reduziu a morte 

astrócitos e células PC12, assim como reverteu alterações morfológicas promovidas por LPS. 

CLX reverteu a disfunção mitocondrial de astrócitos e diminuiu a produção de EROs em ambos 

os tipos celulares. Dessa forma, as repercussões neurocomportamentais e celulares da 

neuroinflamação e mecanismos de atuação do CLX  foram melhor compreendidas, apontando 

um caminho promissor para a droga no tratamento dos transtornos de humor. 

 

Palavras-chave: Neuroinflamação; Depressão; Ansiedade; Astrócitos; Células PC12; 

Celecoxibe. 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

CELECOXIB ACTIVITY IN A NEUROINFLAMATION MODEL: EVALUATION OF 

BEHAVIORAL, INFLAMMATORY, OXIDATIVE PARAMETERS AND 

REPERCUSSIONS IN ASTROCYTES AND PC12 CELLS 

Depression and anxiety are widely recognized as some of the most urgent mental health 

problems. Neuroinflammation, its oxidative stress markers, and the role of central nervous 

system (CNS) cells are important factors in the etiology of neuropsychiatric diseases. From this 

perspective, the search for new candidates for pharmacotherapy emerges through the 

repositioning of already well-characterized drugs. Thus, celecoxib (CLX) appears as a 

promising drug, as clinical studies have demonstrated its efficacy in the treatment of psychiatric 

disorders, although the mechanisms involved have not been defined. The objective of this work 

was to evaluate the effects of CLX on behavior, inflammatory and oxidative parameters, and 

cellular alterations in experimental models of LPS-induced neuroinflammation. C57BL/6 mice 

were exposed for 10 days to intraperitoneal injections of LPS 0.5 mg/kg and treated orally with 

CLX 20 mg/kg or escitalopram 10 mg/kg from the 6th to the 10th day. Behavioral tests were 

performed to assess locomotor activity (open field), predictive of depression-like behavior 

(forced swim, sucrose preference, splash test), anxiety-like behavior (hole board, elevated plus 

maze), and memory assessment (Y-maze). IL-1β, IL-6, TNF, and oxidative stress markers 

(nitrite, TBARS, and GSH) were measured in the hippocampus and prefrontal cortex. In in vitro 

assays, astrocytes and PC12 cells were challenged with LPS 50 µg/mL and treated with CLX 

62.5 and 31.2 µg/mL. Viability was assessed by MTT reduction, mechanisms of cell death by 

Propidium Iodide and Annexin V staining, morphological alterations by scanning electron 

microscopy, production of reactive oxygen species (DCF assay), and mitochondrial membrane 

potential (Rhodamine assay). The results showed that CLX provided neurobehavioral 

improvement, reduction of reactive oxygen species (ROS), and neuroinflammation. CLX 

reduced astrocyte and PC12 cell death, as well as reversed morphological alterations induced 

by LPS. CLX also reversed mitochondrial dysfunction in astrocytes and decreased ROS 

production in both cell types. Therefore, the neurobehavioral and cellular repercussions of 

neuroinflammation and the mechanisms of CLX action were better understood, indicating a 

promising pathway for this drug in the treatment of mood disorders. 

Keywords: Neuroinflammation; Depression; Anxiety; Astrocytes; PC12 Cells; Celecoxib. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Dentre os transtornos de humor que mais acometem o mundo, a depressão e a ansiedade 

se destacam como os mais prevalentes e, portanto, geram as consequências mais graves à saúde 

pública global (FAN et al., 2025). 

 Muitos tratamentos para os transtornos mencionados estão disponíveis no mercado. 

Avanços recentes são observados, como por exemplo, o uso de cetamina com efeitos rápidos 

na depressão refratária (ANAND et al., 2023) ou até mesmo a manipulação da microbiota 

humana para fins terapêuticos (GARZONE et al., 2025). 

 De fato, o avanço da ciência na farmacoterapia de doenças que envolvem o Sistema 

Nervoso Central (SNC) tem contemplado e melhorado a vida de milhões de pessoas ao redor 

do mundo. Porém, apesar de todos os esforços, aproximadamente 30% dos pacientes com 

depressão ainda preenchem critérios para depressão resistente ao tratamento (MCINTYRE et 

al., 2023) e 13,7% dos pacientes que sofrem de ansiedade retornam para novos tratamentos em 

até cinco anos (LORIMER et al, 2023). 

 Tentar ultrapassar as novas fronteiras do conhecimento acerca dos transtornos que 

envolvem o SNC parece ser um objetivo comum entre farmacologistas e neurocientistas que se 

debruçam em explorar as teorias mais recentes da depressão e ansiedade, como a teoria 

neuroinflamatória. 

 Sabe-se que a inflamação se comporta como um agente que participa da etiologia de 

várias doenças (ASSLIH; DAMRI; AGAM, 2021), sendo um denominador comum quando se 

busca formas de modular ou suprimir suas ações exacerbadas. Assim, compreender melhor 

como a neuroinflamação (e todos os seus protagonistas moleculares) geram repercussões 

patológicas ao SNC parece ser uma das chaves para avançar no tratamento da depressão e 

ansiedade.  

Diante de tudo isso, como superar o desafio da refratariedade ao tratamento pela 

exploração da teoria inflamatória? Como desenvolver novas drogas assertivas e menos 

dispendiosas em uma cadeia de produção que exige anos de empenho e financiamentos 

bilionários? Perguntas como essas instigam pesquisadores do mundo inteiro e não poderia ser 

diferente no Laboratório de Neuropsicofarmacologia da Universidade Federal do Ceará. Em 

2024, publicamos um estudo que deu o pontapé inicial para a presente tese de doutorado: um 

screening dos efeitos de dois inibidores seletivos da enzima ciclooxigenase-2: o celecoxibe e o 

etoricoxibe em um modelo de neuroinflamação (SILVA et al., 2024).  
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Os resultados promissores obtidos no estudo, o crescente número de ensaios clínicos 

que utilizam anti-inflamatórios para tratamento de doenças ligadas ao SNC (GONG et al., 2025) 

e a possibilidade de reposicionar um medicamento já existente, resultaram na necessidade de 

continuar as pesquisas com esse tema.  

A presente tese de doutorado possui como um dos objetivos aprimorar a compreensão 

das repercussões da neuroinflamação e do tratamento com celecoxibe nesse contexto. Para isso, 

foram avaliados comportamentos tipo-depressivos e ansiosos, mensurados parâmetros 

inflamatórios e oxidativos, além de destacar as avaliações dos impactos nos astrócitos e células 

semelhantes aos neurônios, incluindo suas organelas, como as mitocôndrias. 

Desta forma, os próximos tópicos trazem um rico referencial teórico para embasar as 

metodologias, resultados e discussões obtidos neste trabalho. O conjunto de todos os objetos 

aqui elencados ratifica a relevância de estudar um tema tão contemporâneo, cujas perspectivas 

ainda precisam ser conhecidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 
 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Aspectos gerais do transtorno depressivo maior (TDM) e do transtorno de ansiedade 

generalizada (TAG) 

 

O transtorno depressivo maior (TDM) é amplamente reconhecido como um dos 

problemas de saúde mental mais urgentes na maioria dos países. O número de casos no mundo 

inteiro aumentou quase 50% nos últimos 30 anos e mais de 264 milhões de pessoas de todas as 

idades possuem a doença atualmente (LIU; HE; YANG; FENG; ZHAO; LYU, 2020). 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), a depressão é uma das 

principais causas de incapacidade física e mental no mundo, um dos principais contribuintes 

para a carga global de doenças, sendo que 5% dos adultos sofrem da doença (OMS, 2023). 

Além disso, gera impactos significativos na economia, os custos econômicos só nos Estados 

Unidos - país que possui dados mais claros - aumentaram 48% nos últimos 10 anos e agora 

ultrapassam os 325 mil milhões de dólares por ano (GREENBERG et al., 2021). A figura 1 traz 

dados importantes sobre a doença reunidos pela OMS. 

 

Figura 1 - Dados epidemiológicos do transtorno depressivo segundo a OMS 

 

 
 

Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) e dados adaptados da 

Organização Mundial da Saúde. Dados disponíveis em: <https://www.who.int/news-room/fact-

sheets/detail/depression>. Acesso em: 23 fev. 2024. 
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Os critérios clínicos de diagnóstico do TDM são definidos pelo Manual Diagnóstico e 

Estatístico de Transtornos Mentais (DSM-5) como um conjunto de sintomas somáticos e não 

somáticos, como insônia, alteração no apetite, retardo psicomotor, ideação suicida, anedonia ou 

sentimentos deprimidos de inutilidade que levam ao comprometimento funcional por pelo 

menos duas semanas (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Ignorar sintomas 

depressivos pode levar a alta mortalidade, uma vez que, a depressão está altamente associada à 

maioria dos suicídios, considerada até a segunda principal causa de morte entre adolescentes 

(SHOREY; NG; WONG, 2021). 

Já o transtorno de ansiedade generalizada (TAG) é o transtorno de ansiedade mais 

frequente, afetando cerca de 5% dos adultos. Os indivíduos com TAG vivenciam um estado 

constante de preocupação e ansiedade na maioria dos dias, desproporcional aos estressores de 

sua vida, os transtornos de ansiedade não apenas criam um gasto econômico significativo ao 

diminuir a produtividade no trabalho, mas também impactam os próprios serviços de saúde, por 

elevarem os custos de tratamento psiquiátrico (HUH et al., 2011). 

O TAG e TDM são doenças prevalentes e debilitantes que frequentemente coexistem 

(SAHA et al., 2020). Em casos graves, o TAG pode estar associado a sintomas incapacitantes, 

prejuízo social e ocupacional e até aumento do risco de suicídio, além de apresentar taxas baixas 

de resposta ao tratamento (REMES et al., 2018). Sabe-se que em pacientes com um episódio 

depressivo maior, os sintomas coexistentes de ansiedade aumentam a gravidade da depressão, 

pioram o comprometimento funcional, reduzem a qualidade de vida e aumentam a carga 

econômica (CULPEPPER, 2016). 

Além disso, os dois transtornos sempre levantaram preocupações na saúde pública e 

durante a recente pandemia de COVID-19 (Coronavírus Disease 2019) provocada pelo vírus 

SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) a prevalência de depressão 

e ansiedade aumentou significativamente (ZHU et al., 2022). As relevantes medidas de saúde 

pública adotadas, estresse e medo atingiram a vida de pessoas, sendo evidente que os efeitos 

psicológicos da pandemia afetaram a saúde mental, inclusive de crianças e adolescentes, 

podendo ter repercussões no futuro (MEHERALI et al., 2021). 

Existem ainda grandes desafios no tratamento desses transtornos, principalmente na 

depressão associada à ansiedade, porque embora existam tratamentos eficazes, muitos pacientes 

não respondem, são incapazes de tolerá-los ou apresentam sintomas de descontinuação quando 

o tratamento é interrompido (STRAWN et al., 2018; GASPERSZ; NAWIJN; LAMERS; 
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PENNINX, 2018). A tabela 1, a seguir, mostra as principais diferenças clínicas em relação ao 

diagnóstico da TAG e TDM. 

 

Tabela 1 - Comparativo entre os diagnósticos de TAG e TDM conforme DSM-5 

Transtorno de ansiedade generalizada Transtorno depressivo maior 

Ansiedade excessiva e preocupação com 

vários eventos ocorreram mais dias do que 

nunca durante pelo menos 6 meses. 

Sintomas principais (≥ 1 necessário para o 

diagnóstico): 

● Humor deprimido; 

● Anedonia ou diminuição acentuada 

do interesse ou prazer. 

O indivíduo possui dificuldade de controlar a 

preocupação. 

Sintomas adicionais: 

● Perda de peso clinicamente 

significativa ou aumento ou 

diminuição do apetite; 

● Insônia ou hipersonia; 

● Agitação ou retardo psicomotor; 

● Fadiga ou perda de energia; 

● Sentimentos de inutilidade ou culpa 

excessiva ou inadequada; 

● Capacidade diminuída de pensar ou 

concentrar-se, ou indecisão; 

● Pensamentos recorrentes de morte ou 

ideação suicida. 

A ansiedade e a preocupação estão 

associadas a pelo menos três dos seis 

sintomas seguintes (apenas um sintoma é 

necessário em crianças): 

● Inquietação ou sensação de estar 

tenso ou “no limite”; 

● Estar facilmente cansado; 

● Tendo dificuldade em se concentrar; 

● Irritabilidade; 

● Tensão muscular; 

● Distúrbios de sono. 

Os sintomas causam sofrimento clinicamente 

significativo ou prejuízo nas funções do 

indivíduo. 

A ansiedade, a preocupação ou os sintomas 

físicos associados causam sofrimento ou 

prejuízo clinicamente significativo em áreas 

importantes das funções do indivíduo. 

Os sintomas não são devidos a um fator 

médico/orgânico ou doença. 

A perturbação ou distúrbio não é explicada 

pelo uso de substâncias, condição médica ou 

outro transtorno mental. 

Fonte: Adaptado de Goodwin e Stein (2021). 
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2.2 As bases neurobiológicas da depressão e da ansiedade: um olhar sobre as teorias 

 

O TDM é considerado uma doença multifatorial, com diversas causas, que podem ser 

desde genéticas até teorias postuladas que envolvem estresse, inflamação, entre outras 

etiologias (SHADRINA; BONDARENKO; SLOMINSKY, 2018). 

Além das teorias, já foram identificados também fatores de risco para depressão, que 

incluem história familiar da doença (aproximadamente 35% do risco pode ser considerado 

hereditário), abuso e negligência na infância, ser do sexo feminino e eventos estressores 

recentes. Algumas doenças também aumentam o risco de depressão, com taxas elevadas 

associadas a distúrbios metabólicos, doenças cardiovasculares e doenças autoimunes 

(BEUREL; TOUPS; NEMEROFF, 2020). 

As teorias da depressão incluem a hipótese das monoaminas, a hipótese da depressão 

induzida pelo estresse, a hipótese da neuroinflamação e a da neuroplasticidade, cada uma delas 

possuem pontos fortes e fracos, mas não conseguem sozinhas elucidar completamente todos os 

processos e sintomas do TDM (FILATOVA; SHADRINA; SLOMINSKY, 2021). A figura 2 

exemplifica resumidamente as teorias mais aceitas da depressão.  

 

Figura 2 - Teorias mais aceitas sobre a fisiopatologia da depressão 

 

Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informações adaptadas 

de Filatova, Shadrina e Slominsky (2021). 
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De acordo com a teoria da monoaminas, os sintomas depressivos ocorrem como 

resultado de níveis alterados dos neurotransmissores do tipo monoaminas, são eles: serotonina 

(5-HT), noradrenalina (NA) e /ou dopamina (DA) (PEREZ-CABALLERO et al., 2019). Esta 

teoria foi postulada a partir das evidências que mostram que os antidepressivos aumentam a 

quantidade desses neurotransmissores na fenda sináptica (HAMON; BLIER, 2013). 

Apesar de extensamente aceita, esta teoria não explica todas as causas dos sintomas 

depressivos, ficam lacunas principalmente na explicação da refratariedade na resposta à terapia 

medicamentosa por parte de alguns pacientes e o fato dos antidepressivos só conseguirem 

alcançar a remissão, mas não a recuperação completa (FILATOVA; SHADRINA; 

SLOMINSKY, 2021).  

Além disso, não há evidências claras de que um neurotransmissor seja central na 

etiologia da depressão, inclusive as monoaminas não são as únicas substâncias envolvidas na 

fisiopatologia do TDM (VILLANUEVA, 2013). Dessa forma, um consenso crescente postula 

que a transmissão monoaminérgica alterada não é suficiente para explicar a etiologia dos 

transtornos depressivos (BOKU et al., 2017).  

A desregulação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA), causada principalmente 

por estresse e trauma, também tem sido implicada na patogênese do TDM, uma vez que, o 

estado de hiperatividade do eixo HPA é um dos achados mais consistentes na 

neuroendocrinologia dos transtornos de humor (IOB; KIRSCHBAUM; STEPTOE, 2019). 

Apoiando essa teoria, diversos trabalhos do grupo de pesquisa em 

Neuropsicofarmacologia da Universidade Federal do Ceará (UFC) já demonstraram que o 

hormônio corticosterona em roedores (equivalente ao cortisol nos humanos) - que está 

relacionado ao estresse e a hiperativação do eixo HPA - induz comportamentos semelhantes 

aos da depressão em camundongos (LOPES et al., 2018; CHAVES et al., 2019; (CAPIBARIBE 

et al., 2019; MALLMANN et al., 2021; CHAVES et al., 2020).  

Isso ocorre porque o excesso de cortisol pode ser tóxico para células da glia e para os 

neurônios, podendo diminuir a neurogênese e a neuroplasticidade no córtex pré-frontal (CPF) 

e no hipocampo (HP), o que por sua vez, pode resultar em declínio cognitivo, perda do prazer 

e outros sintomas depressivos (RUSSO; NESTLER, 2013; OTTE et al., 2016). É sabido, 

portanto, que o estresse crônico induz transtornos neuropsicológicos, incluindo depressão e 

ansiedade, por meio da hiperatividade do eixo HPA (LEE et al., 2022). 
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Além das teorias descritas, trabalhos apontam também que o sistema imunológico 

desempenha um papel muito relevante na etiologia da depressão, postulando-se assim, a teoria 

da inflamação a partir do aumento de citocinas (MILENKOVIC et al., 2019; LIU et al., 2016). 

Estudos em humanos e animais já demonstraram que citocinas pró-inflamatórias 

poderiam estar envolvidas no desenvolvimento do TDM (BEUREL; TOUPS; NEMEROFF, 

2020). Níveis aumentados de marcadores pró-inflamatórios, como fator de necrose tumoral 

(TNF), interleucina 1 (IL-1ꞵ) e 6 (IL-6) além da proteína C reativa (PCR), já foram detectados 

de forma aumentada no plasma de pacientes com sintomas depressivos (AZAR; MERCER, 

2013). Outros fatos apoiam a teoria inflamatória da depressão: citocinas administradas em 

pacientes e animais induzem sintomas de depressão; comportamento depressivo ocorre 

frequentemente em pacientes que sofrem de doenças com componente inflamatório; alguns 

tipos de estressores induzem aumento da expressão de citocinas tanto no sangue periférico 

quanto no sistema nervoso central (SNC), alguns antidepressivos têm propriedades anti-

inflamatórias e alguns anti-inflamatórios já demonstraram propriedades antidepressivas 

(YOUNG; BRUNO; POMARA, 2014; HU et al., 2020; FILATOVA; SHADRINA; 

SLOMINSKY, 2021). 

Neste contexto, a micróglia, considerada uma das principais células imunológicas 

residentes do SNC, desempenha um papel importante no desenvolvimento e progressão da 

depressão, porque consegue responder à neuroinflamação desencadeada pelo estresse e, através 

da liberação de citocinas pró-inflamatórias e seus produtos metabólicos, modula a função dos 

neurônios e astrócitos para regular a depressão (JIA; GAO; HU, 2020). Além disso, existe uma 

relação bidirecional entre estresse oxidativo e inflamação. O estresse oxidativo desempenha um 

papel importante do TDM e pesquisas recentes utilizando vários marcadores de estresse 

oxidativo demonstram que as defesas antioxidantes estão diminuídas e espécies reativas de 

oxigênio e nitrogênio são elevadas na depressão (SIPAHI et al., 2023). 

Por sua vez, a teoria neurotrófica da depressão postula que a causa da doença pode ser 

explicada por um mau funcionamento do sistema neurotrófico do cérebro, a partir das ações do 

fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), que desempenha um papel importante no 

crescimento, desenvolvimento e plasticidade neuronal e nas sinapses glutamatérgicas e 

GABAérgicas e, através da modulação da diferenciação neuronal, influencia a 

neurotransmissão serotoninérgica e dopaminérgica. O BDNF é considerado um mediador da 

plasticidade funcional e estrutural no SNC, influenciando a neurogênese no hipocampo 

(COLUCCI-D’AMATO; SPERANZA; VOLPICELLI, 2020). 



31 
 

 

Essa neurogênese, especialmente em adultos, pode aumentar o feedback negativo 

mediado por glicocorticoides no eixo HPA e facilitar a resiliência ao estresse, comprovando a 

importância do BDNF (EGELAND; ZUNSZAIN; PARIANTE, 2015). Dessa forma, a 

diminuição da neurogênese pode ser a base para o desenvolvimento de sintomas semelhantes 

aos da depressão em situações que envolvam agentes estressores. 

Corroborando a teoria neurotrófica, uma diminuição nos níveis de BDNF, seus pró-

peptídeos, genes e receptores já foi detectada em pacientes com TDM  (PANDEY et al., 2010; 

KOJIMA; MATSUI; MIZUI, 2019). Além disso, já foi observado que o aumento do nível de 

cortisol inibiu BDNF, levando à neurodegeneração e, por consequência, ao desenvolvimento 

de sintomas depressivos (CHAUDHURY; LIU; HAN, 2015; KUNUGI et al., 2010). 

As teorias apresentadas propõem explicações não somente para os sintomas 

depressivos, mas também para a ansiedade patológica. A ansiedade, por si, é uma reação 

adaptativa e defensiva à ameaça entre espécies. Porém, a ansiedade excessiva pode interferir na 

qualidade de vida do indivíduo (ROBINSON et al., 2019). A ansiedade e a depressão formam 

um grande grupo de transtornos psiquiátricos inter-relacionados e sobrepostos (GOODWIN; 

STEIN, 2021).  

A exposição a fatores estressores tem sido fortemente implicadas na manifestação 

patológica da ansiedade. Na ansiedade aguda, a ativação do eixo HPA é adaptativa, uma vez 

que, o cortisol parece reduzir o medo. Já na ansiedade crônica, o desenvolvimento gradual de 

uma desconexão entre o estressor e as suas consequências comportamentais estabelece seu 

funcionamento normal. Porém, quando esse mecanismo falha, o eixo HPA persiste ativado e 

pode tornar-se prejudicial, diminuindo receptores de monoaminas do hipocampo, prejudicando 

os mecanismos de enfrentamento e induzindo uma baixa tolerância ao estresse crônico, 

contribuindo para a ansiedade patológica, assim como para sintomas depressivos 

(FARAVELLI et al., 2012).  

A diminuição da atividade de BDNF também parece estar relacionada ao 

comportamento semelhante ao da ansiedade em animais (LUCON-XICCATO et al., 2023). Em 

relação à teoria das monoaminas, uma desregulação na atividade desses neurotransmissores 

também foi observada em transtornos de ansiedade, caracterizados principalmente por depleção 

de serotonina e hiperfunção noradrenérgica (CURRAN; CHALASANI, 2012; YAMAMOTO; 

SHINBA; YOSHII, 2013). Inclusive, por isso, há farmacoterapias eficazes tanto para o TAG 

quanto TDM, alguns inibidores seletivos de recaptação de monoaminas são recomendados 
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como terapias medicamentosas de primeira linha para a TAG (DEMARTINI; PATEL; 

FANCHER, 2019). 

Vias fisiológicas que envolvem respostas inflamatórias e de estresse desempenham 

também um papel importante na etiologia da ansiedade (PEIRCE; ALVIÑA, 2019). Estudos de 

pacientes com transtornos de ansiedade relataram níveis aumentados de citocinas pró-

inflamatórias em comparação com indivíduos saudáveis (DUIVIS et al., 2013; O’DONOVAN 

et al., 2010). Em ratos, já foi demonstrado que a ativação de uma resposta imune aumenta os 

comportamentos de ansiedade (SOMINSKY et al., 2013). Também já foi observado que a 

atividade da IL-6 induzida pelo estresse altera a expressão gênica em monócitos e causa 

comportamento semelhante ao da ansiedade em camundongos (NIRAULA et al., 2019). 

 

2.3 A farmacoterapia disponível para os transtornos de humor: das primeiras drogas às 

novas perspectivas 

 

Os transtornos depressivos e de ansiedade são doenças mentais graves que não devem 

ser confundidas com variações normais de humor (CUIJPERS; BEEKMAN; REYNOLDS, 

2012), portanto, exigem tratamento. A psicoterapia é um tratamento não farmacológico de 

primeira linha para a depressão leve a moderada (CUIJPERS et al., 2008), mas muitos pacientes 

também necessitam de farmacoterapia. Diversos tratamentos farmacológicos eficazes no TDM 

também são empregados para o TAG e outros transtornos de ansiedade, fazendo com que a 

escolha de um único tratamento farmacológico eficaz para o TDM e TAG seja uma estratégia 

sensata (FAGAN; BALDWIN, 2023).  

Os inibidores da monoamina oxidase (IMAOs) foram a primeira classe bem estudada 

de drogas direcionados ao tratamento da depressão. São exemplos de IMAOs a fenelzina, 

tranilcipromina e a selegilina (BHAWNA et al., 2022). Os IMAOs previnem a degradação das 

monoaminas (serotonina, norepinefrina e dopamina), porém, estão associados a um perfil de 

efeitos colaterais alto, o que resultou na sua utilização reduzida, sendo assim, não são mais 

considerados um tratamento de primeira linha para a depressão (GREENBERG; TESFAZION; 

ROBINSON, 2012). 

Os antidepressivos tricíclicos (ATCs) foram originalmente comercializados para o 

tratamento da depressão e ansiedade, mas ao longo do tempo seu uso foi redirecionado para 

outras condições. Os ATCs inibem a recaptação de noradrenalina e serotonina, resultando no 

acúmulo desses neurotransmissores na fenda sináptica. Também conseguem bloquear os 

receptores pós-sinápticos de histamina, alfa-adrenérgicos e muscarínicos, causando muitos 
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efeitos adversos, incluindo boca seca, comprometimento cognitivo, hipotensão, ortostase, visão 

turva, retenção urinária, sonolência e sedação (OBATA, 2017). 

 Devido aos efeitos adversos citados e a alta taxa de letalidade em casos de overdose, 

ao longo do tempo essa classe foi amplamente substituída pelos inibidores seletivos da 

recaptação da serotonina (ISRS) e inibidores da recaptação da serotonina-norepinefrina (IRSN) 

no tratamento da depressão. Os ATCs são empregados hoje no tratamento da dor neuropática, 

dor de cabeça, enxaqueca, síndromes gastrointestinais, fibromialgia, insônia e outras condições 

psiquiátricas além da depressão e ansiedade (SCHNEIDER; PATTERSON; JIMENEZ, 2019). 

Atualmente, os ISRS e IRSN são considerados a primeira linha para o tratamento da 

depressão. ISRS, como por exemplo: fluoxetina, sertralina, paroxetina e citalopram atuam 

inibindo a recaptação do neurotransmissor serotonina. IRSN, como duloxetina e venlafaxina, 

atuam impedindo a recaptação de serotonina e norepinefrina (GREENBERG; TESFAZION; 

ROBINSON, 2012). As duas classes são amplamente utilizadas, porém, os seus efeitos podem 

ser variáveis e alguns efeitos adversos como diminuição de libido e aumento de peso podem 

reduzir a capacidade do paciente de tolerar o uso contínuo (FOURNIER et al., 2010). 

Há também a disponibilidade de uso dos antagonistas dos receptores da serotonina, cujo 

principal exemplo é trazodona, considerada uma fenilpiperazina e um derivado da 

triazolopiridina que atua como um antagonista dos receptores da serotonina tipo 2 (5-HT2) e 

dos receptores α-adrenérgicos, também consegue inibir a recaptação de 5-HT (KHOUZAM, 

2016). Além de sua atividade antidepressiva, a trazodona é benéfica no tratamento da insônia, 

transtornos de ansiedade, transtorno de estresse pós-traumático, transtorno obsessivo-

compulsivo, transtornos alimentares e alimentares, transtornos por uso de substâncias, 

distúrbios comportamentais associados à disfunção cognitiva e até distúrbios sexuais (BOSSINI 

et al., 2015).  

Para quadros de depressão moderada a grave, os medicamentos de primeira linha 

geralmente incluem ISRS, IRSN, bupropiona e mirtazapina (KENNEDY et al., 2016). As 

classes mais antigas de antidepressivos, como os tricíclicos e os inibidores da monoamina 

oxidase, apresentam um perfil de risco maior do que os agentes mais novos, por isso são 

normalmente usados apenas se outros agentes forem ineficazes (PARK; ZARATE, 2019). 

Para que ocorra a seleção de um antidepressivo são considerados os efeitos adversos 

conhecidos, os transtornos psiquiátricos coexistentes, sintomas específicos e histórico de 

tratamento (ZIMMERMAN et al., 2004). Um dos objetivos ao escolher a farmacoterapia deve 

ser de minimizar os efeitos adversos, principalmente aqueles que podem exacerbar algum 
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sintoma já existente. Por exemplo, drogas que estão associadas ao aumento da sonolência, como 

mirtazapina e paroxetina, devem ter administração evitada durante o dia, por outro lado, para 

pacientes com insônia, esses medicamentos podem ser prescritos na hora de dormir. Já 

indivíduos com TAG associada são frequentemente tratados com ISRS ou IRSN. A escolha do 

tratamento também deve considerar o histórico anterior do paciente em relação às respostas 

farmacológicas e os custos e possibilidade de acesso do medicamento em um sistema de saúde 

público (SILVERMAN et al., 2015). 

De forma geral, os antidepressivos de primeira linha têm um perfil de efeitos colaterais 

mais tolerados. Um efeito adverso potencialmente grave associado aos ISRS e IRSN é a 

síndrome serotoninérgica, caracterizada por agitação, confusão, febre e tremores que podem 

evoluir para casos graves. Embora esta síndrome seja muito rara, o risco pode ser maior quando 

outros medicamentos que elevam a atividade serotoninérgica são usados em combinação com 

ISRSs e IRSNs (MAITLAND; BAKER, 2022). 

Mais recentemente, reduções rápidas e robustas nos sintomas depressivos foram 

observadas após a administração da escetamina, um antagonista do receptor N-metil-D-

aspartato (NMDA), inclusive em pacientes com depressão refratária (SMITH-APELDOORN 

et al., 2022). Em um grande ensaio clínico publicado recentemente em pacientes com depressão 

resistente ao tratamento, utilizou-se uma apresentação de spray nasal de escetamina associada 

a um ISRS ou IRSN, concluindo que associação foi superior à quetiapina de liberação 

prolongada associada aos mesmos medicamentos (REIF et al., 2023). 

Apesar da promessa da escetamina, ainda há muitos desafios, incluindo o de garantir a 

resposta a longo prazo, preocupações em relação aos efeitos colaterais e o potencial de abuso 

da substância (JELEN; STONE, 2021). De fato, o tratamento com escetamina representa o 

primeiro agente não monoaminérgico com eficácia comprovada de início rápido no TDM, mas 

preocupações sobre a segurança, tolerabilidade e incertezas sobre infraestrutura e pessoal 

apropriados necessários para implementação de um tratamento competente e seguro são 

limitações importantes (MCINTYRE et al., 2021). 

Para driblar todas as questões limitadoras envolvendo um tratamento endovenoso com 

escetamina, foi aprovado no Brasil em 2020 pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) a escetamina via intranasal (vendida comercialmente como Spravato® da Janssen-

Cilag Farmacêutica Ltda) para depressão resistente ao tratamento. A administração via nasal 

tem, entre outras vantagens, maior conforto e simplicidade (CARVALHO; PIMENTA; 

SIMEONI, 2022).  
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Já para o tratamento do TAG, as diretrizes da World Federation of Societies of 

Biological Psychiatry (WFSBP) aconselham como tratamento inicial o uso de inibidores 

seletivos de recaptação de serotonina (ISRS) ou inibidores de recaptação de serotonina-

norepinefrina (IRSN) como primeira linha. Devido a possibilidade potencial de abuso, a 

pregabalina é sugerida como tratamento de segunda linha. Os benzodiazepínicos são 

recomendados apenas como tratamento de primeira linha se os ISRS ou IRSN não forem 

tolerados (FAGAN; BALDWIN, 2023).  

As opções farmacológicas sugeridas após a falha na resposta ao tratamento inicial do 

TAG incluem a mudança para um ISRS ou IRSN diferente, pregabalina, agomelatina, 

vilazodona, buspirona, imipramina, hidroxizina, quetiapina e trazodona. Benzodiazepínicos 

como alprazolam, bromazepam, diazepam e lorazepam são sugeridos após a falha inicial do 

tratamento, desde que o paciente não tenha histórico de abuso por uso dessas substâncias. 

(BALDWIN et al., 2014; BANDELOW et al., 2022). O tratamento farmacológico combinado 

também pode ser sugerido, adicionando a olanzapina ao tratamento com fluoxetina, ou somando 

a pregabalina a um ISRS ou SNRI (FAGAN; BALDWIN, 2023; RICKELS et al., 2012). A 

figura 3 traz os principais agentes antidepressivos e ansiolíticos discutidos neste tópico de forma 

sintetizada, com seus mecanismos farmacológicos e exemplos. 

 

Figura 3 - Principais agentes antidepressivos e ansiolíticos 
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Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informações adaptadas 

de Katzung (2014) e Corriger e Pickering (2019). As figuras alternadas de comprimidos e cápsulas são meramente 

ilustrativas e não representam a forma farmacêutica das drogas comercializadas.  
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2.4 O papel da neuroinflamação e do estresse oxidativo nos transtornos de humor 

 

Estudos confirmam a associação entre inflamação, depressão, ansiedade e outros 

transtornos do humor, em especial em pacientes cujo tratamento é refratário a medicamentos 

convencionais (HAROON et al., 2018; STRAWBRIDGE et al., 2015; OSIMO et al., 2020). 

Além disso, já foi observado que níveis elevados de marcadores inflamatórios estão presentes 

em indivíduos com depressão e o nível de inflamação se correlaciona diretamente com a 

gravidade dos sintomas (KOFOD et al., 2022). Também já foi constatada liberação de 

marcadores pró-inflamatórios e ativação microglial nos cérebros de animais com sinais de 

ansiedade e depressão (MUNSHI et al., 2020; WANG et al., 2018). 

Os mamíferos contam com a proteção do sistema imunológico contra agentes 

infecciosos e outros tipos de agressões. A inflamação representa o resultado da ativação 

imunológica, manifestando-se frequentemente como uma reação localizada desencadeada por 

irritações, lesões ou infecções. Essa resposta é caracterizada por sinais como aumento de 

temperatura, rubor, edema e dor, podendo ser acompanhada por febre. Diversas células e 

mecanismos imunológicos atuam de maneira coordenada para preservar a homeostase, contudo, 

a desregulação dessas ações frequentemente está associada ao desenvolvimento de doenças. 

Evidências sugerem que essa desregulação contribui para transtornos psiquiátricos, incluindo 

depressão e ansiedade (BEUREL; TOUPS; NEMEROFF, 2020). 

Sabe-se, inclusive, que processos inflamatórios iniciados perifericamente podem ter 

implicações diretas no SNC. Citocinas pró-inflamatórias circulantes podem atingir o cérebro e 

ativar a micróglia, levando à neuroinflamação e causando transtornos de humor (HODES et al., 

2015; KÖHLER et al., 2017).  

A produção de citocinas pró-inflamatórias perifericamente pode ocorrer, por exemplo, 

a partir do contato de células com o LPS bacteriano, principalmente através da ativação do 

receptor Toll-like 4 (TLR4). O LPS, um componente da membrana externa de bactérias Gram-

negativas, é reconhecido por um complexo que inclui TLR4, levando à ativação de vias de 

sinalização intracelulares que culminam na produção de citocinas pró-inflamatórias (BARKER; 

WEISS, 2019; VOSS et al., 2016; GUIJARRO-MUÑOZ et al., 2014). 

As citocinas que foram liberadas perifericamente podem percorrer a circulação e chegar 

à barreira hemato-encefálica (BHE), podendo causar a desregulação das junções 

interendoteliais, como as proteínas de adesão e tight junctions, levando a um aumento da 

permeabilidade paracelular (ROCHFORT et al., 2014). A presença de citocinas pró-
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inflamatórias também pode promover a migração transendotelial de células imunes para o 

cérebro, exacerbando a inflamação local (LABUS et al., 2018). 

Nesse contexto, destaca-se no SNC, o papel da micróglia, que é uma célula imune 

especializada do cérebro com funções semelhantes às do macrógago, sendo ativada ao receber 

estímulos. É essencial na modulação sináptica e neurogênese, além de ser também ativada em 

muitas doenças neurodegenerativas e neuropsiquiátricas, promovendo neuroinflamação 

(YIRMIYA; RIMMERMAN; RESHEF, 2015). 

A neuroinflamação, além de acarretar ativação microglial, também causa atrofia de 

astrócitos - célula essencial na sustentação e nutrição de neurônios - e esses eventos estão estão 

envolvidas na disfunção do sistema glutamatérgico encontrada na depressão (a chamada 

excitotoxicidade glutamatérgica), resultando em deficiências na neurogênese e sinaptogênese 

(RÉUS et al., 2015; RÉUS et al., 2018). 

A elevação de citocinas pró-inflamatórias no SNC também está associada à 

consequências neuroendócrinas, como a hiperatividade do eixo HPA, além de disfunção do 

sistema glutamatérgico, comprometimento da neuroplasticidade e alterações no metabolismo 

do triptofano, um aminoácido essencial para a produção de serotonina (PATIL; GAWLI; 

BHATT, 2023; FRIES et al., 2022). Já foi observado que alterações no eixo HPA estão 

associadas a um aumento de citocinas pró-inflamatórias (MALEK et al., 2015). A presença de 

IL-6, por exemplo, aumenta a atividade do eixo HPA, que por sua vez, eleva os níveis de cortisol 

e induz quadros depressivos (ANDERSON et al., 2013). 

Além disso, é sabido que o metabolismo do triptofano e a via da quinurenina também 

estão envolvidos nos transtornos de humor (SIPAHI et al, 2023). A via da quinurenina pode ser 

neuroprotetora por meio da produção de ácido quinurênico (um antagonista do receptor de N-

metil-D-aspartato - NMDA - responsável pela neurotransmissão excitatória) ou neurotóxica por 

meio da geração de ácido quinolínico (um agonista do receptor NMDA), que pode levar à 

excitotoxicidade por glutamato (SCHWARCZ et al., 2012; GUILLEMIN, 2012; BARONE, 

2019). 

Como citado, o neurotransmissor serotonina é sintetizado por meio do catabolismo do 

triptofano (COMAI et al., 2020) e estudos mostram que a inflamação muda a via do catabolismo 

do triptofano para a via neurotóxica da quinurenina, resultando na diminuição da produção de 

serotonina, impactando diretamente no humor e nas emoções do indivíduo (OCONNOR et al., 

2009; HOCHSTRASSER et al., 2011). A figura 4 traz um esquema ilustrativo mostrando os 

caminhos e consequências da inflamação iniciada na periferia até o SNC. 
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Figura 4 - Mecanismos e consequências da neuroinflamação desencadeada por inflamação 

periférica 
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Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informações adaptadas 

de Kouba e colaboradores (2024). 
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Assim, é perceptível que as citocinas desencadeiam inúmeras consequências no SNC. 

A inflamação, seja aguda ou crônica, está ligada à depressão, pois a relação entre citocinas pró-

inflamatórias e esse transtorno de humor tem sido estudada há muito tempo (HAAPAKOSKI 

et al., 2015).  

A IL-1β foi a primeira citocina implicada na etiologia do sickness behavior (conjunto 

de mudanças comportamentais em resposta inflamatória do cérebro, causando fadiga, febre e 

apatia para economizar energia e facilitar a recuperação) e posteriormente associada ao 

transtorno depressivo juntamente com IL-6 e TNF (HARSANYI et al., 2022).   

Já foi demonstrado também que a administração periférica de IL-1β em animais resultou 

em comportamentos ansiosos (MUNSHI; PARRILLI; ROSENKRANZ, 2019). A importância 

desta citocina nos transtornos de humor é mais uma vez ratificada porque a modulação da IL-

1β e de seus receptores, como o uso de antagonistas do receptor de IL-1 (IL-1ra), tem mostrado 

potencial para prevenir comportamentos semelhantes à depressão induzidos pelo estresse (LI et 

al., 2023).  

É relevante lembrar que a IL-1β é um dos principais produtos do inflamassoma NLRP3 

(NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3), um complexo multiproteico 

intracelular que desempenha um papel crucial na neuroinflamação, promovendo a maturação e 

liberação de citocinas pró-inflamatórias. Evidências indicam que indivíduos diagnosticados 

com TDM apresentam uma expressão aumentada dos componentes do inflamassoma NLRP3, 

bem como níveis elevados das citocinas produzidas, em comparação com indivíduos saudáveis 

(KOUBA; GIL-MOHAPEL; RODRIGUES, 2022; XIA et al., 2023). 

A ativação do inflamassoma NLRP3 e a consequente produção de IL1-β tem sido 

amplamente relacionada a processos inflamatórios no SNC, envolvendo a participação de 

neurônios, astrócitos e células da micróglia. Além disso, evidencia-se sua influência sobre o 

eixo microbiota-intestino-cérebro, apontando para um papel modulador na comunicação 

neuroimune. A disfunção desse inflamassoma também pode comprometer a integridade da BHE 

e da barreira epitelial intestinal, favorecendo a translocação de componentes pró-inflamatórios 

e, consequentemente, contribuindo para o desenvolvimento e manutenção da sintomatologia 

depressiva (JAHROMI; RAZI; REZAEI, 2024). 

Além disso, estudos têm demonstrado que mulheres com depressão pós-parto (DPP) 

apresentam níveis aumentados de citocinas pró-inflamatórias, em especial de IL-1β na 

circulação periférica. Essa resposta inflamatória exacerbada pode estar associada à disfunção 

da BHE, possibilitando a entrada de citocinas ou células imunocompetentes no SNC. Esse 
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processo pode desencadear neuroinflamação, favorecendo o surgimento de sintomas 

depressivos nesse contexto específico (WANG et al., 2024). Um estudo anterior também já 

demonstrou que a IL-1β está envolvida na gênese da fadiga durante o período pós-parto — um 

sintoma frequentemente associado à depressão nesse período (CORWIN et al., 2003). 

A interleucina-6 (IL-6), por sua vez, também é uma citocina com propriedades pró-

inflamatórias, cuja relevância tem sido amplamente reconhecida nos estudos sobre os 

transtornos do humor, especialmente a depressão. Evidências indicam que concentrações 

aumentadas de IL-6 estão correlacionadas com maior gravidade dos sintomas depressivos e 

podem desempenhar um papel significativo na modulação da evolução clínica desses sintomas 

ao longo do tempo (EDMONDSON-STAIT et al., 2025).  

Estudos sugerem que a IL-6 pode estar envolvida na patogênese da depressão por meio 

da ativação do eixo HPA, além de exercer influência sobre o metabolismo de 

neurotransmissores relacionados à regulação do humor. Adicionalmente, a IL-6 tem sido 

considerada um potencial biomarcador prognóstico para transtornos mentais, incluindo o 

transtorno depressivo, dada sua associação com alterações neurobiológicas observadas em 

indivíduos acometidos (TING; YANG; TSAI, 2020; GARCÍA-JUÁREZ; CAMACHO-

MORALES, 2022).  

Além da IL-1β e IL-6, níveis séricos elevados de TNF estão associados a uma maior 

probabilidade de transtorno depressivo maior (DAS et al., 2021). Importante ressaltar que, em 

1998, o nome oficial desta citocina foi alterado para TNF (sem a presença da letra grega alfa - 

α) (GRIMSTAD, 2016), termo oficial que será adotado nesta tese, embora a maioria dos 

trabalhos ainda use a terminologia desatualizada. 

A literatura aponta que concentrações aumentadas de TNF estão associadas a alterações 

comportamentais e cognitivas, incluindo impacto na reatividade emocional e no agravamento 

de sintomas depressivos (UZZAN; AZAB, 2021). Inclusive, a utilização de antagonistas de 

TNF, como o infliximabe, tem se mostrado eficaz na atenuação de alterações comportamentais 

induzidas por mecanismos relacionados ao estresse e à inflamação. Esses achados reforçam o 

potencial terapêutico desses agentes no manejo de transtornos do humor, especialmente em 

subgrupos de pacientes com perfil inflamatório elevado (LU et al., 2023). 

Adicionalmente, investigações envolvendo receptores solúveis de TNF em transtornos 

psiquiátricos graves, como o transtorno bipolar e a depressão maior, têm demonstrado elevações 

significativas desses receptores. Esses achados fortalecem a hipótese de uma disfunção 

imunoinflamatória subjacente a esses quadros, sugerindo um envolvimento ativo do TNF nas 
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desordens do humor (GOH; TANG; TEE, 2023).  A figura 5 traz as citocinas citadas e suas 

principais características frente aos transtornos de humor. 

 

Figura 5 - Principais citocinas pró-inflamatórias relacionadas aos transtornos de humor e suas 

características 

Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informações adaptadas 

de Harsanyi e colaboradores (2022). 

 

Além das ações das citocinas liberadas pela inflamação, o estresse oxidativo também 

pode contribuir diretamente para o surgimento e piora dos transtornos de humor (SIPAHI et al., 

2023). O estresse oxidativo é o desequilíbrio entre espécies reativas e defesas antioxidantes, o 

que leva à oxidação de proteínas, lipídios e ácidos nucleicos. Um maior nível de estresse 

oxidativo é indicativo de maiores espécies reativas de oxigênio circulando no corpo. O alto 
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estresse oxidativo está associado ao início e progressão de diabetes, aterosclerose, transtornos 

do humor e aumento da mortalidade (PALTA et al., 2014). 

A ação de radicais livres, como superóxido e radical hidroxila, ou de moléculas não 

radicalares, como o peróxido de hidrogênio e seus derivados — conhecidos como espécies 

reativas de oxigênio (ERO) e espécies reativas de nitrogênio (RNS) — podem provocar danos 

às células e tecidos. Essas substâncias são geradas naturalmente no organismo durante 

processos metabólicos normais. Em níveis moderados, o estresse oxidativo e os radicais livres 

desempenham funções essenciais na regulação de diversas atividades biológicas, incluindo 

fagocitose, apoptose, fertilização do óvulo, ativação de determinados fatores de transcrição e 

participação em vias de sinalização celular (ĎURAčKOVÁ, 2014). 

Na depressão e ansiedade são observadas concentrações reduzidas de antioxidantes e 

aumento dos níveis de estresse oxidativo (LEONARD; MAES, 2012). O estresse nitrosativo, 

marcado por níveis elevados de nitrito, está implicado em transtornos de humor, como 

depressão e ansiedade, por meio de diversos mecanismos patológicos. Estudos indicam que 

esse tipo de estresse promove a hiper-nitrosilação de proteínas, levando à inativação de enzimas 

essenciais e à disfunção mitocondrial, fatores que colaboram para o desenvolvimento de 

transtornos, como a depressão (MORRIS et al., 2016). 

Pesquisas demonstram que níveis elevados de nitrito na saliva estão relacionados a um 

risco aumentado de desenvolvimento de depressão, apontando o nitrito como um possível 

biomarcador para a detecção precoce dessa condição (LIN; CHE; LI, 2025). Além disso, 

pacientes com depressão apresentam resposta autoimune dirigida ao óxido nítrico, o que 

também sugere que o estresse nitrosativo pode influenciar a modulação imunológica em 

transtornos do humor (SIMEONOVA et al., 2021). 

Já foi demonstrado que a nitrosilação de tirosina, um processo mediado por 

peroxinitrito, foi associada à depressão induzida por estresse, e a inibição desse processo 

conseguiu restaurar comportamentos normais em modelos animais (WILSON et al., 2023). 

Também já é sabido que no cérebro, a expressão da enzima óxido nítrico sintase induzível 

(iNOS) seguida de altos níveis de óxido nítrico (NO), aumentos nas citocinas pró-inflamatórias 

e alterações na morfologia cerebral estão entre os fatores que podem levar a doenças 

psiquiátricas (BISGAARD et al., 2022). 

Assim como o nitrito, outras espécies reativas são capazes de provocar danos. Uma das 

consequências desse estresse oxidativo descontrolado é a lesão de células, tecidos e órgãos. Há 

muito tempo se reconhece que altos níveis de radicais livres ou espécies reativas podem causar 
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danos diretos aos lipídios. Entre os diversos aldeídos que podem ser formados como produtos 

secundários durante essa peroxidação lipídica, o malondialdeído (MDA) se destaca por ser 

amplamente utilizado como um dos principais biomarcadores para peroxidação lipídica devido 

à sua fácil reação com ácido tiobarbitúrico (AYALA; MUÑOZ; ARGÜELLES, 2014). 

Evidências apontam que indivíduos com transtorno depressivo apresentam 

concentrações plasmáticas significativamente aumentadas de MDA em relação a indivíduos 

saudáveis, o que sugere o potencial uso do MDA como um biomarcador indicativo da depressão 

(A ALVAREZ-MON et al., 2022; CAMKURT et al., 2016). Uma meta-análise também já 

identificou que pacientes com transtornos bipolar possuem maior probabilidade de apresentar 

níveis mais elevados de MDA e os pacientes após o tratamento medicamentoso apresentaram 

níveis mais baixos do marcador em comparação com o valor basal (CAPUZZI et al., 2022). 

No contexto da ansiedade, concentrações elevadas de MDA também estão relacionadas 

à ansiedade pós-acidente vascular cerebral (AVC). Indivíduos que desenvolvem ansiedade após 

um AVC exibem níveis séricos de MDA significativamente superiores aos observados em 

pacientes sem sintomas ansiosos, sendo o MDA reconhecido como um preditor independente 

dessa condição. Esses achados indicam que a peroxidação lipídica com consequente liberação 

de MDA pode estar envolvida na gênese de sintomas ansiosos após eventos neurológicos 

agudos (LIU et al., 2018). 

Contrabalanceando as espécies reativas que provocam o estresse oxidativo, há a 

participação de principal defesa antioxidante celular, a glutationa reduzida (GSH), que pode 

atuar diretamente como antioxidante para proteger as células contra radicais livres e pró-

oxidantes, e como cofator para enzimas antioxidantes e de desintoxicação, além do seu 

envolvimento em outros processos celulares, como o enovelamento de proteínas, a proteção de 

tiois proteicos contra oxidação e reticulação, a degradação de proteínas com ligações dissulfeto 

e a regulação e proliferação do ciclo celular (AVERILL-BATES, 2023). 

Por tudo que foi exposto, sabe-se que o estresse oxidativo exerce uma influência 

relevante na fisiopatologia da depressão. Nesse contexto, o GSH, principal antioxidante 

presente nos tecidos humanos, está fortemente associado à defesa antioxidante cerebral 

(ZALACHORAS et al., 2020; GAWRYLUK et al., 2010). 

Um estudo que utilizou espectroscopia por ressonância magnética de prótons revelou 

alterações nos níveis de GSH em indivíduos diagnosticados com depressão, quando 

comparados a controles saudáveis (BELL et al., 2024). Também já foi identificada uma redução 

nos níveis de GSH no córtex pré-frontal de pacientes com depressão e transtorno obsessivo-
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compulsivo (TOC) reforçando a hipótese do envolvimento do estresse oxidativo na 

fisiopatologia da depressão, além de uma correlação negativa entre os níveis de GSH e a 

gravidade dos sintomas depressivos e compulsivos (LEE et al., 2025). 

 

2.5 O lipopolissacarídeo (LPS) na neuroinflamação: seu papel na ativação do sistema 

imunológico e nos modelos de transtorno de humor 

 

O lipopolissacarídeo (LPS) é um componente importante da membrana externa em 

bactérias Gram-negativas e desempenha um papel fundamental na patogênese desses 

microrganismos (MALDONADO; SÁ-CORREIA; VALVANO, 2016).  

A molécula LPS tem uma estrutura compreendendo: (1) um lipídio A, a fração 

hidrofóbica que ancora o LPS à face externa da membrana bacteriana; (2) oligossacarídeo 

central, que junto com o lipídio A, contribui para manter a integridade da membrana externa e 

(3) o antígeno O, que é conectado ao oligossacarídeo central e consiste em um polímero feito 

de unidades de oligossacarídeos repetidas em contato direto com o meio externo (WHITFIELD; 

TRENT, 2014). A figura 06 traz a representação simplificada da estrutura do LPS. 

 

Figura 6 - Representação simplificada da estrutura do lipopolissacarídeo de bactérias Gram-

negativas 

 

Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informações de 

Whitfield e Trent (2014). 
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O LPS pode ser reconhecido pelo receptor do tipo toll 4 (TLR4 - Toll-like receptor 4), 

presente na superfície de diferentes células imunes do hospedeiro, como monócitos, 

macrófagos, neutrófilos e células dendríticas. O TLR4 atua na forma de dímero e depende da 

proteína MD-2 (Myeloid Differentiation factor 2) para reconhecer o LPS. Outras proteínas, 

como CD14 (um tipo de receptor de reconhecimento de padrão) e da Proteína de Ligação ao 

Lipopolissacarídeo (LBP, do inglês LPS-binding protein), auxiliam na apresentação do LPS à 

MD-2. Após a ativação pelo LPS, o TLR4 recruta outras moléculas, como a MyD88 (Myeloid 

differentiation primary response 88) - uma proteína adaptadora intracelular essencial na 

transdução de sinais -  para propagar o sinal. Essas moléculas adaptadoras, por sua vez, ativam 

outras proteínas intracelulares (incluindo do tipo quinases) amplificando o sinal e promovendo 

a indução de genes envolvidos na resposta inflamatória (WANG; QUINN, 2010). 

Destaca-se a ativação do Fator Nuclear kappa B (NF-κβ - Nuclear Factor kappa-light-

chain-enhancer of activated B cells), que é um regulador chave da expressão gênica relacionada 

à inflamação em células humanas, e o LPS pode estimular a expressão do NF-κβ ligando-se ao 

TLR4 (XU et al., 2021). 

O LPS e as consequências da ativação do sistema imunológico por ele mediado, podem 

danificar a barreira hemato-encefálica (BHE) por meio de uma variedade de mecanismos, 

assim, a BHE danificada pode promover o desenvolvimento de múltiplas transtornos 

envolvendo o SNC (SWEENEY et al., 2019). 

Nesse sentido, a administração de LPS tem sido utilizada como modelo de indução de 

sintomas semelhantes à depressão e ansiedade em camundongos, sendo comumente usada para 

estudar os mecanismos dos transtornos de humor associados à inflamação e os efeitos 

terapêuticos de medicamentos. Existem vários modelos de indução de sintomas semelhantes 

aos depressivos e ansiosos induzidos por LPS em camundongos, diferindo a partir das 

características dos animais e dos parâmetros metodológicos (YIN et al., 2023) 

No geral, após a administração periférica de LPS, em cerca de 6 horas a produção de 

citocinas pró-inflamatórias leva aos comportamentos de doença (chamado de sickness 

behavior), incluindo febre, falta de apetite e redução da interação social, porém, esse 

comportamento é encerrado por moléculas anti-inflamatórias endógenas. No entanto, quando a 

produção de citocinas pró-inflamatórias continua e a quantidade de citocinas anti-inflamatórias 

produzidas é insuficiente para contrapor a quantidade de citocinas pró-inflamatórias, 

comportamentos semelhantes à depressão e ansiedade são induzidos e atingem o pico máximo 

em aproximadamente 24 horas após a exposição de LPS (SHIRAYAMA et al., 2015). 
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Uma meta-análise realizada por Yan e colaboradores (2023) que analisou modelos de 

depressão induzidos por lipopolissacarídeos em camundongos incluiu 170 estudos publicados 

entre os anos de 2017 e 2022 e constatou uma diversidade de protocolos com tempos de 

administração de LPS diferentes. Alguns incluíam administração única e outros múltiplas 

injeções de LPS para induzir depressão. As doses de LPS de 0,5 mg/kg e 0,83 mg/kg 

administradas por via intraperitoneal foram as mais descritas na literatura. Um total de 6 

sorotipos de LPS foram usados nos estudos, sendo o 055:B5 o sorotipo de LPS mais 

frequentemente usado. 

 

2.6 O papel das células do Sistema Nervoso Central nos transtornos de humor:  destaque 

para os neurônios e astrócitos 

 

O SNC abriga células imunológicas especializadas denominadas micróglias, que 

representam aproximadamente 5% a 10% da população celular total do cérebro. Essas células 

desempenham funções análogas às dos macrófagos. Suas principais atribuições envolvem a 

preservação da homeostase cerebral e a atuação imediata frente a injúrias ou processos 

infecciosos. A micróglia é capaz de adotar diversos perfis de ativação em resposta a diferentes 

sinais ambientais. Além disso, sua ativação tem sido observada em diversas condições 

neurodegenerativas e transtornos neuropsiquiátricos, nos quais pode contribuir para a 

progressão da patologia por meio da indução de respostas neuroinflamatórias (BEUREL; 

TOUPS; NEMEROFF, 2020). 

De fato, esse tipo de célula é considerada uma das mais importantes no contexto da 

neuroinflamação. No entanto, é válido lembrar que, embora citocinas pró-inflamatórias sejam 

produzidas predominantemente por células imunes, incluindo a microglia no SNC, outras 

células do SNC, como neurônios e astrócitos, também produzem essas substâncias, obtendo 

também um papel fundamental no contexto da neuroinflamação (MACGILLIVRAY; 

KOLLMANN, 2014).  

Sabe-se que a toxicidade neural excitatória, a deficiência de monoaminas, a autofagia e 

a apoptose de neurônios são processos envolvidos no início da depressão (SHU et al., 2019;  

LUDKA et al., 2016). Nesse contexto, a autofagia consiste em um mecanismo celular essencial 

pelo qual componentes citoplasmáticos, como proteínas e organelas danificadas, são 

degradados e reciclados através da via lisossomal. Esse processo contribui para a geração de 

energia, preservação da homeostase celular e regulação de eventos fundamentais como a 

sobrevivência e a morte celular (FLEMING; RUBINSZTEIN, 2020).  
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A morte por apoptose de células neuronais atenua a neurogênese hipocampal adulta e 

induz comportamentos depressivos e defeitos cognitivos, sugerindo que a autofagia aberrante e 

a consequente apoptose de neurônios é um gatilho para o surgimento do comportamento 

depressivo (JUNG et al., 2019). A autofagia hipocampal, inclusive, é capaz de diminuir a 

expressão de BDNF e induzir comportamento depressivo em animais experimentais (ZHANG 

et al., 2020). 

Nesse sentido, para estudar os mecanismos de morte celular de neurônios é muito 

comum utilizar experimentos in vitro em laboratório. A linhagem celular PC12 (PC - 

Pheochromocytoma Cells) é uma das mais comumente usadas em pesquisas em neurociência, 

incluindo estudos sobre neurotoxicidade, neuroproteção, neurosecreção, neuroinflamação e 

sinaptogênese (WIATRAK et al., 2020). 

As células de feocromocitoma de rato PC12 oferecem um modelo amplamente utilizado 

em neurobiologia, pois exibem algumas características de neurônios dopaminérgicos maduros 

(WANG et al., 2015).  Embora essas linhas celulares se originem de um feocromocitoma da 

medula adrenal de rato, elas foram amplamente caracterizadas para neurossecreção 

(catecolaminas, dopamina e norepinefrina) e a presença de canais iônicos e receptores de 

neurotransmissores (WESTERINK; EWING, 2007). 

Além dos neurônios, os astrócitos também possuem papel relevante nas funções do 

SNC. Por muitos anos, a principal função dos astrócitos foi considerada apenas de suporte 

passivo dos neurônios. Porém, atualmente, sabe-se que os astrócitos têm um papel importante 

tanto no funcionamento normal do SNC quanto no desenvolvimento de diversas patologias 

(VERKHRATSKY et al., 2019). Ao contrário de um suporte passivo, os astrócitos participam 

ativamente no processamento de informações através da interação com neurônios e sinapses. 

Um dos mecanismos mais estudados desta interação é a liberação de suas próprias moléculas 

de sinalização, denominadas gliotransmissores (DURKEE et al., 2021). 

Especialmente no córtex pré-frontal, os astrócitos estão criticamente envolvidos no 

desenvolvimento da depressão. O estresse pode alterar a função dos astrócitos, podendo resultar 

em sua apoptose. O sistema BDNF-TrkB (via de sinalização neurotrófica em que o BDNF se 

liga ao seu receptor TrkB, promovendo neuroplasticidade, sobrevivência neuronal e função 

sináptica) não só desempenha um papel fundamental na depressão e na normalização da 

resposta ao estresse, como também parece ser um fator importante no funcionamento dos 

astrócitos (DOLOTOV et al., 2022). 
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Além disso, os astrócitos são uma fonte de fatores neurotróficos, podendo regular a 

transmissão sináptica e os níveis de neurotransmissores na fenda sináptica. Assim, os astrócitos 

são atores-chave nos processos, cuja desregulamentação é considerada um componente 

importante da patogênese da depressão. (QUESSEVEUR; GARDIER; GUIARD, 2013; 

MURPHY‐ROYAL; GORDON; BAINS, 2019; ZHOU et al., 2019). 

Entre as funções mais relevantes dos astrócitos, além de fornecerem suporte estrutural 

aos neurônios, destaca-se a expressão e secreção de fatores neurotróficos que regulam o 

funcionamento e a viabilidade dos neurônios, como já citado o BDNF, mas também o FGF 

(fator de crescimento de fibroblastos) o NGF (fator de crescimento nervoso) e o GDNF (fator 

neurotrófico derivado de células gliais) (PÖYHÖNEN; ER; DOMANSKYI; AIRAVAARA, 

2019). 

Sendo assim, os astrócitos também estão diretamente envolvidos na regulação do humor 

e, quando seu funcionamento é prejudicado devido a neuroinflamação, podem surgir sintomas 

semelhantes aos da depressão. Além disso, o estresse pode causar uma resposta inflamatória 

primária própria dos astrócitos, o que também pode contribuir para o desenvolvimento de 

transtornos do humor, como depressão e ansiedade (DOLOTOV et al., 2022). A figura 7 abaixo 

demonstra de forma ilustrativa o neurônio e astrócito no SNC. 

 

Figura 7 - Representação ilustrativa da morfologia de um neurônio (A) e astrócito (B) humanos 

que compõem o Sistema Nervoso Central 

Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com). 
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2.7 Disfunções mitocondriais sob o cenário dos transtornos de humor: perspectivas 

neurobiológicas e funcionais 

 

As mitocôndrias são organelas celulares encontradas em quase todas as células 

eucarióticas. São mais conhecidas por desempenhar um papel fundamental na produção de 

energia e por estarem envolvidas em atividades fisiológicas essenciais, como metabolismo 

energético e sobrevivência celular (IWATA et al., 2023). 

Sabe-se que a disfunção mitocondrial não apenas prejudica a produção de energia, mas 

também pode estar relacionada a distúrbios metabólicos e neuropsiquiátricos, como a depressão 

e ansiedade (BÜTTIKER et al., 2023). 

As mitocôndrias desempenham um papel fundamental na preservação da integridade 

dos neurônios, exercendo diversas funções cruciais, especialmente na regulação do 

metabolismo celular e na mediação de mecanismos que determinam a sobrevivência ou morte 

celular. Assim, lesões mitocondriais ou falhas funcionais estão fortemente relacionadas ao 

desenvolvimento de distúrbios neurológicos (BADER; WINKLHOFER, 2020).  

Sabe-se também que a disfunção mitocondrial induz inflamação, enquanto a inflamação 

também resulta em disfunção mitocondrial (WILKINS; SWERDLOW, 2015). Além disso, a 

disfunção da mitocôndria está diretamente associada ao aumento dos níveis de estresse 

oxidativo (VAVÁKOVÁ; ĎURAčKOVÁ; TREBATICKÁ, 2015). 

Inclusive, o estresse promove a ativação do eixo HPA, resultando em níveis elevados 

de glicocorticoides que exercem efeitos deletérios sobre a função mitocondrial. Esse impacto 

negativo inclui danos ao DNA mitocondrial, disfunções na cadeia transportadora de elétrons e 

aumento na geração de espécies reativas de oxigênio. Tais alterações desencadeiam cascatas 

inflamatórias e comprometem a neuroplasticidade, processos fundamentais na fisiopatologia 

dos transtornos do humor (MORELLA; BRAMBILLA; MORÈ, 2022). 

É importante destacar que as mitocôndrias desempenham um papel essencial no 

funcionamento cerebral, uma vez que o cérebro possui uma elevada demanda energética e uma 

capacidade limitada de armazenar energia na forma de glicogênio. Considerando que mais de 

95% do ATP cerebral é gerado a partir do metabolismo da glicose, torna-se plausível a hipótese 

de que a redução nos níveis de ATP, decorrente de disfunções mitocondriais, esteja 

profundamente associada ao desenvolvimento de diversas enfermidades neurológicas, 

incluindo a depressão (WANG et al., 2023; GłOMBIK et al., 2023). 
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Interessante destacar que alguns estudos demonstram que pacientes com diabetes têm 

maior risco de depressão, e a ocorrência de diabetes mellitus e depressão pode estar associada 

ao metabolismo anormal da glicose e à subsequente diminuição do ATP no cérebro, mostrando 

também a importância do metabolismo energético e das mitocôndrias em doenças ligadas ao 

SNC (DELANOGARE et al., 2022; RUEGSEGGER et al., 2019). 

De fato, a dinâmica mitocondrial — compreendida como os processos de fusão, fissão, 

biogênese e mitofagia — é crucial para a manutenção de uma população mitocondrial saudável. 

Disfunções nesses processos levam ao acúmulo de mitocôndrias danificadas, aumento do 

estresse oxidativo e inflamação, todos implicados na patogênese da depressão e ansiedade 

(PAPAGEORGIOU; FILIOU, 2024). 

Dessa forma, a literatura sustenta que a disfunção mitocondrial contribui de forma 

multifatorial para a etiologia e manutenção dos transtornos do humor, afetando desde a 

bioenergética e a dinâmica mitocondrial até a regulação do estresse oxidativo, inflamação e 

neurotransmissão. A restauração da função mitocondrial emerge como um alvo terapêutico 

promissor para depressão e ansiedade (CIUBUC-BATCU et al., 2024). A figura 8 resume os 

principais fatos relacionados às mitocôndrias e os transtornos que afetam o SNC. 

 

Figura 8 - Relações entre a mitocôndria, suas funções e transtornos do Sistema Nervoso Central 

Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informações de Jiang, 

Wang e Sheng (2024). 
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2.8 A ciclooxigenase-2 e sua interface com os transtornos de humor de etiologia 

neuroinflamatória: o protagonismo do celecoxibe 

 

A inflamação no SNC está geralmente associada à atuação de duas isoformas da enzima 

cicloxigenase: COX-1 e COX-2. A COX-1 encontra-se constitutivamente expressa em 

neurônios localizados no córtex pré-frontal e no hipocampo, enquanto a COX-2 é induzida e 

amplamente superexpressa em resposta a processos inflamatórios, tanto na microglia quanto 

em neurônios ativados. Durante a neuroinflamação, diversos mediadores inflamatórios 

promovem a ativação da COX-2, que, por sua vez, catalisa a síntese e liberação de 

prostaglandinas através da via metabólica do ácido araquidônico. Entre essas prostaglandinas, 

destaca-se a prostaglandina E2 (PGE2), cuja atuação é particularmente relevante na ativação da 

microglia e dos macrófagos. Além disso, os receptores de PGE2 são expressos majoritariamente 

nas células da microglia, reforçando o papel central dessa via na amplificação das respostas 

neuroinflamatórias (SIL; GHOSH, 2016). 

A enzima COX-2 desempenha um papel fundamental na mediação de processos 

inflamatórios e está intimamente relacionada à neurobiologia dos transtornos do humor. 

Estudos experimentais e translacionais demonstram que a elevação da expressão de COX-2 no 

SNC, particularmente nas regiões do hipocampo e córtex, correlaciona-se com maior 

vulnerabilidade ao estresse, anedonia e manifestações comportamentais depressivas em 

modelos animais (STREKALOVA et al., 2022; CHEN et al., 2014). 

O aumento da atividade da COX-2 leva à elevação de prostaglandinas pró-inflamatórias, 

como PGE2, e à ativação de vias neuroinflamatórias, que contribuem para disfunção sináptica, 

redução de neurogênese e alterações em neurotransmissores relacionados ao humor (HE et al., 

2022). 

Nesse contexto, o celecoxibe (CLX) é  um anti-inflamatório não esteroidal (AINE) que 

bloqueia seletivamente a atividade da COX-2, reduzindo assim a superativação de mediadores 

inflamatórios que causam neuroinflamação (DEARDORFF; GROSSBERG, 2016). Do ponto 

de vista químico, o CLX é um composto pirazol com nome IUPAC (International Union of 

Pure and Applied Chemistry - União Internacional de Química Pura e Aplicada) de 4-[5-(4-

metilfenil)-3-(trifluormetil)pirazol-1-il]benzenossulfonamida. A seletividade da COX-2, a 

atividade anti-inflamatória e a eficácia in vivo são definidas pela presença de uma fração 

sulfonamida em sua estrutura (HASSAN et al., 2024). Sua estrutura química está representada 

na figura 9. 
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Figura 9 - Estrutura química do celecoxibe 

 
 

Fonte: Adaptado de National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Summary for CID 

2662, Celecoxib (2025). Disponível em: <https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Celecoxib>. Acesso em 

maio de 2025. 

 

O CLX apresenta elevada afinidade por proteínas plasmáticas, principalmente pela 

albumina, com uma taxa de ligação em torno de 97%. Sua biotransformação ocorre 

predominantemente no fígado, mediada pelas enzimas do citocromo P450, especialmente 

CYP2C9 e CYP3A4. Os metabólitos hepáticos resultantes da sua degradação são compostos 

inativos, incluindo derivados hidroxilados, carboxilados e conjugados, os quais são eliminados 

principalmente pela urina e fezes (BAK; KRUPA, 2023). 

No final de 1998, o CLX foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para 

o tratamento sintomático da osteoartrite e da artrite reumatoide em adultos. Este fármaco 

demonstrou eficácia analgésica comparável à de outros anti-inflamatórios não esteroides 

(AINEs), como o diclofenaco e o ibuprofeno. No entanto, destaca-se por apresentar um perfil 

de segurança gastrointestinal mais favorável, com menor incidência de efeitos adversos em 

comparação aos AINEs tradicionalmente utilizados (SIMON et al., 1999). 

O CLX é amplamente utilizado na clínica, porém, é conhecida a sua associação com 

risco aumentado de eventos cardiovasculares trombóticos, incluindo infarto do miocárdio e 

acidente vascular cerebral, especialmente com uso crônico e em pacientes com doença 

cardiovascular pré-existente ou fatores de risco cardiovascular. Este risco é uma preocupação 
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de classe para todos os anti-inflamatórios não esteroides (AINEs), tanto seletivos quanto não 

seletivos, embora o perfil de risco varie entre os diferentes agentes (WHELTON et al., 2006). 

O principal mecanismo proposto para explicar a cardiotoxicidade dos inibidores 

seletivos da COX-2 envolve principalmente a inibição da produção de prostaciclina (PGI₂), um 

eicosanoide com propriedades vasodilatadoras, antiagregantes plaquetárias e protetoras contra 

trombose e aterogênese. A inibição da COX-2 reduz a síntese de PGI₂ no endotélio vascular, 

removendo esse efeito protetor e favorecendo um ambiente pró-trombótico, com maior risco de 

eventos cardiovasculares como infarto do miocárdio e acidente vascular cerebral (ARORA et 

al., 2020). Além disso, a inibição da prostaciclina no rim pode levar à retenção de sódio e água, 

causando hipertensão (SOORIAKUMARAN, 2006). 

No entanto, embora o CLX seja conhecido como medicamento cardiotóxico, estudos 

randomizados de grande escala, como o estudo PRECISION, indicaram que o CLX, quando 

administrado em doses moderadas próximas a 200 mg/dia, apresenta risco cardiovascular 

comparável ao ibuprofeno e ao naproxeno. Esses achados referem-se à incidência de eventos 

cardiovasculares graves — incluindo morte cardiovascular, infarto do miocárdio não fatal e 

acidente vascular cerebral não fatal — em pacientes portadores de osteoartrite ou artrite 

reumatoide com risco cardiovascular elevado. A ocorrência absoluta desses eventos foi 

semelhante entre os grupos tratados com CLX, naproxeno e ibuprofeno, o que sugere que, 

dentro das doses aprovadas, o CLX não implica um risco cardiovascular superior ao de outros 

anti-inflamatórios não esteroidais comumente utilizados (NISSEN et al., 2016; SOLOMON et 

al., 2018). 

Mais recentemente, outros usos clínicos do CLX foram estudados. Trabalhos 

experimentais sugerem que a inibição farmacológica da COX-2, por meio de CLX, pode 

diminuir alguns comportamentos relacionados aos transtornos de humor em modelos animais 

submetidos a estresse ou inflamação sistêmica (MORGAN et al., 2020; GAMBLE-GEORGE 

et al., 2016). Além da depressão e ansiedade, já foi estudado os efeitos do CLX na 

esquizofrenia, demonstrando efeitos benéficos principalmente nos estágios iniciais da doença 

(MARINI et al., 2016). No entanto, em todos os casos, mecanismos celulares e mecanismos de 

ação ainda não foram completamente definidos.  

Um trabalho recente do Laboratório de Neurofarmacologia da Universidade Federal do 

Ceará (UFC) demonstrou que dois inibidores da COX-2 (celecoxibe e etoricoxibe) foram 

capazes de reduzir sintomas semelhantes aos da depressão e ansiedade em camundongos Swiss, 
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sugerindo que a depleção do estresse oxidativo e das citocinas pró-inflamatórias seriam a chave 

para o sucesso terapêutico das drogas estudadas (SILVA et al., 2024). 

Os dados de uma meta-análise indicaram que a administração de 400 mg diários de CLX 

pode exercer efeitos benéficos no tratamento da depressão. O fármaco foi utilizado em regime 

de coadministração com antidepressivos, incluindo sertralina (50 a 200 mg/dia), fluoxetina (40 

mg/dia), escitalopram (20 mg/dia) ou reboxetina (4 a 10 mg/dia). Contudo, os autores 

ressaltaram que nem todos os indivíduos tratados apresentavam níveis anormalmente elevados 

de citocinas pró-inflamatórias, sendo provável que, nesses casos, o CLX não proporcionou 

melhora significativa do quadro depressivo, estando condicionado seu sucesso terapêutico aos 

quadros depressivos associados à inflamação (WANG; WU; WANG, 2022). 

No transtorno bipolar, o CLX também já foi testado e uma revisão concluiu que era mais 

provável atingir a remissão clínica após 6 a 8 semanas de administração adjuvante de CLX 

nesse transtorno (BARTOLI et al., 2021). No transtorno obsessivo compulsivo (TOC), já foi 

demonstrado que a combinação de 400 mg de CLX com 20 mg de fluoxetina por dia mostrou 

uma melhora nos sintomas obsessivos e compulsivos (SAYYAH et al., 2011). 

Dessa forma, inibição seletiva da COX-2 abre vários caminhos para novos alvos 

terapêuticos, uma vez que a inflamação é a fonte de múltiplas doenças neuropsiquiátricas. No 

entanto, esses avanços na farmacoterapia somente serão possíveis após compreender os 

possíveis mecanismos de ação nos transtornos do humor, a atuação da droga a nível celular, 

dentre outros aspectos (BAK; KRUPA, 2023). 
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3 RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

 Considerando a alta prevalência dos transtornos de humor, em especial da depressão e 

ansiedade no mundo, suas consequências na saúde pública global e na economia, além do 

aumento de casos durante e após a recente pandemia de COVID-19 (ZHOU et al., 2025; LIU 

et al., 2024), é essencial que a comunidade científica faça esforços para produzir estudos que 

possam compreender cada vez melhor essas doenças. Consequentemente, o entendimento mais 

amplo proporciona o advento de mais opções terapêuticas. 

Assim, a busca por novas drogas para depressão e ansiedade é essencial, tendo em vista, 

ainda, que a falha na resposta ou remissão ao tratamento farmacológico inicial é comum nesses 

transtornos e já foi estimada em 40-50% em geral (ROY-BYRNE, 2015). 

Nesse sentido, é sabido que o desenvolvimento de novas drogas é um processo que 

demora muitos anos e necessita de uma robusta aplicação financeira. Dessa forma, o 

reposicionamento de fármacos, também denominado reperfilamento ou redescoberta, 

configura-se como uma das estratégias mais promissoras para agilizar o desenvolvimento de 

novas aplicações clínicas para medicamentos já conhecidos. Diversos exemplos bem-sucedidos 

de redescoberta ou de substituição terapêutica de moléculas previamente consideradas 

ineficazes ou inseguras em ensaios iniciais reforçam o interesse na exploração de novas vias 

terapêuticas para esses compostos (BAK; KRUPA, 2023). 

Nessa perspectiva, emerge a busca por novos candidatos para a farmacoterapia da 

depressão e da ansiedade através de um reposicionamento de drogas já bem caracterizadas. A 

descoberta de novos medicamentos com ação sobre a teoria neuroinflamatória é fundamental 

para abordar a heterogeneidade desses transtornos, melhorar as taxas de resposta, tratar 

sintomas refratários e avançar para uma farmacoterapia baseada nesses mecanismos (PATIL; 

GAWLI; BHATT, 2023). 

Nesse cenário, surge o celecoxibe como droga promissora a ser redirecionada para o 

tratamento desses transtornos. Primeiro, devido ao fato de que estudos clínicos vêm 

demonstrando eficácia no uso de celecoxibe no tratamento de doenças psiquiátricas (GEDEK 

et al., 2023; KÖHLER et al., 2014), no entanto, sem definir os reais mecanismos envolvidos no 

potencial sucesso terapêutico. 

Além disso, nosso grupo de pesquisa no Laboratório de Neuropsicofarmacologia da 

Universidade Federal do Ceará, publicou em 2024 um estudo rastreando os efeitos do 

celecoxibe e do etoricoxibe em um modelo de neuroinflamação. O trabalho foi realizado em 

camundongos Swiss e além da melhora dos parâmetros dos testes comportamentais sugestivos 
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de depressão e ansiedade, as drogas testadas também diminuíram os indicadores inflamatórios 

e relacionados ao estresse oxidativo (SILVA et al., 2024). Resolveu-se, portanto, no presente 

trabalho, dar continuidade a este estudo, mudando o cenário e adicionando metodologias mais 

robustas, principalmente relacionadas aos efeitos celulares da droga. 

Já é conhecido que a linhagem de camundongos C57BL/6 é mais suscetível ao 

comportamento depressivo, ao mesmo tempo, parece fornecer dados mais precisos da eficácia 

de medicamentos testados (LUCKI; DALVI; MAYORGA, 2001). Assim, para compreender 

melhor as ações do celecoxibe, optou-se por mudar a linhagem dos animais, incluir mais testes 

comportamentais (in vivo) e de cultura celular (in vitro) de duas importantes células do Sistema 

Nervoso Central: os neurônios e astrócitos. Além disso, estudamos as repercussões da 

neuroinflamação e da droga nas mitocôndrias dessas células, organelas essenciais na 

homeostase do SNC (BÜTTIKER et al., 2023). 

Importante destacar que o uso de modelos animais de indução de comportamentos 

semelhantes à depressão e ansiedade, baseados em neuroinflamação, é ideal para elucidar 

melhor o mecanismo de ação de potenciais drogas antidepressivas (YIN et al., 2023). Por esse 

motivo, é relevante o uso de lipopolissacarídeo como modelo de neuroinflamação neste 

trabalho. 

Portanto, por tudo que foi exposto, compreender melhor como o celecoxibe e o próprio 

lipopolissacarídeo desempenham seus efeitos nos transtornos de humor e suas implicações nos 

neurônios e astrócitos é essencial para avançar no entendimento dessas doenças e propor novas 

farmacoterapias. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 

Avaliar os efeitos do celecoxibe (CLX) sobre comportamentos tipo-depressivos e 

ansiosos, bem como parâmetros inflamatórios, oxidativos e alterações celulares do Sistema 

Nervoso Central em modelos experimentais de neuroinflamação induzida por 

lipopolissacarídeo (LPS) in vivo e in vitro. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

● Avaliar a variação ponderal provocada pelo CLX e LPS nos animais submetidos ao 

modelo de neuroinflamação; 

● Mensurar os efeitos do CLX nos parâmetros relacionados à locomoção e exploração de 

animais submetidos ao modelo de neuroinflamação por LPS; 

● Analisar os efeitos do CLX no comportamento do tipo-depressivo de animais 

submetidos ao modelo de neuroinflamação por LPS; 

● Aferir os efeitos do CLX no comportamento do tipo-ansioso de animais submetidos ao 

modelo de neuroinflamação por LPS; 

● Determinar os efeitos do CLX sobre a memória espacial de trabalho nos animais 

submetidos ao modelo de neuroinflamação por LPS; 

● Verificar os efeitos do CLX em marcadores inflamatórios de áreas cerebrais de animais 

submetidos ao modelo de neuroinflamação por LPS; 

● Definir os efeitos do CLX sobre marcadores de estresse oxidativo de áreas cerebrais de 

animais submetidos ao modelo de neuroinflamação por LPS; 

● Estimar os efeitos do CLX sobre a viabilidade de astrócitos e células PC12; 

● Conhecer os efeitos do CLX sobre os mecanismos de morte celular em astrócitos e 

células PC12 desafiadas por LPS; 

● Visualizar os efeitos do CLX na morfologia estrutural de astrócitos e células PC12 

desafiadas por LPS; 

● Identificar os efeitos do CLX sobre a produção de espécies reativas de oxigênio em 

astrócitos e células PC12 desafiadas por LPS; 



60 
 

● Entender os efeitos de CLX sobre o potencial transmembrânico mitocondrial em 

astrócitos e células PC12 desafiadas por LPS. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Ensaios in vivo 

 

5.1.1 Animais utilizados 

 

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6, com peso variando entre 

17 e 25 g, provenientes do Biotério Prof. Eduardo Torres, vinculado à Faculdade de Medicina 

da Universidade Federal do Ceará (UFC). Os animais foram mantidos em grupos de seis 

indivíduos por caixa, alojados em gaiolas de polipropileno com dimensões de 42 x 20,5 x 20 

cm, e receberam alimentação padrão e água filtrada à vontade. As condições ambientais foram 

controladas, com temperatura média de 24 ± 2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas.  

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos conforme normas éticas para 

o uso de animais em pesquisa, com aprovação prévia da Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) sob o número 7728040422 (ANEXO A). O manejo dos animais seguiu os princípios 

éticos estabelecidos pelo Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratório do National 

Institutes of Health (NIH, 2011). Todos os esforços foram realizados para minimizar o 

sofrimento e reduzir o número de animais utilizados nos experimentos. 

 

5.1.1 Substâncias utilizadas 

 

 O celecoxibe  - CLX (Celebra®, Viatris Pharmaceuticals LLC, Vega Baja, Porto Rico) 

foi diluído em solução salina a 0,9%, formando uma suspensão e administrada por via oral 

através de gavagem, na concentração de 20 mg/kg. A concentração escolhida já foi descrita em 

trabalhos anteriores que utilizaram modelos semelhantes de neuroinflamação (FAN et al., 2013; 

KAIZAKI et al., 2013). 

O escitalopram - ESC (Oxalato de escitalopram, Sanofi Medley Farmacêutica Ltda, 

Campinas, São Paulo, Brasil) também foi preparado em solução salina a 0,9%, formando uma 

suspensão e administrada por via oral através de gavagem, na concentração de 10 mg/kg. A 

escolha da concentração foi baseada em estudos anteriores que utilizaram a droga em modelos 

de depressão (BUSSMANN et al., 2024; MELLO et al., 2021; DIONISIE et al., 2021; 

DRAGON et al., 2025). Todas as suspensões e soluções orais foram administradas em um 

volume de 0,1 ml a cada 10 g de peso corporal do animal.  

Para a indução da neuroinflamação, foi utilizado lipopolissacarídeo (LPS) extraído de 

Escherichia coli, sorotipo 055:B5 (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, EUA), na 
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concentração de 0,5 mg/kg, diluído em solução salina estéril a 0,9% e administrado por via 

intraperitoneal (i.p.) conforme modelo publicado por Silva e colaboradores (2024). 

 

5.1.3 Delineamento experimental 

 

Antes de iniciar o protocolo experimental, os animais foram recebidos no biotério e 

permaneceram por quatorze dias em adaptação. Isso significa que foram mantidas caixas com 

seis camundongos que se ambientalizaram entre si antes do início do modelo. Além disso, foi 

garantida a permanência dos mesmos roedores na mesma caixa durante todo protocolo. Esse 

procedimento possui como objetivo a ambientalização entre animais. 

Após o período de adaptação, foram realizadas administrações intraperitoneais (i.p.) de 

LPS, uma vez por dia durante o período da manhã, por dez dias consecutivos. Do 6º ao 10º dia 

do protocolo, foi incluída a administração oral (v.o.) por gavagem das demais substâncias, uma 

hora após a administração do LPS. A figura 10 mostra o delineamento experimental detalhado. 

 Os grupos experimentais foram divididos da seguinte forma:  

I) Grupo CONTROLE (SAL + SAL): Injeções intraperitoneais (i.p.) de solução salina estéril 

a 0,9% (SAL) durante dez dias consecutivos e, paralelamente, a partir do 6º até o 10º dia, 

administração oral (v.o) por gavagem de solução salina 0,9% (SAL); 

II) Grupo LPS (LPS + SAL): Injeções intraperitoneais (i.p.) de solução de LPS 0,5 mg/kg 

durante dez dias consecutivos e, paralelamente, a partir do 6º até o 10º dia, administração oral 

(v.o) por gavagem de solução salina 0,9% (SAL); 

III) Grupo CLX (LPS + CLX): Injeções intraperitoneais (i.p.) de solução de LPS 0,5 mg/kg 

durante dez dias consecutivos e, paralelamente, a partir do 6º até o 10º dia, administração oral 

(v.o) por gavagem de suspensão de CLX 20 mg/kg; 

IV) Grupo ESC (LPS + ESC): Injeções intraperitoneais (i.p.) de solução de LPS 0,5 mg/kg 

durante dez dias consecutivos e, paralelamente, a partir do 6º até o 10º dia, administração oral 

(v.o) por gavagem de suspensão de ESC 10 mg/kg. 

Vinte e quatro horas após a administração da última substância por via oral, os animais 

passaram pelos testes comportamentais e suas áreas cerebrais foram dissecadas, conforme 

descrito nos próximos tópicos. 

 

 

 

 



63 
 

Figura 10 – Delineamento experimental 

 

Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) conforme modelo 

experimental publicado por Silva e colaboradores (2024). Abreviaturas: SAL: solução salina 0,9%; CLX: 

celecoxibe 20 mg/kg; ESC: escitalopram 10 mg/kg; i.p.: intraperitoneal; v.o.: via oral. 

 

 

5.1.4 Eutanásia e dissecação das áreas cerebrais 

 

Os animais foram eutanasiados por decapitação utilizando guilhotinagem e os cérebros 

retirados e, rapidamente, colocados sobre papel alumínio em uma placa de gelo. A partir disso, 

o hipocampo e córtex pré-frontal foram dissecados e as áreas armazenadas em microtubos de 

centrifugação de plástico devidamente identificados, pesados e conservados a  - 80°C. 

Posteriormente, as áreas foram descongeladas e realizados homogenatos dos tecidos para 

utilização nas determinações de citocinas e marcadores de estresse oxidativo. 

 

5.1.5 Análise ponderal 

 

Ao longo de todo o experimento, a massa corporal dos animais foi cuidadosamente 

monitorada, sendo aferida antes de cada administração das substâncias e registrada diariamente. 
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A variação relativa do peso foi expressa em percentual, calculada por meio da seguinte fórmula: 

(Peso do dia × 100) ÷ Peso inicial 

 

5.1.6 Testes comportamentais para avaliação da locomoção e exploração 

5.1.6.1 Teste do campo aberto 

O teste do campo aberto é amplamente utilizado para a avaliação da atividade 

locomotora e de aspectos relacionados à ansiedade em animais. Por meio desse teste, é possível 

investigar comportamentos semelhantes à ansiedade com base na tendência dos camundongos 

a evitarem áreas abertas, percebidas como potencialmente ameaçadoras. Esse comportamento, 

conhecido como trigmotaxia, refere-se à inclinação dos animais em se orientar e locomover 

preferencialmente em contato com superfícies ou objetos, buscando maior sensação de 

segurança (SEIBENHENER; WOOTEN, 2015; LAMA et al., 2022) 

O protocolo foi realizado em uma caixa de paredes transparentes, com fundo preto, 

divididos em 9 quadrantes. Durante a realização do teste, os camundongos foram posicionados 

no centro da base do aparato e permaneceram livres para explorar o ambiente por um período 

de 5 minutos. Todos os deslocamentos foram registrados em vídeo e posteriormente analisados 

utilizando o software ANY-Maze (Stoelting Co, Wood Dale, Illinois, EUA). 

As variáveis analisadas incluíram: número total de cruzamentos (crossing), número de 

levantamentos verticais (rearing), número de entradas na zona central, tempo na zona central, 

distância percorrida na zona central, número de entradas na zona periférica e o tempo na zona 

periférica. Após cada sessão, o fundo do aparato foi higienizado com álcool a 20% para evitar 

interferências relacionadas a odores residuais. A figura 11 ilustra o teste do campo aberto. 
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Figura 11 - Teste do campo aberto 

 

Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informações de  

Kraeuter, Guest e Sarnyai (2018). 

 

 

5.1.7 Testes comportamentais para avaliação de comportamentos tipo-depressivos 

5.1.7.1 Teste do nado forçado 

O teste de nado forçado é amplamente empregado em pesquisas nas áreas de psicologia 

e neurociência como modelo preditivo para a investigação de comportamentos associados à 

depressão, permitindo avaliar as respostas comportamentais dos animais frente a situações de 

estresse e desamparo (ARMARIO, 2021). 

O protocolo utilizado seguiu a padronização descrita por Porsolt, Bertin e Jalfre (1978), 

no qual os animais foram colocados em um recipiente contendo volume de água suficiente para 

impedir o apoio das patas ao fundo, induzindo-os à natação. Inicialmente, observam-se 

tentativas ativas de fuga, seguidas, após determinado tempo, pela adoção de um comportamento 

de imobilidade, caracterizado por flutuação passiva com movimentos mínimos, suficientes 
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apenas para manter a cabeça fora da água. Esse período de imobilidade é interpretado como um 

marcador comportamental de desamparo e resignação, fenômenos considerados análogos aos 

sintomas depressivos em humanos (BOGDANOVA et al., 2013). 

O teste teve duração total de 6 minutos, sendo os primeiros 2 minutos destinados à 

adaptação ao ambiente aquático. A imobilidade foi cronometrada (em segundos) nos 4 minutos 

finais, por um observador previamente cegado quanto à distribuição dos grupos experimentais. 

Considerou-se como estado de imobilidade a permanência passiva na água, permitindo-se 

apenas discretos movimentos necessários para a sustentação da cabeça acima da superfície. 

Conforme orientação de uma meta-análise que analisou protocolos de exposição ao LPS 

no comportamento semelhante ao depressivo, o teste do nado forçado foi o último a ser 

realizado nos dias de testes comportamentais (YIN et al., 2023). A figura 12 ilustra o teste do 

nado forçado. 

 

Figura 12 - Teste do nado forçado 

 

 

Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informações de  Porsolt, 

Bertin e Jalfre (1978). 
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5.1.7.2 Teste da preferência por sacarose 

A anedonia corresponde à redução ou incapacidade de experimentar sensações 

associadas a atividades prazerosas, sendo considerada um dos principais sintomas 

característicos do transtorno depressivo maior. Para a avaliação desse comportamento em 

roedores, utiliza-se amplamente o teste de preferência por sacarose, considerado um método 

comportamental confiável e validado. Esse teste baseia-se em um paradigma de escolha entre 

duas garrafas, permitindo mensurar a preferência dos animais por uma solução adocicada em 

comparação à água, como um indicativo de anedonia (PRIMO et al., 2023). 

Para a realização deste teste, inicialmente, os animais foram submetidos a uma fase de 

adaptação, na qual tiveram livre acesso, por 24 horas, a duas garrafas contendo solução de 

sacarose a 2%. Em seguida, os camundongos foram mantidos em jejum hídrico por um período 

de 3 horas, ainda agrupados em suas respectivas caixas. Após esse período, foram transferidos 

para gaiolas individuais, onde receberam duas garrafas idênticas, uma contendo solução de 

sacarose a 2% e outra com água, ambas com volume de 100 mL (WULFF et al., 2023; PRIMO 

et al., 2023). 

Após 3 horas de exposição, as garrafas foram retiradas e o volume consumido de cada 

líquido foi aferido utilizando provetas graduadas, possibilitando o cálculo do consumo relativo. 

Posteriormente, os animais foram retornados às suas respectivas gaiolas coletivas. A figura 13 

ilustra a metodologia do teste. 
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Figura 13 - Teste da preferência por sacarose 

 

Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informações de  Primo 

e colaboradores (2023). 
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5.1.7.3 Teste do respingo ou splash test 

 

O teste do respingo ou splash test é um teste comportamental utilizado em modelos 

animais, especialmente em roedores, para avaliar sintomas depressivos, com foco em aspectos 

de autocuidado e motivação. O teste consiste em borrifar uma solução de sacarose diluída no 

dorso do animal, o que normalmente induz o comportamento de grooming (auto limpeza). Em 

animais com fenótipo depressivo, observa-se aumento da latência para iniciar o grooming e/ou 

redução do tempo total gasto nesse comportamento, refletindo apatia, anedonia e prejuízo do 

auto-cuidado, sintomas clássicos da depressão em humanos (HU et al., 2017; DEBLER et al., 

2024). 

Assim, uma solução de sacarose a 10% foi borrifada uma única vez sobre a região dorsal 

de cada camundongo individualizados em caixas. O teste teve duração de 5 minutos após a 

aplicação da solução, durante os quais foram registradas a frequência e a duração total dos 

episódios de grooming. Para evitar a interferência de odores residuais entre os animais 

experimentais, o aparato foi higienizado com solução de etanol a 20% após cada sessão. A 

figura 14 ilustra o teste. 
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Figura 14 - Teste do respingo ou splash test 

 

 
 

Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informações de  Debler 

e colaboradores (2024). 

 

 

5.1.8 Testes comportamentais para avaliação de comportamentos tipo-ansiosos 

 

5.1.8.1 Teste da placa perfurada 

 

O teste da placa perfurada é amplamente utilizado para investigar comportamentos 

exploratórios e indicativos de ansiedade em camundongos expostos a ambientes novos. Nesse 

procedimento, os animais são posicionados em uma arena contendo uma plataforma com 

orifícios distribuídos de maneira uniforme, permitindo múltiplas oportunidades de exploração. 

O parâmetro comportamental central analisado neste teste é a frequência de inserções da cabeça 
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nos orifícios, comportamento conhecido como head dips. Esse tipo de exploração é considerado 

um indicativo da propensão exploratória do animal. De modo geral, uma maior incidência desse 

comportamento está associada a níveis reduzidos de ansiedade, enquanto uma menor frequência 

sugere um aumento nos estados ansiosos (CASARRUBEA et al., 2023). 

Para a realização do experimento, foi utilizado um dispositivo contendo 16 orifícios, 

com os camundongos sendo inicialmente posicionados no centro da plataforma. O principal 

parâmetro avaliado, como mencionado, foi a frequência de head dips contabilizada durante um 

intervalo de 5 minutos (PISULA et al., 2021). A quantificação desse comportamento foi 

realizada por avaliadores cegos quanto à alocação dos grupos experimentais, a fim de garantir 

a imparcialidade das análises. A figura 15 ilustra o teste. 

 

Figura 15 - Teste da placa perfurada 

 

Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informações de  Pisula 

e colaboradores (2021). 
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5.1.8.2 Teste do labirinto em cruz elevada  

 

O Teste do Labirinto em Cruz Elevado é amplamente reconhecido como um dos 

procedimentos comportamentais mais utilizados e de fácil execução para a avaliação de 

comportamentos relacionados à ansiedade em roedores. Este modelo experimental é empregado 

para analisar respostas comportamentais associadas à indução do medo, funcionando como um 

indicativo de estados ansiosos. Além disso, o teste permite a triagem rápida e eficiente de 

substâncias com potencial efeito ansiolítico ou ansiogênico, dispensando a necessidade de 

protocolos complexos ou treinamentos prévios para os animais (HIMANSHU et al., 2020). 

Este ensaio tem como finalidade analisar a influência do padrão exploratório sobre o 

comportamento de risco e os níveis de ansiedade em roedores, conforme descrito por Pellow e 

colaboradores (1985). O dispositivo experimental é composto por uma estrutura elevada a 45 

cm do solo, formada por dois braços abertos (30 × 5 cm) e dois braços fechados, delimitados 

por paredes laterais (30 × 5 × 15 cm), interligados por uma plataforma central (5 × 5 cm). Cada 

animal foi posicionado no centro do labirinto e monitorado por um período de 5 minutos, 

durante o qual foram registrados o tempo de permanência em cada um dos braços e o número 

de entradas tanto nos braços abertos quanto nos fechados.  

Assim, as medidas comportamentais registradas foram: número de entradas nos braços 

abertos (NEBA), tempo de permanência nos braços abertos (TPBA), número de entradas nos 

braços fechados (NEBF) e tempo de permanência nos braços fechados (TPBF), e a partir dessas 

informações, foram determinados o PEBA (Percentual de Entradas nos Braços Abertos) a partir 

da fórmula PEBA: NEBA x100/ (NEBA+NEBF) e o PTBA (Percentual de Tempo nos Braços 

Abertos) a partir da fórmula: PTBA: TPBA x100/ (TPBA + TPBF). Os resultados foram 

expressos em porcentagem (%). A figura 16 demonstra o aparato utilizado no teste. 
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Figura 16 - Teste do labirinto em cruz elevada 

 

Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informações de  Pellow 

e colaboradores (1985). 

 

5.1.9 Teste comportamental para avaliação de memória 

 

5.1.9.1 Teste do labirinto em Y  

 

A avaliação da memória de trabalho foi realizada utilizando o teste do labirinto em Y, 

conforme descrito por Sarter, Bodewitz e Stephens (1988) com modificações. O aparato 

experimental é composto por três braços idênticos (designados A, B e C), cada um medindo 40 

cm de comprimento, 25 cm de altura e 6 cm de largura, dispostos de forma a convergirem em 

ângulos iguais. Cada animal foi inicialmente posicionado no centro do aparato e liberado para 

explorar o ambiente livremente por um período de 8 minutos. Durante essa exploração, foi 

registrada a sequência de entradas nos diferentes braços. Posteriormente, os dados foram 

analisados com o objetivo de identificar o número de entradas em braços distintos, ou seja, sem 

repetição imediata. Considerou-se como alternância correta toda vez que o camundongo 

ingressava em um braço diferente daquele visitado na entrada anterior, sem retornar ao braço 

previamente explorado. Para o resultado, utilizou-se a seguinte fórmula:  
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Alternâncias corretas (%) = (número de alternâncias corretas × 100) ÷ (número total de 

entradas - 2). A figura 17 ilustra o aparato do teste. 

 

Figura 17 - Teste do labirinto em Y 
 

 

Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informações de Sarter, 

Bodewitz e Stephens (1988) 

 

5.1.10 Testes para avaliação de marcadores do estresse oxidativo e nitrosativo 

 

5.1.10.1 Determinação da concentração de nitrito  

 

Foram utilizadas as áreas cerebrais dissecadas (hipocampo e córtex pré-frontal) em 

forma de homogenatos para execução do teste. Com o intuito de investigar os efeitos do 

tratamento farmacológico e da exposição ao LPS sobre a produção de óxido nítrico (NO), 

procedeu-se à quantificação dos níveis de nitrito nos homogenatos teciduais, utilizando o 

método descrito por Green, Tannenbaum e Goldman (1981). Para tal, adicionaram-se 100 µL 

do reagente de Griess — composto por ácido fosfórico a 5%, sulfanilamida a 1% em ácido 
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fosfórico a 5%, NEED a 0,1% e água destilada — a um volume igual do sobrenadante do 

homogenato. As amostras foram incubadas por 10 minutos à temperatura ambiente. 

A curva padrão foi preparada a partir de soluções de nitrito de sódio (NaNO₂), com 

concentrações variando de 0,75 a 100 µM, sob as mesmas condições experimentais. Amostras 

controle (branco) foram obtidas pela adição de 100 µL do reagente de Griess a 100 µL do 

tampão fosfato de potássio monobásico (50 mM, pH 7,4), utilizado na preparação dos 

homogenatos. 

Como não há uma etapa de redução do nitrato a nitrito (geralmente feita com nitrato 

redutase ou outro agente redutor), então a metodologia quantifica apenas nitrito (NO₂⁻). A 

leitura das absorbâncias foi realizada em espectrofotômetro para microplacas, com 

comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos como micromoles de nitrito 

por grama de tecido (µM/g de tecido). 

 

5.1.10.2 Determinação da concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS)  

 

A determinação da concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS, do inglês Thiobarbituric Acid Reactive Substances) é realizada principalmente por 

meio do ensaio de TBARS, que é amplamente utilizado para estimar a peroxidação lipídica, 

especialmente pela quantificação de malondialdeído (MDA), um dos principais produtos finais 

da oxidação de lipídios (LEON; BORGES, 2020). 

Para a determinação dos produtos resultantes da peroxidação lipídica, empregou-se a 

reação do ácido tiobarbitúrico com os homogenatos cerebrais (hipocampo e córtex pré-frontal). 

As amostras foram preparadas a partir de homogenatos a 10% em tampão fosfato de potássio 

monobásico, 50 mM, pH 7,4. Para a análise das TBARS, volumes de 63 μL do homogenato 

foram misturados com 100 μL de ácido perclórico a 35% em microtubos de centrifugação, 

seguidos de centrifugação a 10.000 rpm por 10 minutos, mantida a temperatura de 4°C. Após a 

centrifugação, as alíquotas de 150 μL do sobrenadante foram combinadas com 50 μL de solução 

de ácido tiobarbitúrico a 1,2%, sendo então submetidas a incubação em banho-maria a 95°C 

por 30 minutos.  

A incubação permite que o MDA, presente na amostra, reagisse com o ácido 

tiobarbitúrico, formando um complexo estável de coloração rosa-avermelhada (MDA-TBA₂). 
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A intensidade dessa coloração está diretamente relacionada à concentração de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) na amostra (PAPASTERGIADIS et al., 2012). 

Posteriormente, 150 μL da mistura reacional foram transferidos para uma placa de 

microtitulação de 96 poços, procedendo-se à leitura espectrofotométrica da absorbância a 535 

nm. Os resultados foram expressos em microgramas por grama de tecido (µg/g de tecido). 

 

5.1.10.3 Determinação da concentração de glutationa reduzida (GSH)  

 

A quantificação da glutationa reduzida (GSH) nas regiões cerebrais visa analisar o 

estado antioxidante e o equilíbrio redox do tecido nervoso, sendo considerada um importante 

marcador indireto do estresse oxidativo no cérebro. A GSH desempenha um papel central como 

principal antioxidante intracelular no sistema nervoso central, atuando na neutralização de 

espécies reativas de oxigênio e contribuindo para a manutenção da homeostase redox neural 

(LEE et al., 2025). 

Com o intuito de avaliar a capacidade antioxidante das amostras, os níveis de glutationa 

reduzida (GSH) foram mensurados por meio de um método que explora a interação de grupos 

tiol livres com o reagente de Ellman (DTNB). As amostras de tecido cerebral foram 

homogeneizadas em tampão EDTA 0,02 M (10% p/v) e, posteriormente, tratadas com ácido 

tricloroacético (TCA) a 50% para precipitação de proteínas. Após essa etapa, as amostras foram 

centrifugadas a 3000 rpm, durante 15 minutos. 

O sobrenadante resultante foi adicionado a uma solução de tampão Tris-HCl 0,4 M, pH 

8,9, juntamente com DTNB a 0,01 M, promovendo a formação de um complexo colorido. A 

absorbância deste produto foi medida em espectrofotômetro a 412 nm (BOTTINO et al., 2021). 

A concentração de GSH nas amostras foi calculada a partir de uma curva padrão construída 

com glutationa, sendo os resultados foram expressos em microgramas por grama de tecido 

(µg/g de tecido). 

 
5.1.11 Determinação das concentrações de citocinas pró-inflamatórias 

As áreas cerebrais coletadas (hipocampo e córtex pré-frontal) foram homogeneizadas 

em uma solução tampão PBS contendo inibidores de protease (EMD Biosciences), na 

proporção de 1:8 (peso/volume). Após a homogeneização, as amostras foram centrifugadas a 

10.000 rpm por 5 minutos, e o sobrenadante resultante foi utilizado para as análises 

subsequentes. As concentrações das citocinas IL-1β, IL-6 e TNF foram mensuradas em 50 μL 
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dessas amostras por meio de ensaio imunoenzimático (ELISA), utilizando kits comerciais da 

R&D® Systems (Minneapolis, Minnesota, EUA), seguindo as instruções do fabricante. Os 

resultados foram expressos em pg por grama de tecido (pg/g de tecido). 

 

5.2 Ensaios in vitro 

 

5.2.1 Substâncias e diluições utilizadas 

 

O celecoxibe utilizado foi o mesmo usado para os testes in vivo já descritos. Para uso 

na cultura de células, a droga foi diluída em solução salina tampão fosfato estéril (PBS) com 

objetivo de obter as concentrações desejadas (especificadas adiante no teste do MTT). Já o 

lipopolissacarídeo (LPS) de Escherichia coli, sorotipo 055:B5 também foi o mesmo utilizado 

nos testes in vivo descritos. A concentração de LPS empregada dos testes in vitro foi de 

50µg/ml, dissolvido em PBS. A concentração de LPS utilizada foi selecionada com base em 

dado prévio da literatura (SANGARAN et al., 2021). 

 

5.2.2 Células utilizadas 

 

Neste estudo, foram utilizadas duas linhagens celulares: a linhagem de feocromocitoma 

de rato PC12 (APABCAM, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e uma linhagem de astrócitos murinos, 

previamente isolada e gentilmente cedida pelo grupo de pesquisa da Universidade Federal de 

São Paulo (UNIFESP). 

As células foram cultivadas em frascos de polietileno para cultura celular, com 

capacidade de 250 mL, utilizando os meios de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 

e Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), ambos suplementados com 10% de soro fetal 

bovino (SFB). 

As culturas celulares foram mantidas sob condições controladas, em estufa com 

atmosfera umidificada a 37°C e 5% de gás carbônico (CO₂), sendo o crescimento monitorado 

diariamente por microscopia invertida. Quando as culturas atingiram aproximadamente 80% de 

confluência, as células foram destacadas utilizando solução de tripsina a 0,05% em EDTA a 

0,53 mM. 

Posteriormente, realizou-se a contagem celular com auxílio de uma câmara de 

Neubauer, e a viabilidade foi avaliada através do método de exclusão com corante azul de 

Tripan. As células viáveis foram então semeadas em placas de 24 ou 96 poços, conforme o 

protocolo experimental a ser executado. 
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Os experimentos envolvendo as células, assim como suas manutenções, foram 

realizados em parceria com o Laboratório de Bioprospecção Farmacêutica e Bioquímica Clínica 

(LBFBC) da Universidade Federal do Ceará. 

 

5.2.3 Ensaio de viabilidade por redução do MTT  

 

O ensaio de viabilidade celular utilizando o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólio (MTT) fundamenta-se na capacidade das células metabolicamente ativas de 

converter o sal de tetrazólio MTT, de coloração amarela e solúvel em água, em cristais 

insolúveis de formazan, com tonalidade púrpura. Esse processo ocorre principalmente por ação 

de enzimas mitocondriais, notadamente as NAD(P)H-oxidoredutases, sendo um indicativo da 

atividade metabólica e, consequentemente, da viabilidade celular. Assim, a quantidade de 

formazan gerada é proporcional ao número de células viáveis na amostra (SURIN et al., 2017; 

VAN MEERLOO; KASPERS; CLOOS, 2011). 

Para a realização do ensaio, as culturas celulares foram previamente tratadas com 

concentrações seriadas de CLX: 500, 250, 125, 62,5, 31,2, 15,6 e 7,8 µg/mL. Após um período 

de incubação de 12 horas, o meio foi substituído por 200 μL de solução de MTT a 5 mg/mL, 

sendo as culturas mantidas em incubação por mais 3 horas. Em seguida, o meio foi 

cuidadosamente removido e adicionados 100 μL de dimetilsulfóxido (DMSO) puro, com o 

objetivo de promover a lise celular e a completa solubilização dos cristais de formazan 

formados. As placas foram agitadas por 30 minutos em agitador orbital e, posteriormente, a 

absorbância foi determinada em leitor de microplacas, com comprimento de onda de 595 nm. 

 

 

5.2.4 Avaliação dos mecanismos de morte celular por marcação de Iodeto de Propídio (PI) 

e Anexina V (Ax)  

 

A identificação dos diferentes estágios de morte celular foi realizada utilizando a 

coloração combinada com iodeto de propídio (PI) e anexina V, uma abordagem consolidada 

para discriminar entre células viáveis, apoptóticas (em fases distintas) e necróticas, 

especialmente em ensaios de citometria de fluxo (KUMAR; SANEJA; PANDA, 2021). 

Essa metodologia fundamenta-se em dois eventos celulares principais. O primeiro 

corresponde à exposição da fosfatidilserina, normalmente confinada à face citoplasmática da 

membrana plasmática, que é translocada para a superfície externa durante a fase inicial da 

apoptose. A anexina V, frequentemente conjugada a um fluoróforo como a fluoresceína 
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isotiocianato (FITC), possui elevada afinidade por esse fosfolipídeo, permitindo, na presença 

de cálcio, a identificação de células apoptóticas (WORSLEY; VEALE; MAYNE, 2022; 

KABAKOV; KUDRYAVTSEV; GABAI, 2011). 

O segundo aspecto envolve a integridade da membrana plasmática. O PI é um corante 

que se intercala com o DNA, mas somente atravessa membranas celulares comprometidas, 

característica típica de células em apoptose tardia ou necrose. Assim, células viáveis ou em 

apoptose precoce permanecem impermeáveis ao PI (RIEGER et al., 2011). 

Para a realização do ensaio, as células foram ressuspendidas em 100 μL de tampão de 

ligação, seguido da adição de 5 μL de iodeto de propídio e 5 μL de anexina V, ambos utilizados 

em concentrações de 0,5 mg/mL. A coloração foi realizada com o auxílio de um kit comercial 

(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA). Após incubação de 15 minutos em ambiente 

protegido da luz, foram adicionados 400 μL de tampão de ligação. A aquisição e análise dos 

eventos celulares foram realizadas por citometria de fluxo, utilizando o equipamento 

FACSCalibur (BD Biosciences). As populações celulares foram discriminadas com base na 

ausência de marcação, marcação exclusiva por anexina V ou PI, bem como marcação 

simultânea por ambos os reagentes. A figura 18 demonstra as interpretações das marcações de 

PI e Ax no contexto da morte celular. Já a figura 19 ilustra o princípio da metodologia 

empregada na avaliação da morte celular por marcação de PI e Ax. 

 

Figura 18 - Interpretação das marcações Iodeto de Propídio (PI) e Anexina V (Ax)  no contexto 

da morte celular 

 

Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informações de Kumar, 

Saneja e Panda (2021). A ordem dos quadrantes na figura não representa necessariamente a ordem dos quadrantes 

no gráfico de dispersão da citometria.  
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Figura 19 - Princípio do método de avaliação dos mecanismos de morte celular por marcação 

de Iodeto de Propídio (PI) e Anexina V (Ax)  

 

Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informações de 

Worsley, Veale e Mayne (2022) e Rieger e colaboradores (2011). 



81 
 

5.2.5 Visualização de alterações morfológicas e estruturais por meio da microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) 

 

A Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) é uma técnica sofisticada de análise 

morfológica, que proporciona imagens de alta resolução das superfícies amostrais. Neste 

estudo, a MEV foi empregada com o propósito de examinar os danos induzidos pelo 

lipopolissacarídeo (LPS) e verificar os efeitos protetores promovidos pelo CLX. 

Diferentemente da microscopia óptica, a MEV utiliza um feixe de elétrons, em vez de 

luz visível, para gerar imagens. Esses elétrons são produzidos a partir de um cátodo e 

focalizados sobre a superfície da amostra. A interação do feixe primário com o material resulta 

na dispersão de elétrons, cuja detecção possibilita a reconstrução de imagens tridimensionais 

da morfologia amostral por meio de softwares específicos (FISCHER et al., 2024). 

Para a realização desse procedimento, culturas de células PC12 e astrócitos foram 

mantidas sobre lamínulas de vidro circulares, previamente esterilizadas. Posteriormente, as 

amostras foram fixadas com glutaraldeído a 2,5% em tampão de 0,1 M (pH 7,2), permanecendo 

nesta solução por 2 horas, à temperatura ambiente. O processo de desidratação foi conduzido 

através de uma série crescente de concentrações de etanol. Após a desidratação, as amostras 

receberam um revestimento metálico de ouro, com espessura de aproximadamente 20 nm, 

utilizando um sistema de pulverização iônica (QT150 ES-Quorum). Finalmente, a avaliação 

morfológica foi realizada em um microscópio eletrônico de varredura modelo Quanta 450 FEG-

FEI (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). 

Os experimentos com o MEV foram realizados em parceria com a Central Analítica da 

Universidade Federal do Ceará. 

 

5.2.6 Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio por fluorescência de DCF  

 

A quantificação intracelular de espécies reativas de oxigênio foi realizada utilizando o 

corante 2',7'-diclorodihidrofluoresceína diacetato (DCFH-DA), um método amplamente 

empregado para essa finalidade em diversos modelos celulares (ROBLES et al., 2020). 

O DCFH-DA é um composto lipofílico e não fluorescente, capaz de atravessar 

livremente a membrana plasmática. Uma vez no interior da célula, sofre hidrólise enzimática 

por esterases citosólicas, que removem os grupos acetato e convertem o DCFH-DA na forma 

polar de diclorodihidrofluoresceína (DCFH). Esta molécula permanece no citosol, onde é 
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subsequentemente oxidada por EROs — principalmente peróxidos, como o H₂O₂ — gerando o 

composto fluorescente diclorofluoresceína (DCF). A intensidade de fluorescência emitida é 

diretamente proporcional ao nível de EROs presentes na célula (VAGLIENTI et al., 2022; 

GRIENDLING et al., 2016). 

Para a marcação celular, 5 μL da solução estoque de DCFH-DA (obtendo uma 

concentração final de 20 μM) foram adicionados aos poços de uma placa de 24 poços, contendo 

as culturas celulares, 3 horas após o início do tratamento com CLX. Após completar 12 horas 

de incubação, as células foram cuidadosamente lavadas com tampão PBS, removidas por 

tripsinização e o pellet celular preparado para análise em citômetro de fluxo. 

Durante a citometria, foi mensurada a intensidade média de fluorescência verde, 

resultante da oxidação do DCFH durante a explosão respiratória. A análise baseou-se na 

intensidade relativa de fluorescência, obtida a partir dos valores absolutos de emissão 

fluorescente. Esses dados foram expressos como média geométrica, sendo atribuído o valor 1,0 

ao grupo controle. Os demais grupos experimentais receberam valores proporcionais em relação 

a este parâmetro de referência. 

 

5.2.7 Avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial por detecção de Rodamina 123 

(Rho123) 

 

A determinação do potencial transmembrânico mitocondrial (ΔΨm) foi realizada 

utilizando o corante catiônico lipofílico Rodamina 123 (Rho123), que se acumula de forma 

seletiva na matriz mitocondrial, impulsionado pelo gradiente eletroquímico estabelecido pela 

cadeia transportadora de elétrons. Essa técnica é amplamente utilizada para avaliação funcional 

mitocondrial em células vivas ou mitocôndrias isoladas, com análise por citometria de fluxo 

(ESTERAS et al., 2020). 

O princípio do método baseia-se na capacidade da Rho123 de atravessar as membranas 

celulares e se concentrar nas mitocôndrias de maneira diretamente proporcional ao ΔΨm, sendo 

que um potencial elevado favorece maior acúmulo do corante. Quando há disfunção 

mitocondrial, ocorre despolarização da membrana interna, ou seja, o gradiente eletroquímico 

diminui ou desaparece. Sem o gradiente, a força motriz para o acúmulo do corante se perde, 

resultando na redução da concentração de Rho123 dentro das mitocôndrias (ZOROVA et al., 

2022). Na disfunção mitocondrial também pode ocorrer o aumento do fornecimento de 

oxigênio, impactando significativamente a função da organela, incluindo o ΔΨm. A exposição 
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a níveis elevados de oxigênio pode aumentar o ΔΨm, ou seja, causar hiperpolarização e também 

retenção de Rho123 (DUGUEZ et al., 2012). 

Na execução do experimento, após o tratamento com CLX por 24 horas, as culturas 

celulares foram lavadas com tampão fosfato salino (PBS), dissociadas por tripsinização e 

centrifugadas para obtenção do pellet celular. A seguir, as células foram incubadas com 

Rho123, na concentração final de 10 μg/mL, durante 30 minutos, protegidas da luz. 

Posteriormente, as amostras foram processadas em citômetro de fluxo, utilizando excitação a 

488 nm e detecção da emissão no espectro de 563 a 606 nm, possibilitando a quantificação da 

fluorescência relacionada ao acúmulo mitocondrial de Rho123 e, consequentemente, a 

avaliação do ΔΨm. A figura 20 mostra o princípio da avaliação do potencial transmembrânico 

mitocondrial por detecção de Rho123. 

 

Figura 20 - Princípio da avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial por detecção de 

Rho123 

 

Fonte: Figura criada pelo próprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informações de Zorova 

e colaboradores (2022) e Duguez e colaboradores (2012). 
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5.3 Análise estatística 

 

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism, versão 8.0 para 

Windows (GraphPad Software®, San Diego, CA, EUA). Inicialmente, foi aplicado o teste de 

Shapiro-Wilk, com o objetivo de avaliar a distribuição normal das amostras. Para as variáveis 

que apresentaram distribuição paramétrica, realizou-se a análise de variância (one-way 

ANOVA), seguida do teste post hoc de Tukey. Para resultados não paramétricos foi utilizado 

Kruskall-Walis seguido do teste post hoc de Dunn. 

Os resultados dos dados paramétricos foram expressos como média ± erro padrão da 

média (EPM). Os dados não paramétricos foram representados como mediana e intervalo 

interquartil. O nível de significância adotado em todas as análises foi de p < 0,05. 
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6 RESULTADOS 

6.1 Testes in vivo 

6.1.1 Acompanhamento ponderal dos animais durante protocolo experimental 

 

 Houve diferenças significativas na variação de peso dos animais expostos ao LPS 

quando comparados ao grupo controle até o quinto dia de administração. Após esse marco, não 

houve mais diferenças entre os grupos.  

 Destaca-se que até o quinto dia, conforme delineamento experimental, não ocorreu 

administração das drogas testes. A partir do sexto dia, CLX e ESC foram administrados 

diariamente e se observa ausência de diferenças ponderais entre os grupos. A figura 21 ilustra 

a variação ponderal entre os grupos estudados. 

 

Figura 21 - Efeitos da exposição ao LPS e administração das drogas testes sobre a variação 

ponderal em camundongos 

 

 

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n=8-10 animais/grupo). A variação ponderal é 

apresentada em porcentagem (%). A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA, seguido pelo teste post 

hoc de Tukey. Valores significativos: ****p<0,0001; ***p<0,001  e  **p <0,01. O símbolo asterisco (*) representa 

diferença estatística na comparação entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. Abreviaturas: 

CONTROLE (cloreto de sódio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL (lipopolissacarídeo 

0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sódio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX (lipopolissacarídeo 

0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC (lipopolissacarídeo 0,5mg/kg 

por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral). 
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6.1.2 Teste de avaliação da locomoção e exploração 

 

6.1.2.1 Teste do campo aberto 

 

No teste do campo aberto, realizado para avaliar o comportamento animal nos 

parâmetros de locomoção e exploração em um novo ambiente, foram observados os seguintes 

critérios: crossing (número de cruzamentos de linha), rearing (número de levantamento 

vertical), o tempo dentro da zona central e da zona periférica, o número de entradas na zona 

central e periférica e a distância percorrida na zona central. 

O número de crossing (figura 22A), reduziu no grupo de animais expostos ao LPS 

(180,7 ± 22,65), quando comparado ao grupo controle (332 ± 22,97). O tratamento com o CLX 

(325,7 ± 52,89), mas não por ESC, foi capaz de reverter esse parâmetro. A quantidade de 

levantamentos verticais, ou seja, o rearing (figura 22B), diminuiu de forma significativa nos 

animais expostos ao LPS (2,33 ± 1,05), quando comparado aos animais do grupo controle (9,00 

± 2,58). Não houve diferenças significativas neste parâmetro em relação ao grupo tratado com 

CLX e ESC. 

Os parâmetros referentes à zona central do aparato, estão demonstrados na figura 23, 

representando o número de entradas na zona central (A), o tempo na zona central (B) e a 

distância percorrida na zona central (C). Quanto ao número de entradas, observou-se que a 

exposição ao LPS (7,00 ± 1,64) proporcionou redução deste número quando comparado ao 

grupo controle (20,83 ± 1,04), enquanto isso, o tratamento com CLX (12,83 ± 1,01) foi capaz 

de reverter a diminuição. No tempo da zona central, verificou-se que não houve diferença entre 

os grupos, porém, na distância percorrida na zona central, houve uma redução no grupo 

submetido ao LPS (3,33 ± 0,65 ) ao comparar com o grupo controle (8,79 ± 2,35), além disso, 

os animais que receberam tratamento com o CLX (8,36 ± 1,02) obtiveram valores próximos ao 

grupo controle. Não foram observadas diferenças estatísticas em relação ao grupo tratado com 

ESC. 

Na zona periférica, verificou-se o número de entradas (figura 24A) e o tempo (figura 

24B). No primeiro parâmetro, foi observado aumento de entrada nos animais expostos ao LPS 

(19,83 ± 2,28) quando comparados ao grupo controle 10,80 ± 3,36). O tratamento com o CLX 

(4,60 ± 1,16) e ESC (9,25 ± 1,64) proporcionou uma redução relevante quando comparado ao 

grupo LPS + SAL.  Quanto ao tempo na zona periférica, foi observado que o grupo exposto ao 

LPS (287,8 ± 1,36) obteve um aumento de tempo quando comparado com o grupo controle 
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(169,4 ± 44,88), e ambos os tratamentos, com CLX (165,6 ± 20,70) e ESC (211,1 ± 38,90) 

conseguiram reverter o aumento deste tempo na zona periférica. 

De forma complementar, a figura 25 representa o trajeto do animal durante o teste do 

campo aberto (A), e o gráfico mostra um mapa de calor do ponto central do animal, em três 

momentos: 5 segundos (s), 10 segundos (s) e 15 segundo (s), demonstrando seu percurso e 

comportamento no teste.  

Figura 22 – Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o número de cruzamentos 

(crossings) (A) e o número de levantamentos verticais (rearing) (B) em camundongos expostos 

ao LPS  

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n= 6 - 8 animais/grupo). O número de crossing 

e rearing são apresentados em números absolutos (n). A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA, 

seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores significativos: #p <0,05 e  *p <0,05. O símbolo asterisco (*) 

representa diferença estatística na comparação entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O símbolo 

cerquilha (#) representa diferença estatística na comparação entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus 

LPS + SAL. Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de sódio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sódio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral). 

 

 



88 
 

Figura 23 - Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o (A) número de entradas 

na zona central; (B) tempo na zona central e (C) distância percorrida na zona central em 

camundongos expostos ao LPS 

 

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n= 6 - 8 animais/grupo). O número de entradas 

na zona central é apresentado em números absolutos (n), o tempo na zona central é apresentado em segundos (s) e 

a distância percorrida na zona central é apresentada em metros (m). A análise estatística foi realizada por one-way 

ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores significativos: ****p<0,0001; #p <0,05; ***p<0,001; 

####p<0,0001  e  ##p <0,01. O símbolo asterisco (*) representa diferença estatística na comparação entre o grupo 

LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O símbolo cerquilha (#) representa diferença estatística na comparação 

entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL. Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de sódio 

9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL (lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e 

cloreto de sódio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX (lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e 
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celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC (lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 

10 mg/kg por via oral). 

Figura 24 - Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o (A) número de entradas 

na zona periférica e o (B) tempo na zona periférica em camundongos expostos ao LPS 

 

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n= 6 - 8 animais/grupo). O número de entradas 

na zona periférica é apresentado em números absolutos (n) e o tempo na zona periférica é apresentado em segundos 

(s). A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores 

significativos: ****p<0,0001; #p <0,05; ***p<0,001; ####p<0,0001  e  ##p <0,01. O símbolo asterisco (*) 

representa diferença estatística na comparação entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O símbolo 

cerquilha (#) representa diferença estatística na comparação entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus 

LPS + SAL. Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de sódio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sódio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral). 
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Figura 25 – Trajeto dos animais (A) e mapa de calor (B) durante o teste nos tempos de 5, 10 e 

15 segundos.  

 
Fonte: Gráficos extraídos do software Anymaze.  

Legenda de cores: quanto mais próximo ao vermelho (cores quentes), maior permanência na área indicada. 
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6.1.3 Testes preditivos de comportamento tipo-depressivo 

 

6.1.3.1 Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o tempo de imobilidade no teste 

do nado forçado em camundongos expostos ao LPS  

O LPS provocou aumento (164,3 ± 14,01) no tempo de imobilidade dos animais quando 

se compara com o grupo controle (49,25 ± 10,22). Por outro lado, a administração de celecoxibe 

conseguiu reverter o efeito do LPS, resultando em uma redução no tempo de imobilidade (109,6 

± 5,76). O escitalopram, como droga padrão, também conseguiu reduzir o tempo de imobilidade 

(90,29 ± 21,30). 

 

Figura 26 - Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg)  sobre o tempo de imobilidade 

no teste do nado forçado em camundongos expostos ao LPS  

 

 

 

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n= 6 - 8 animais/grupo). A média do tempo de 

imobilidade é apresentada em segundos (s). A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA, seguido pelo 

teste post hoc de Tukey. Valores significativos: ****p<0,0001; #p <0,05 e  ##p <0,01. O símbolo asterisco (*) 

representa diferença estatística na comparação entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O símbolo 

cerquilha (#) representa diferença estatística na comparação entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus 

LPS + SAL. Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de sódio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sódio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral). 
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6.1.3.2 Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a preferência por sacarose  em 

camundongos expostos ao LPS 

 

Na avaliação do comportamento tipo anedônico pelo teste de preferência por sacarose, 

a exposição ao LPS diminuiu a preferência pela solução de sacarose (41,11 ± 2,97) quando se 

compara ao grupo controle (53,53 ± 1,19). O celecoxibe (56,94 ± 3,07) e o escitalopram (52,45 

± 1,63) conseguiram recuperar a preferência dos animais pelo consumo da solução de sacarose, 

evidenciando o fim do comportamento anedônico causado pela exposição ao LPS. 

 

Figura 27 - Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a preferência por sacarose 

em camundongos expostos ao LPS 

 

 

 

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n= 6 - 8 animais/grupo). O consumo de sacarose 

é apresentado em porcentagem (%). A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA, seguido pelo teste 

post hoc de Tukey. Valores significativos: **p<0,01; ###p <0,001 e  ##p <0,01. O símbolo asterisco (*) representa 

diferença estatística na comparação entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O símbolo cerquilha (#) 

representa diferença estatística na comparação entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL. 

Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de sódio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sódio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral). 
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6.1.3.3 Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o splash test em camundongos 

expostos ao LPS 

 

O splash test (“teste do respingo” em tradução literal) ou teste de borrifação de sacarose, 

avalia o comportamento de autolimpeza caracterizado pela ação de grooming no animal quando 

este recebe uma borrifação de solução de sacarose na pelagem. Em relação ao tempo (em 

segundos) do comportamento de grooming, o grupo que recebeu LPS (13,67 ± 1,30) apresentou 

redução no tempo quando comparado ao grupo controle (104,7 ± 7,60). A administração de 

CLX aumentou o tempo de grooming (108,2 ± 2,73) assim como a administração de ESC (73,83 

± 5,38) quando comparados ao grupo LPS + SAL. Os resultados do tempo de grooming são 

expressos na figura 28A.  

Além do tempo (em segundos), a média da frequência de grooming foi contabilizada e 

expressa em número absolutos, sendo representada na figura 28B. A exposição ao LPS causou 

diminuição na frequência de grooming (1,83 ± 0,47) quando se compara ao grupo controle (9,83 

± 0,74). Os tratamentos com CLX (7,83 ± 0,54) e ESC (4,66 ± 0,42) aumentaram a frequência 

desse tipo de comportamento.  
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Figura 28 - Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o tempo e frequência de 

grooming no splash test em camundongos expostos ao LPS 

 

     A                                                                  B 

 

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n= 6 - 8 animais/grupo). 28A - O tempo de 

grooming é apresentado em segundos (s). 28B -  frequência de grooming é apresentada em números absolutos. A 

análise estatística foi realizada por one-way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores significativos: 

****p<0,0001, ####p<0,0001 e  ##p<0,01. O símbolo asterisco (*) representa diferença estatística na comparação 

entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O símbolo cerquilha (#) representa diferença estatística na 

comparação entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL. Abreviaturas: CONTROLE (cloreto 

de sódio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL (lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via 

intraperitoneal e cloreto de sódio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX (lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via 

intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC (lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via 

intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral). 

 

6.1.4 Testes preditivos de comportamento tipo-ansioso 

 

6.1.4.1 Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o número de head dips no teste 

da placa perfurada em camundongos expostos ao LPS 

 

No teste da placa perfurada, o comportamento tipo-ansioso é avaliado através da 

quantidade de head dips (“mergulhos de cabeça”, em tradução literal), que ocorre quando o 

camundongo insere completamente sua cabeça em dos orifícios do aparato. A exposição ao LPS 

diminuiu de forma significativa o número de mergulhos (13,50 ± 1) quando comparado ao 
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grupo controle (23,38 ± 2). O tratamento com CLX conseguiu aumentar a quantidade de 

mergulhos (18,88 ± 0,63), porém, ESC não obteve diferenças estatísticas (12,63 ± 1,13).   

 

Figura 29 - Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o número de head dips no 

teste da placa perfurada em camundongos expostos ao LPS 

 

 

 

 

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n= 6 - 8  animais/grupo). A frequência de head 

dips é apresentada em números absolutos. A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA, seguido pelo 

teste post hoc de Tukey. Valores significativos: ****p<0,0001 e #p<0,05. O símbolo asterisco (*) representa 

diferença estatística na comparação entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O símbolo cerquilha (#) 

representa diferença estatística na comparação entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL. 

Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de sódio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sódio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral). 

 

 

6.1.4.2 Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o padrão exploratório no teste 

do labirinto em cruz elevada em camundongos expostos ao LPS 

 

O primeiro parâmetro avaliado no teste foi o percentual do número de entradas nos 

braços abertos do aparato (PEBA). O LPS causou diminuição do PEBA (39,21 ± 2,2) quando 

se compara aos animais do grupo controle (51,11 ± 0,97). O tratamento com CLX conseguiu 
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aumentar o PEBA (59,24 ± 1,31), porém, não foi observado o mesmo padrão com o tratamento 

de ESC (42,70 ± 19,99). Os dados estão representados na figura 30A. 

O segundo parâmetro avaliado foi o percentual do tempo de permanência dos animais 

nos braços abertos do aparato (PTBA). Os animais que receberam apenas LPS e salina 

permaneceram menos tempo nos braços abertos (3,42 ± 0,61) quando comparados aos animais 

do grupo controle (92,75 ± 2,63). CLX (92,82 ± 1,36) e ESC (96,27 ± 0,81) conseguiram 

reverter esse padrão e aumentar o PTBA. Os resultados estão na figura 30B. 

 

Figura 30 - Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o padrão exploratório no 

teste do labirinto em cruz elevada em camundongos expostos ao LPS 

 

       A                                                                 B 

 

 

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n= 6 - 8  animais/grupo). 30A- A porcentagem 

do número de entradas nos braços abertos (%) (PEBA) é originada a partir do cálculo: número de entrada nos 

braços abertos x 100 / número de entradas nos braços abertos + número de entrada nos braços fechados. 30B - A 

porcentagem do tempo de permanência dos animais nos braços abertos (PTBA) é originada a partir do cálculo: 

tempo de permanência nos braços abertos x 100 / tempo de permanência nos braços abertos + tempo de 

permanência nos braços fechados. A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA, seguido pelo teste post 

hoc de Tukey. Valores significativos: ***p<0,001; ****p<0,0001; ####p<0,0001. O símbolo asterisco (*) 

representa diferença estatística na comparação entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O símbolo 

cerquilha (#) representa diferença estatística na comparação entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus 

LPS + SAL. Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de sódio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sódio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral). 
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6.1.5 Teste de avaliação de memória 

 

6.1.5.1 Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o número de alternâncias 

corretas no teste do labirinto em Y em camundongos expostos ao LPS 

 

 Foi observado que os animais do grupo LPS + SAL (59,99 ± 1,44) obtiveram prejuízos 

na memória ao realizarem um número de alternâncias corretas significativamente inferior ao 

grupo controle (88,08 ± 2,28). Esse prejuízo foi revertido com o tratamento com CLX (78,04 ± 

0,99), no qual os animais realizaram um maior número de alternâncias corretas — resultado 

que, no entanto, não foi observado com o tratamento com ESC (68,51 ± 3,57). 

 

Figura 31 - Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o número de alternâncias 

corretas no teste do labirinto em Y em camundongos expostos ao LPS 

 

 

 
 

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n= 6 - 8 animais/grupo). A porcentagem de 

alternâncias corretas é originada a partir do cálculo: (número de alternâncias corretas / número total de entradas - 

2) x 100. A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores 

significativos: ****p<0,0001; ####p<0,0001. O símbolo asterisco (*) representa diferença estatística na 

comparação entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O símbolo cerquilha (#) representa diferença 

estatística na comparação entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL. Abreviaturas: 

CONTROLE (cloreto de sódio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL (lipopolissacarídeo 

0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sódio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX (lipopolissacarídeo 

0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC (lipopolissacarídeo 0,5mg/kg 

por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral). 
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6.1.6 Avaliação de marcadores do estresse oxidativo e nitrosativo 

 

6.1.6.1 Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentração de nitrito no 

hipocampo e córtex pré-frontal de camundongos expostos ao LPS 

 

 No hipocampo, a exposição ao LPS causou aumento nas concentrações de nitrito (855,9 

± 112,6) quando se compara ao grupo controle (250,1 ± 29,90). Os tratamentos com CLX (291,5 

± 18,85) e ESC (399 ± 58,94) conseguiram diminuir os níveis de nitrito na área cerebral. O 

gráfico é demonstrado na figura 32A. 

 Em relação ao córtex pré-frontal, o LPS também incrementou os níveis de nitrito (400 

± 49,28) em relação ao grupo controle (187,5 ± 22,92). Os tratamentos com CLX (129 ± 9,78) 

e ESC (80,55 ± 6,98) conseguiram diminuir o estresse nitrosativo na área cerebral. Os resultados 

são representados no gráfico da figura 32B. 

 

Figura 32 - Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentração de nitrito 

(µM/g de tecido) no hipocampo e córtex pré-frontal de camundongos expostos ao LPS 

 

    A                     HIPOCAMPO                             B         CÓRTEX PRÉ-FRONTAL 

 

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n= 6 - 8  animais/grupo). 32A - Concentração 

de nitrito no hipocampo. 32B - Concentração de nitrito no córtex pré-frontal. A concentração de nitrito é expressa 

em micromolar por grama (µM/g) de tecido cerebral (hipocampo ou córtex pré-frontal). A análise estatística foi 

realizada por one-way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores significativos: ****p<0,0001; 

####p<0,0001; ###p<0,001. O símbolo asterisco (*) representa diferença estatística na comparação entre o grupo 
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LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O símbolo cerquilha (#) representa diferença estatística na comparação 

entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL. Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de sódio 

9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL (lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e 

cloreto de sódio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX (lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e 

celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC (lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 

10 mg/kg por via oral). 

 

6.1.6.2 Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentração de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) no hipocampo e córtex pré-frontal de camundongos 

expostos ao LPS 

 

 O ensaio para medir as substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS, do inglês 

Thiobarbituric Acid Reactive Substances) revelou que, no hipocampo, o LPS causou aumento 

das TBARS (127,5 ± 11,42) em comparação ao grupo controle (85,72 ± 3,49). Os tratamentos 

com CLX (75,06 ± 5,86) e ESC (62,48 ± 2,85) conseguiram diminuir a concentração das 

substâncias. O gráfico pode ser observado na figura 33A. 

 Resultado semelhante foi observado no córtex pré-frontal, notou-se um aumento das 

TBARS provocado pelo LPS (294,7 ± 32,80) em comparação aos animais do grupo controle 

(153,4 ± 12,32). Os camundongos que receberam CLX (108,3 ± 5,05) ou ESC (150,6 ± 8,57) 

tiveram as TBARS diminuídas na área cerebral estudada. Os resultados são apresentados na 

figura 33B. 
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Figura 33 - Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentração de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (µg/g de tecido) no hipocampo e córtex 

pré-frontal de camundongos expostos ao LPS  

 

A                     HIPOCAMPO                                 B         CÓRTEX PRÉ-FRONTAL 

 

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n= 6 - 8 animais/grupo). 33A - Concentração 

de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico no hipocampo. 33B - Concentração de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico no córtex pré-frontal. A concentração das TBARS é expressa em microgramas por grama (µg/g) de 

tecido cerebral (hipocampo ou córtex pré-frontal). A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA, seguido 

pelo teste post hoc de Tukey. Valores significativos: ***p<0,001; ####p<0,0001; ****p<0,0001. O símbolo 

asterisco (*) representa diferença estatística na comparação entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. 

O símbolo cerquilha (#) representa diferença estatística na comparação entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC 

versus LPS + SAL. Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de sódio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS 

+ SAL (lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sódio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral). 

 

6.1.6.3 Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentração de glutationa 

reduzida (GSH) no hipocampo e córtex pré-frontal de camundongos expostos ao LPS 

 

 A dosagem de glutationa reduzida (GSH - do inglês Glutathione, Sulfur, Hydrogen) no 

hipocampo, demonstrou que a exposição ao LPS diminuiu os níveis da enzima (2915 ± 334) 

quando se compara ao grupo controle (4691 ± 474,7). O tratamento com CLX conseguiu 

reverter os níveis de GSH (4765 ± 306,9), enquanto ESC não proporcionou reversão desse 

declínio (2645 ± 206,4). A figura 34A mostra os resultados.  
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 No córtex pré-frontal, o LPS também causou diminuição dos níveis de GSH (1527 ± 

141,5) quando se compara ao grupo controle (3232 ± 260,4). Os tratamentos com CLX (1511 

± 93,84) e ESC (1999 ± 197,5) não conseguiram reverter a diminuição da enzima. Os resultados 

podem ser encontrados expressos na figura 34B. 

 

Figura 34 - Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentração de 

glutationa reduzida (GSH) (µg/g de tecido) no hipocampo e córtex pré-frontal de camundongos 

expostos ao LPS  

 

A                     HIPOCAMPO                                 B         CÓRTEX PRÉ-FRONTAL 

 

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n= 6 - 8 animais/grupo). 34A - Concentração 

de glutationa reduzida (GSH) no hipocampo. 34B - Concentração de glutationa reduzida (GSH) no córtex pré-

frontal. A concentração de GSH é expressa em microgramas por grama (µg/g) de tecido cerebral (hipocampo ou 

córtex pré-frontal). A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. 

Valores significativos: **p<0,01; ##p<0,01; ****p<0,0001. O símbolo asterisco (*) representa diferença 

estatística na comparação entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O símbolo cerquilha (#) representa 

diferença estatística na comparação entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL. Abreviaturas: 

CONTROLE (cloreto de sódio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL (lipopolissacarídeo 

0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sódio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX (lipopolissacarídeo 

0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC (lipopolissacarídeo 0,5mg/kg 

por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral). 
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6.1.7 Avaliação de citocinas pró-inflamatórias 

 

6.1.7.1 Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentração de Interleucina-

1 beta (IL-1β) no hipocampo e córtex pré-frontal de camundongos expostos ao LPS 

 

 No hipocampo, a exposição ao LPS provocou um aumento significativo de IL-1β (1025 

± 44,02) quando se compara ao grupo controle (650,7 ± 43,46). Os tratamentos com CLX (645,4 

± 39,84) e ESC (659,5 ± 39,09) conseguiram reverter o aumento da citocina na área cerebral 

estudada. Os resultados são demonstrados na figura 35A. 

 No córtex pré-frontal, LPS também provocou aumento de IL-1β (1187 ± 124,3) em 

comparação ao grupo controle (586,5 ± 25,63). Foi observado que as administrações de CLX 

(743,2 ± 56,18) e ESC (639,7 ± 69,47) diminuíram os níveis da citocina pró-inflamatória. A 

figura 35B traz os resultados. 

 

Figura 35 - Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentração de 

Interleucina-1 beta (IL-1β) (pg/g de tecido) no hipocampo e córtex pré-frontal de camundongos 

expostos ao LPS 

 

A                     HIPOCAMPO                                    B         CÓRTEX PRÉ-FRONTAL 

 

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n= 6 - 8 animais/grupo). 35A - Concentração 

de Interleucina-1 beta (IL-1β) no hipocampo. 35B - Concentração de Interleucina-1 beta (IL-1β) no córtex pré-

frontal. A concentração de IL-1β é expressa em picograma por grama (pg/g) de tecido cerebral (hipocampo ou 

córtex pré-frontal). A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. 
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Valores significativos: ****p<0,0001; ####p<0,0001; ###p<0,001; ##p<0,01. O símbolo asterisco (*) representa 

diferença estatística na comparação entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O símbolo cerquilha (#) 

representa diferença estatística na comparação entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL. 

Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de sódio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sódio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC 

(lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral) 

 

6.1.7.2 Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentração de Interleucina-

6 (IL-6) no hipocampo e córtex pré-frontal de camundongos expostos ao LPS 

 

 Em relação a quantificação da concentração de Interleucina-6 (IL-6), observou-se que 

no hipocampo, a exposição ao LPS aumentou de forma significativa sua presença (150,5 ± 

10,16) quando se compara ao grupo controle (74,24 ± 4,09). Os tratamentos com CLX (90,80 

± 4,05) e ESC (108 ± 11,75) conseguiram diminuir os níveis da citocina pró-inflamatória 

estudada. Os resultados dessa análise podem ser observados na figura 36A. 

 No córtex pré-frontal, os animais que receberam LPS obtiveram aumento da 

concentração de IL-6 (159,5 ± 7,29) em comparação ao grupo controle (84,77 ± 3,11). 

Observou-se que os tratamentos com CLX (143,2 ± 4,12) e ESC (142,1 ± 5,29) não 

conseguiram diminuir a concentração da citocina pró-inflamatória. A figura 36B mostra os 

resultados obtidos.  
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Figura 36 - Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentração de 

Interleucina-6 (IL-6) (pg/g de tecido) no hipocampo e córtex pré-frontal de camundongos 

expostos ao LPS 

 

 

A                     HIPOCAMPO                                    B         CÓRTEX PRÉ-FRONTAL 

 

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n= 6 - 8 animais/grupo). 36A - Concentração 

de Interleucina-6 (IL-6) no hipocampo. 36B - Concentração de Interleucina-6 (IL-6) no córtex pré-frontal. A 

concentração de IL-6 é expressa em picograma por grama (pg/g) de tecido cerebral (hipocampo ou córtex pré-

frontal). A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores 

significativos: ****p<0,0001; ###p<0,001; ##p<0,01. O símbolo asterisco (*) representa diferença estatística na 

comparação entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O símbolo cerquilha (#) representa diferença 

estatística na comparação entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL. Abreviaturas: 

CONTROLE (cloreto de sódio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL (lipopolissacarídeo 

0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sódio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX (lipopolissacarídeo 

0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC (lipopolissacarídeo 0,5mg/kg 

por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral) 

 

6.1.7.3 Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentração do Fator de 

Necrose Tumoral (TNF) no hipocampo e córtex pré-frontal de camundongos expostos ao LPS 

 

 A quantificação das concentrações do Fator de Necrose Tumoral (TNF) no hipocampo 

revelou que a exposição ao LPS não aumentou de forma significativa a citocina (470,5 ± 43,59) 

quando se compara ao grupo controle (509,9 ± 38,65). Além disso, não se obteve diferenças 
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significativas em relação aos animais tratados com CLX (443,6 ± 32,52) e ESC (467,9 ± 23,53). 

A figura 37A demonstra os resultados.  

 No córtex pré-frontal, a análise também demonstrou ausência de diferença estatística 

entre os animais expostos apenas ao LPS (502,7 ± 26,76) e o grupo controle (508,5 ± 69,59). 

De forma semelhante ao hipocampo, no córtex pré-frontal os tratamentos com CLX (573,2 ± 

33,43) e ESC (464,4 ± 48,80) não proporcionaram diferenças estatísticas na concentração de 

TNF. Os resultados estão presentes na figura 37B. 

 

Figura 37 - Efeito da administração de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentração do Fator de 

Necrose Tumoral (TNF) (pg/g de tecido) no hipocampo e córtex pré-frontal de camundongos 

expostos ao LPS 

 

    A                     HIPOCAMPO                              B         CÓRTEX PRÉ-FRONTAL 

 

 

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n= 6 - 8 animais/grupo). 37A - Concentração 

do Fator de Necrose Tumoral (TNF) no hipocampo. 37B - Concentração do Fator de Necrose Tumoral (TNF) no 

córtex pré-frontal. A concentração do TNF é expressa em picograma por grama (pg/g) de tecido cerebral 

(hipocampo ou córtex pré-frontal). A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA, seguido pelo teste post 

hoc de Tukey. Os valores seriam significativos se p<0,05. Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de sódio 9mg/mL 

por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL (lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de 

sódio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX (lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 

mg/kg por via oral); LPS + ESC (lipopolissacarídeo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por 

via oral) 
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6.2 Testes in vitro 

 

6.2.1 Ensaio de viabilidade por redução do MTT em células tratadas com celecoxibe  

  

 Em relação aos astrócitos, nas concentrações de celecoxibe estudadas, verificou-se 

diferenças significativas de viabilidade celular em relação ao grupo controle (100,7 ± 0,23) nas 

concentrações de 500 µg/mL (57,96 ± 2,20), 250 µg/mL (70,54 ± 0,37) e 125 µg/mL (75,76 ± 

0,76), com diminuição da viabilidade celular no ensaio. As concentrações de 62,5 µg/mL (97,11 

± 0,71), 31,2 µg/mL (97,15 ± 0,71), 15,6 µg/mL (99,13 ± 0,52) e 7,8 µg/mL (97,95 ± 1,39) não 

obtiveram diferenças de viabilidade quando comparados com o grupo controle. Os resultados 

são demonstrados na figura 38A. 

 Nas células PC12, as concentrações de celecoxibe de 500 µg/mL (72,73 ± 1,62) e 250 

µg/mL (84,93 ± 1,78) foram as únicas a diminuir a viabilidade celular quando comparadas ao 

grupo controle (99,54 ± 4,17). As concentrações de 125 µg/mL (92,72 ± 3,79), 62,5 µg/mL 

(89,90 ± 2,41), 31,2 µg/mL (90,45 ± 2,62), 15,6 µg/mL (90,07 ± 1,57) e 7,8 µg/mL (94,30 ± 

2,0) não foram capazes de reduzir a viabilidade celular no ensaio. A figura 38B mostra os 

resultados obtidos em PC12. 

 

Figura 38 - Ensaio de viabilidade celular de redução do MTT em astrócitos e PC12 tratados 

com celecoxibe (µg/mL) por 12h em diferentes concentrações 

 

     A               ASTRÓCITOS                                 B                          PC12 

 

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n=12 poços/grupo em astrócitos e 8 poços/grupo 

em PC12). 38A - Viabilidade celular de astrócitos tratados por 12h com celecoxibe (µg/mL) em diferentes 
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concentrações no teste de redução por MTT. 38B - Viabilidade celular de PC12 tratados por 12h com celecoxibe 

(µg/mL) em diferentes concentrações no teste de redução por MTT. A viabilidade das células é expressa em 

porcentagem (%). A análise estatística foi realizada por one-way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. 

Valores significativos: ****p<0,0001; **p<0,01.  

 

6.2.2 Avaliação dos mecanismos de morte celular por marcação de Iodeto de Propídio (PI) e 

Anexina V (Ax) em células desafiadas por LPS e tratadas com celecoxibe 

 

 Com o objetivo de avaliar os mecanismos de morte celular, as células foram expostas 

ao LPS (50 µg/ml) e, 12 horas depois, tratadas por mais 12 horas com celecoxibe na 

concentração de 62,5 µg/mL (concentração escolhida no ensaio de viabilidade celular de 

redução do MTT - maior concentração que, em ambos tipos celulares, não diminuiu a 

viabilidade celular). 

 Verificou-se em astrócitos e células PC12 quatro marcações distintas, com as seguintes 

interpretações: 1) células não marcadas (PI - ; Ax -): células viáveis, não apresentando danos 

aparentes; 2) células marcadas apenas com anexina V (PI - ; Ax +): demonstrando provável 

evento de apoptose; 3) células marcadas apenas com iodeto de propídeo (PI + ; Ax -): provável 

evento de necrose e 4) células com dupla marcação (PI +; Ax +): compatíveis com células 

apoptóticas em estágio avançado ou necrose secundária à apoptose. 

 Nos astrócitos (figura 39A), verificou-se que nas células não marcadas (PI - ; Ax -) o 

grupo LPS obteve menor número de eventos (52,09 ± 6,79) quando comparado ao grupo 

controle (98,43 ± 0,36), enquanto o grupo desafiado por LPS e tratado com CLX conseguiu 

aumentar a porcentagem de eventos (95,71 ± 1,76) em comparação ao grupo LPS, 

demonstrando células sem danos aparentes após o tratamento com CLX.  

Nas células marcadas com PI (PI + ; Ax -), indicando provável evento de necrose, 

observou-se maior porcentagem de eventos no grupo LPS (24,05 ± 4,23) quando comparado 

com controle (1,47 ± 0,35). O grupo de células expostas ao LPS e tratado com CLX obteve uma 

diminuição de eventos com essa marcação (3,90 ± 1,66). 

Em relação à dupla marcação (PI +; Ax +), o grupo LPS obteve significativo aumento 

de eventos (12,12 ± 2,45) quando comparado ao grupo controle (0 ± 0 - nenhum evento). O 

grupo de células tratadas com CLX após a exposição ao LPS obteve mínimos eventos (0,04 ± 

0,03) em comparação ao grupo LPS, demonstrando diminuição significativa e quase nulidade 

de eventos relacionados a apoptose em estágio avançado ou necrose secundária nas células 

tratadas com CLX. 
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Nas células marcadas apenas com Ax (PI - ; Ax +), foi observado no grupo LPS aumento 

da porcentagem de eventos (11,73 ± 0,93) quando comparado ao grupo controle (0,09 ± 0,01), 

demonstrando prováveis eventos apoptóticos provocados pelo LPS. O tratamento das células 

após exposição ao LPS com CLX (0,32 ± 0,12) conseguiu diminuir a porcentagem desses 

eventos em comparação ao grupo LPS.  

Nas células PC12 (figura 39B), seguindo a mesma interpretação das marcações descritas 

anteriormente, observou-se que nas células duplamente não marcadas (PI - ; Ax -) que o grupo 

LPS obteve menor porcentagem de eventos (74,49 ± 1,52) quando comparado ao grupo controle 

(97,89 ± 0,52). O tratamento com CLX nas células expostas ao LPS aumentou a quantidade de 

eventos (97,70 ± 0,45) quando se compara ao grupo LPS. 

As células marcadas apenas com PI (PI + ; Ax -), verificou-se aumento na porcentagem 

de eventos no grupo LPS (21,44 ± 1,59) quando comparado ao grupo controle (2,03 ± 0,53). O 

CLX promoveu diminuição na porcentagem de eventos (1,28 ± 0,26) nas células expostas ao 

LPS ao se comparar ao grupo LPS. 

Nas células duplamente marcadas (PI +; Ax +) não houve diferenças significativas nas 

comparações entre os grupos LPS (0,42 ± 0,11) versus controle (0 ± 0 - nenhum evento) e entre 

os grupos LPS + CLX (0,01 ± 0) versus LPS. 

Em relação às células marcadas apenas com Ax (PI - ; Ax +), obteve-se maior número 

de eventos no grupo LPS (79,27 ± 1,64) quando comparado ao grupo controle (0,07 ± 0). As 

células do grupo tratado com CLX após a exposição ao LPS obtiveram diminuição na 

porcentagem de eventos (0,35 ± 0,13) quando se compara ao grupo LPS. 

Não foi possível obter os gráficos representativos de densidade por limitação técnica. 
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Figura 39 - Avaliação dos mecanismos de morte celular por marcação de Iodeto de Propídio 

(PI) e Anexina V (Ax) em astrócitos e células PC12 desafiados por LPS e tratadas com 

celecoxibe 

                 A                                    ASTRÓCITOS 

        

 

                 B                                          PC12 

 

 

Os resultados são expressos com a média ± erro padrão da média (n=10 poços/grupo). 39A - Avaliação dos 

mecanismos de morte celular por marcação de Iodeto de Propídio (PI) e Anexina V (Ax) em astrócitos desafiados 

por LPS e tratadas com celecoxibe 39B - Avaliação dos mecanismos de morte celular por marcação de Iodeto de 

Propídio (PI) e Anexina V (Ax) em células PC12 desafiados por LPS e tratadas com celecoxibe. Os eventos são 

expressos em porcentagem (%). A análise estatística foi realizada por ANOVA, seguido pelo teste post hoc de 

Tukey. Valores significativos: ****p<0,0001; ####p<0,0001;**p<0,01; ##p<0,01. (*) comparação entre LPS 
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versus CONTROLE e (#) comparação entre LPS + CLX versus LPS. Abreviaturas: LPS lipopolissacarídeo 50 

µg/ml; CLX: celecoxibe 62,5 µg/mL. 

 

6.2.3 Visualização de alterações morfológicas em células desafiadas por LPS e tratadas com 

celecoxibe 

 

Com o objetivo de associar os resultados celulares, especialmente os referentes aos 

mecanismos de morte celular por marcação de Iodeto de Propídio (PI) e Anexina V (Ax), os 

astrócitos e células PC12 foram analisadas por microscopia eletrônica de varredura (MEV). A 

figura 40 mostra os dois tipos celulares mencionados em diferentes cenários. (A) astrócitos do 

grupo controle; (B) astrócitos expostos ao LPS 50 µg/ml; (C) astrócitos expostos ao LPS 50 

µg/ml e tratados com CLX 31,2 µg/mL; (D) astrócitos expostos ao LPS 50 µg/ml e tratados 

com CLX 62,5 µg/mL. Na segunda linha: (E) células PC12 do grupo controle; (F) células PC12 

expostas ao LPS 50 µg/ml; (G) células PC12 expostas ao LPS 50 µg/ml e tratadas com CLX 

31,2 µg/mL e (F) células PC12 expostas ao LPS 50 µg/ml e tratadas com CLX 62,5 µg/mL. 

Observa-se que os astrócitos do grupo controle (A) possuem ramificações íntegras e de 

grande comprimento, maioria do volume preservado e morfologia habitual. A exposição ao LPS 

(B) provoca nítida diminuição de corpos celulares no campo e morfologia anormal dos 

astrócitos, cuja membrana parece sofrer retração e as ramificações da célula possuem tamanho 

diminuído. O tratamento com CLX 31,2 µg/mL (C) parece reverter a maioria das alterações 

morfológicas provocadas por LPS, com a recuperação de número de células e das características 

morfológicas e estruturais dos astrócitos, recuperação do volume celular e da integridade das 

ramificações. Não foi possível visualizar células nos poços contendo astrócitos expostos ao LPS 

50 µg/ml e tratados com CLX 62,5 µg/mL (D). Dentre os motivos, é provável que tenha 

ocorrido falha de processamento da amostra, uma vez que, um resultado compatível com 

apoptose não é sinérgico aos resultados de avaliação de morte celular anteriormente expostos. 

Em relação às células PC12, observa-se que o grupo controle (E) possui células bem 

aderidas, com formato poligonal, volume citoplasmático preservado e grandes ramificações 

dendríticas em contato entre as células. A exposição ao LPS 50 µg/ml (F) provoca nítida 

desorganização do citoplasma das células, com diminuição do volume citoplasmático, retração 

das ramificações dendríticas e uma provável formação de corpos apoptóticos. Os tratamentos 

com CLX nas concentrações de 31,2 µg/mL (G) e mais pronunciadamente 62,5 µg/mL (H) 

foram capazes de reverter parcialmente as alterações provocadas pelo LPS. Nota-se nas figuras 

G e H a recuperação do volume celular e da morfologia estrutural habitual da célula PC12 
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descrita no grupo controle. Mais fortemente percebe-se na figura H a aderência das células 

(característica própria da PC12) e uma maior quantidade de ramificações dendríticas em 

interação.  
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Figura 40 - Visualização de alterações morfológicas em astrócitos e células PC12 desafiadas por LPS e tratadas com celecoxibe 

 

Fonte: imagens obtidas pelo Microscópio de Varredura Eletrônica Quanta 450 FEG-FEI (×50.000). Legendas: (A) astrócitos do grupo controle; (B) astrócitos expostos ao LPS 

50 µg/ml; (C) astrócitos expostos ao LPS 50 µg/ml e tratados com CLX 31,2 µg/mL; (D) astrócitos expostos ao LPS 50 µg/ml e tratados com CLX 62,5 µg/mL; (E) células 

PC12 do grupo controle; (F) células PC12 expostas ao LPS 50 µg/ml; (G) células PC12 expostas ao LPS 50 µg/ml e tratadas com CLX 31,2 µg/mL e (H) células PC12 expostas 

ao LPS 50 µg/ml e tratadas com CLX 62,5 µg/mL.
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6.2.4 Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio por fluorescência de DCF em 

células desafiadas por LPS e tratadas com celecoxibe 

 

Para avaliar a atividade antioxidante de CLX em células PC12 e astrócitos, foi realizada 

a aferição da fluorescência gerada pela oxidação do DCFH-DA que, uma vez desacetilado e 

oxidado, se converte na forma fluorescente DCF por espécies reativas de oxigênio. A técnica 

utilizada foi a citometria. Optou-se por utilizar duas concentrações de CLX definidas a partir 

do ensaio de MTT anteriormente realizado (31,2 µg/mL e 62,5 µg/mL). As células foram 

expostas ao LPS (50 µg/ml) por um período de 12 horas e tratadas por mais 12 horas com CLX 

nas duas concentrações distintas.  

Nos astrócitos, a exposição ao LPS aumentou a intensidade de fluorescência relativa 

(1,50 ± 0,10) quando comparada ao grupo controle (1 ± 0,04). Tanto a concentração de CLX 

31,2 µg/mL (0,78 ± 0,06) quanto a de CLX 62,5 µg/mL (0,76 ± 0,02) foram capazes de reduzir 

a intensidade de fluorescência de DCF. 

Resultado semelhante foi observado nas células PC12, sendo observado aumento da 

intensidade de fluorescência nas células expostas ao LPS (1,65 ± 0,03) quando comparadas ao 

grupo controle (0,95 ± 0,07). Os tratamentos com CLX nas concentrações de 31,2 µg/mL (1,09  

± 0,04) e 62,5 µg/mL (1,08 ± 0,07) reduziram a produção das espécies reativas de oxigênio.  

A figura 41 mostra os gráficos dos ambos os tipos celulares e a figura 42 apresenta os 

histogramas representativos.  
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Figura 41 - Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio por fluorescência de DCF 

em astrócitos e células PC12 desafiadas por LPS e tratadas com celecoxibe 

 

                                   A                            ASTRÓCITOS                                  

 

 

                                     B                                   PC12            

 

 

Os resultados são com mediana e intervalo interquartil. (n= 8-10 poços/grupo). 41A - Avaliação da intensidade de 

fluorescência relativa em astrócitos desafiados por LPS e tratadas com celecoxibe 41B - Avaliação da intensidade 

de fluorescência relativa em células PC12 desafiadas por LPS e tratadas com celecoxibe. A intensidade de 

fluorescência relativa é expressa em média geométrica. As células foram expostas ao LPS (50 µg/ml) por um 
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período de 12 horas e tratadas por mais 12 horas com CLX nas duas concentrações distintas (CLX 31,2 µg/mL ou 

CLX 62,5 µg/mL). A análise estatística foi realizada por Kruskall-Walis seguido do teste post hoc de Dunn. 

Valores significativos: ****p<0,0001 e ####p<0,0001. (*) comparação entre LPS versus CONTROLE e (#) 

comparação entre CLX (31,2 µg/mL ou 62,5 µg/mL) versus LPS. Abreviaturas: LPS lipopolissacarídeo 50 µg/ml; 

CLX: celecoxibe.  

 

Figura 42 - Histogramas representativos dos ensaios com DCF avaliando a produção de 

espécies reativas de oxigênio em astrócitos e células PC12 desafiadas por LPS e tratadas com 

celecoxibe 

 

Histogramas obtidos a partir da leitura da fluorescência de DCF em astrócitos (A) e células PC12 (B). O grupo 

controle é representado na cor preta, LPS em vermelho, CLX 31,2 µg/mL em azul claro e CLX 62,5 µg/mL em 

azul escuro. Os picos representam a contagem de eventos (células) que apresentam a respectiva fluorescência. 
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6.2.5 Avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial em células desafiadas por LPS 

e tratadas com celecoxibe 

 

A Figura 43A apresenta os resultados da intensidade relativa de fluorescência da 

rodamina 123, indicador do potencial transmembrânico mitocondrial (ΔΨm) em astrócitos. 

Verificou-se que a exposição ao LPS promoveu uma redução na intensidade de fluorescência 

(0,43 ± 0,03), sugerindo uma diminuição no ΔΨm, quando comparado ao grupo controle (1,01 

± 0,02). O CLX na concentração de 31,2 µg/mL aumentou a fluorescência (0,56 ± 0) quando 

se compara ao grupo LPS. A concentração de 62,5 µg/mL, no entanto, diminuiu a fluorescência 

(0,27 ± 0,01)  em relação ao grupo LPS. 

Nas células PC12, cujos resultados estão representados na figura 43B, curiosamente as 

células expostas ao LPS obtiveram aumento da intensidade de fluorescência relativa (1,25 ± 

0,01) quando comparado às células do grupo controle (1 ± 0). O tratamento com CLX na 

concentração de  31,2 µg/mL diminuiu a fluorescência (0,82 ± 0,01), assim como o CLX 62,5 

µg/mL (0,70  ± 0,01).  

A figura 44 ilustra os histogramas de ambos os tipos celulares.  

 

Figura 43 - Avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial em células desafiadas por 

LPS e tratadas com celecoxibe 

 

                                       A                        ASTRÓCITOS 
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                                      B                                   PC12  

 

 

Os resultados são expressos com mediana e intervalo interquartil.  (n= 8-10 poços/grupo). 43A - Avaliação do 

potencial transmembrânico mitocondrial em astrócitos desafiados por LPS e tratadas com celecoxibe 43B - 

Avaliação da intensidade do potencial transmembrânico mitocondrial em células PC12 desafiadas por LPS e 

tratadas com celecoxibe. A intensidade de fluorescência relativa é expressa em média geométrica. As células foram 

expostas ao LPS (50 µg/ml) por um período de 12 horas e tratadas por mais 12 horas com CLX nas duas 

concentrações distintas (CLX 31,2 µg/mL ou CLX 62,5 µg/mL). A análise estatística foi realizada por Kruskall-

Walis seguido do teste post hoc de Dunn. Valores significativos: ****p<0,0001; ####p<0,0001 e ##p<0,01. (*) 

comparação entre LPS versus CONTROLE e (#) comparação entre CLX (31,2 µg/mL ou 62,5 µg/mL) versus LPS. 

Abreviaturas: LPS lipopolissacarídeo 50 µg/ml; CLX: celecoxibe. 
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Figura 44 - Histogramas representativos dos ensaios com Rho123 avaliando o potencial 

transmembrânico mitocondrial em astrócitos e células PC12 desafiadas por LPS e tratadas com 

celecoxibe 

 

 

 

Histogramas obtidos a partir da leitura da fluorescência de Rho123 em astrócitos (A) e células PC12 (B). O grupo 

controle é representado na cor preta, LPS em vermelho, CLX 31,2 µg/mL em azul claro e CLX 62,5 µg/mL em 

azul escuro. Os picos representam a contagem de eventos (células) que apresentam a respectiva fluorescência. 
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7 DISCUSSÃO 

 

  

A relação entre transtornos do humor e neuroinflamação é amplamente documentada na 

literatura. Sabe-se que indivíduos com depressão e ansiedade frequentemente exibem elevação 

de marcadores inflamatórios, incluindo citocinas pró-inflamatórias, detectáveis tanto na 

circulação sistêmica quanto, em determinadas situações, no Sistema Nervoso Central (SNC), 

apontando para uma ativação do eixo neuroimune (RÉUS et al., 2023). 

A interação entre esses fenômenos é de via dupla: enquanto a neuroinflamação 

desempenha um papel importante no desencadeamento e na persistência dos sintomas 

depressivos, o estado depressivo, por sua vez, pode intensificar as respostas inflamatórias, 

estabelecendo um ciclo autosustentável que dificulta a obtenção da remissão clínica 

(SăLCUDEAN et al., 2025; BEUREL; TOUPS; NEMEROFF, 2020). 

Tentar translacionar doenças neuropsiquiátricas para modelos animais é um desafio. 

Não há possibilidade de reproduzir completamente sintomas tipicamente humanos em roedores, 

ainda mais se tratando de doenças multifatoriais. Nessa perspectiva, o modelo de exposição 

sistêmica ao lipopolissacarídeo (LPS) é um dos mais utilizados porque consegue recrutar 

componentes no sistema imunológico e produzir sintomas semelhantes aos depressivos e 

ansiosos (SILVA et al., 2024; MELLO et al., 2021). 

O LPS, componente abundante da membrana externa das bactérias Gram-negativas, 

desempenha um papel crucial na interação entre o patógeno e o hospedeiro, além de contribuir 

para o desenvolvimento de infecções crônicas. Sua virulência está associada tanto à atividade 

endotóxica do lipídio A quanto à função do núcleo e do antígeno O, que conferem resistência 

bacteriana frente aos mecanismos de defesa do hospedeiro (MALDONADO; SÁ-CORREIA; 

VALVANO, 2016).  

O LPS atua como um potente agente pró-inflamatório, promovendo a ativação de 

monócitos, macrófagos, células endoteliais e epiteliais. Essa ativação desencadeia cascatas de 

sinalização intracelular que resultam na elevação dos níveis de diversas citocinas e mediadores 

inflamatórios (CAVAILLON, 2018). Os sinais inflamatórios originados na periferia alcançam 

o SNC através das células endoteliais ou pela atuação de segundos mensageiros que atravessam 

a BHE, promovendo assim uma resposta neuroinflamatória (YAN et al., 2020). Dessa forma, a 

administração de LPS, seja por via periférica ou central, é capaz de ativar a microglia e 

desencadear uma cascata de respostas inflamatórias no sistema nervoso central, contribuindo 

para o desenvolvimento de sintomas depressivos (MARIANI et al., 2022). 
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Já foi demonstrado que a atuação de NF-κβ e da ciclooxigenase-2 está envolvida no 

processo de dano da BHE por LPS de E. coli, e a inibição da COX-2 impediu os danos causados 

por LPS, mostrando uma diminuição na permeabilidade da BHE (KIKUCHI et al., 2019). 

Para as diferentes linhagens de camundongos, camundongos C57BL/6 parecem ser a 

escolha ideal para protocolos de indução de comportamentos depressivos e ansiosos, pois 

apresentam maior homogeneidade e podem refletir de forma mais precisa as mudanças 

comportamentais na depressão. Quanto à dose de LPS, a literatura mostra de forma evidente 

que 0,5 mg/kg de LPS pode induzir comportamento depressivo e ansioso em camundongos de 

forma sustentada (YIN et al., 2023). 

No presente trabalho foi realizado o acompanhamento ponderal dos animais durante o 

protocolo experimental, sendo observadas diferenças significativas na variação de peso dos 

animais expostos ao LPS quando comparados ao grupo controle até o quinto dia de 

administração. A partir do sexto dia de protocolo, não houve mais diferenças entre os grupos. 

A administração das drogas não ocasionou diferenças ponderais entre os grupos. 

De fato, esse dado corrobora com a literatura, uma vez que, a inflamação aguda é 

tradicionalmente vinculada à perda de peso, especialmente em cenários de infecção, trauma ou 

outras condições inflamatórias sistêmicas. Esse processo é mediado, principalmente, pela 

liberação de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, IL-6 e TNF, que exercem efeitos tanto 

sobre o SNC quanto nos tecidos periféricos, promovendo anorexia, intensificando o 

catabolismo e modificando o metabolismo energético e já foi descrito há bastante tempo (A 

LENNIE, 1998).  

Em modelos experimentais, a indução de inflamação aguda provoca anorexia e perda 

de peso que são proporcionais à intensidade do estímulo inflamatório. A diminuição da ingestão 

alimentar é mediada por citocinas pró-inflamatórias e por alterações em vias reguladoras 

hipotalâmicas, como a melanocortina e a leptina. Além da redução no consumo calórico, a 

inflamação aguda estimula a mobilização das reservas energéticas, especialmente do tecido 

adiposo, através do aumento da lipólise e da remodelação adiposa — processos nos quais a 

infiltração de células imunes e a elevação local de citocinas exercem um papel central (WANG 

et al., 2024; LACERDA et al., 2019). 

Quanto ao tratamento com CLX, é sabido que esse medicamento não está associado a 

ganho de peso significativo em indivíduos e quando ocorre, geralmente é secundário à retenção 

hídrica e não ao aumento de massa adiposa. O uso prolongado de antiinflamatórios pode causar 

retenção de sódio e água devido à inibição da síntese de prostaglandinas, levando à reabsorção 
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aumentada de sódio e água nos rins, resultando em edema periférico, mas não aumento de 

gordura (WHELTON et al., 2006).  

Em humanos, a literatura mostra um ensaio clínico randomizado conduzido por White 

e colaboradores (2002) com pacientes hipertensos, que demonstrou que o uso de CLX em dose 

elevada (200 mg duas vezes ao dia) por quatro semanas não resultou em mudanças 

significativas no peso corporal em comparação ao placebo. 

Nesse contexto, é importante destacar que uma parte relevante da incapacidade 

provocada por alguns transtornos neuropsiquiátricos na saúde é causada por mudanças no 

apetite e no peso corporal, já que os sintomas como falta de apetite e diminuição do peso e, na 

outra direção, ganho de peso e obesidade mórbida levam a cursos mais graves de depressão. 

Enquanto as mudanças no apetite são sintomas-chave na depressão e ansiedade, nem todos os 

pacientes experimentam as mesmas alterações. A depressão melancólica parece ser 

caracterizada por perda grave de apetite e peso, enquanto a depressão atípica é caracterizada 

pelo inverso, resultando em aumento do apetite e ganho de peso (KROEMER et al., 2022). 

Na avaliação da locomoção e capacidade exploratória dos animais, foi utilizado o teste 

do campo aberto. Foi observado que o número de crossing reduziu no grupo de animais 

expostos ao LPS quando comparado ao grupo controle e o tratamento com o CLX foi capaz de 

reverter esse parâmetro. A quantidade de levantamentos verticais (rearing) diminuiu de forma 

significativa nos animais expostos ao LPS quando comparado aos animais do grupo controle, 

mas as drogas testes não conseguiram reverter esse parâmetro.  

A diminuição de rearing e crossing provocada pelo LPS é justificada pelo fato da 

neuroinflamação provocada por essa molécula causar redução significativa da atividade 

locomotora e da exploração do ambiente através de chamado “comportamento doentio” 

causado pela inflamação (FOSTER et al., 2021), revertido parcialmente pelo CLX. 

O fato da diminuição do comportamento de rearing não ter sido revertida ao utilizar 

CLX pode ser contextualizada com a própria dificuldade de interpretação desse parâmetro. É 

reconhecido que o comportamento de rearing tende a se intensificar em contextos de incerteza, 

quando a motivação para explorar o ambiente se equivale ao nível de ameaça percebido. Por 

outro lado, essa resposta comportamental tende a ser menos frequente em situações nas quais 

há uma predominância clara de uma das opções, seja em ambientes percebidos como altamente 

seguros ou, inversamente, como extremamente perigosos. (STURMAN; GERMAIN; 

BOHACEK, 2018). 
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O teste do campo aberto simula um ambiente novo (inseguro para o animal) para avaliar 

seu comportamento autônomo e revelar o nível de tensão no camundongo. Quando os roedores 

têm medo de um novo ambiente, eles tendem a se mover ao redor da área da borda da caixa do 

aparato e raramente na área central (YIN et al., 2023). 

A exposição ao LPS proporcionou redução do número de entradas e a distância 

percorrida na zona central, enquanto o tratamento com CLX conseguiu aumentar esses 

números. O padrão comportamental do animal em relação à zona central é amplamente utilizado 

como um parâmetro clássico na avaliação de ansiedade e comportamento exploratório. 

Roedores, por exemplo, tendem a evitar a área central devido à sua característica de maior 

exposição, preferindo permanecer na periferia, que proporciona uma sensação de maior 

segurança (ALSTOTT; TIMBERLAKE, 2009; KULIKOV; TIKHONOVA; KULIKOV, 

2008). 

Corroborando com os resultados na zona central, na zona periférica do aparato foi 

observado maior número de entrada e tempo de permanência dos animais expostos ao LPS e os 

tratados com CLX obtiveram menor tempo de permanência e número de entrada na periferia. 

Como já demonstrado, um aumento no tempo de permanência ou na frequência de entradas na 

zona central é interpretado como indicativo de menor comportamento ansioso e maior 

propensão à exploração, enquanto a evitação dessa área (ou seja, preferência pela zona 

periférica) é geralmente associada a níveis mais elevados de ansiedade. 

Corroborando com os achados deste trabalho, já foi demonstrado que a administração 

de CLX promove um aumento da atividade locomotora e intensifica o comportamento 

exploratório em roedores no teste do campo aberto, efeitos que são atribuídos à modulação dos 

sistemas monoaminérgicos centrais, com destaque para a elevação da atividade dopaminérgica 

e serotoninérgica (NAPORA et al., 2023). 

No mapa de trajeto dos animais e de calor, percebeu-se maior movimentação dos grupos 

controles e dos animais tratados com CLX e ESC, evidenciando menor distância percorrida 

pelos animais expostos ao LPS. Resultado semelhante foi observado em animais desafiados 

com LPS em um modelo de Parkinson (YAN et al., 2023) e em modelo de neuroinflamação 

que utilizou a fluoxetina para reverter a diminuição da distância percorrida (ZHANG et al., 

2022). 

Nos testes preditivos de comportamento depressivo, a administração de LPS provocou 

aumento no tempo de imobilidade dos animais no teste do nado forçado, enquanto CLX e ESC 

reverteram esse parâmetro. O tempo de imobilidade é tradicionalmente considerado um 
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marcador de comportamento passivo frente a um estressor agudo, sendo amplamente 

empregado como modelo experimental para a triagem de substâncias com potencial 

antidepressivo (KRAEUTER; GUEST; SARNYAI, 2018). 

Os testes do nado forçado, assim como o teste de suspensão de cauda, possuem uma 

base teórica semelhante e avaliam a mesma medida de tempo gasto imóvel em um ambiente 

inescapável, sendo o estado de imobilidade o reflexo de comportamentos inibitórios, indicando 

um importante de retardo psicomotor depressivo (UNAL; CANBEYLI, 2019). 

Dessa forma, já é documentado que o LPS provoca um aumento do tempo de 

imobilidade no teste, inclusive já foi relatado em modelo de desafio imune neonatal com LPS, 

que sua administração pode induzir alterações comportamentais de longo prazo, repercutindo 

inclusive ao realizar esse teste na vida adulta nesses animais (LUO et al., 2021). O CLX também 

já conseguiu reverter esse parâmetro em camundongos heterogênicos desafiados pelo menos 

modelo (SILVA et al., 2024), refletindo a potencialidade da droga frente aos sintomas do tipo-

depressivo. 

No teste da preferência por sacarose, que avalia a anedonia (incapacidade de sentir 

prazer em atividades que antes eram consideradas gratificantes), o LPS provocou diminuição 

no consumo da solução de sacarose, enquanto CLX e ESC reverteram esse comportamento. 

Já foi relatado que o LPS afeta severamente a atividade neuronal e a liberação de 

dopamina em regiões cerebrais relacionadas à recompensa, resultando em motivação reduzida 

e anedonia (FELGER et al., 2015). Infere-se assim, a possibilidade de CLX e ESC regularem 

o sistema recompensa por meio de um provável fornecimento normalizado de dopamina. 

Em um modelo experimental de obesidade associada à depressão em camundongos, a 

administração crônica de celecoxibe (15 mg/kg, por via oral, durante 28 dias) promoveu um 

aumento significativo no consumo de sacarose, indicando uma reversão do comportamento 

anedônico. Esse achado sugere uma possível ação antidepressiva do celecoxibe nesse contexto, 

possivelmente mediada pela modulação de vias inflamatórias e metabólicas alteradas em função 

da obesidade (KURHE; MAHESH; GUPTA, 2014).  

No splash test ou teste do respingo, o grupo exposto ao LPS diminuiu o tempo e a 

frequência de grooming, ou seja, os animais negligenciaram a limpeza da pelagem quando 

comparados ao grupo controle. CLX e ESC conseguiram reverter os dois parâmetros estudados. 

A diminuição do autocuidado e da higiene, observado no splash test, pode ser 

interpretado como uma perda de comportamento motivacional, considerado um sintoma 

importante de depressão (HU et al., 2017). 
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O fato de CLX, assim como ESC, terem aumentado a frequência e duração do grooming 

é resultado importante, uma vez que, a diminuição do grooming no splash test é sensível a 

tratamentos antidepressivos, o que reforça sua validade preditiva para triagem de potenciais 

fármacos antidepressivos (DEBLER et al., 2024). 

Em relação aos testes comportamentais preditivos de ansiedade, LPS diminuiu o número 

de head dips no teste da placa perfurada, enquanto CLX reverteu esse comportamento. Uma 

maior incidência desse mergulho de cabeça nos orifícios do aparato está associada a níveis 

reduzidos de ansiedade, enquanto um número menor sugere mais ansiedade (CASARRUBEA 

et al., 2023).  

Esse resultado é interessante porque no trabalho de SILVA e colaboradores (2024) que 

também executou esse teste em modelo de LPS, não foram observadas diferenças significativas 

no número de head dips. Pode-se considerar como fatores diferenciais no presente estudo, em 

comparação ao citado, o aumento da dose (de 15 mg/kg para 20 mg/kg) e o fato de que 

camundongos isogênicos como o C57BL/6 refletem de forma mais precisa as mudanças 

comportamentais, além de apresentar valores mais reprodutíveis (YIN et al., 2023). 

No teste do labirinto em cruz elevada, tanto o número de entradas quanto o tempo de 

permanência nos braços abertos foram diminuídos por LPS e o tratamento com CLX conseguiu 

reverter ambos os parâmetros, enquanto ESC reverteu apenas a diminuição do tempo de 

permanência nos braços abertos. 

Esse teste permite a análise de respostas comportamentais associadas ao medo, servindo 

como um indicativo de estados de ansiedade, na situação na qual os animais evitam a entrada e 

permanência nos braços abertos pela exposição maior. Além disso, destaca-se por possibilitar 

a triagem rápida e eficiente de compostos com potencial efeito ansiolítico (HIMANSHU et al., 

2020). 

Os resultados obtidos aqui também estão de acordo com um estudo que utilizou um 

modelo de estresse crônico e observou que CLX foi capaz de reverter o comportamento ansioso 

induzido, aumentando a exploração dos braços abertos do aparato (GARABADU; KUMAR, 

2019).  

Em relação ao teste de avaliação de memória, a administração de LPS provocou 

diminuição das alternâncias corretas no teste do labirinto em Y, enquanto CLX, mas não ESC, 

conseguiu reverter esse resultado. De fato, um estudo já demonstrou que a administração de 

LPS faz com que camundongos apresentem prejuízos no teste do labirinto em Y para detectar 
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memória espacial além de, induzir atrofia dendrítica no córtex pré-frontal e nos neurônios 

piramidais do hipocampo (ANO et al., 2019) 

No presente trabalho CLX foi eficaz na reversão do prejuízo de memória provocado 

pela neuroinflamação e esse dado corrobora com a literatura em outros testes que avaliam 

cognição, memória e aprendizado. O CLX tem se mostrado eficaz na prevenção de alterações 

cognitivas e comportamentais em modelos experimentais de neurodegeneração e 

neuroinflamação. Em avaliações como o teste de reconhecimento de objetos e o labirinto 

aquático de Morris, observou-se a preservação das funções relacionadas à memória e ao 

aprendizado. Esses resultados sustentam a possibilidade de que CLX contribua para o 

desempenho em tarefas que exigem memória espacial e de trabalho, como o labirinto em Y, 

especialmente diante de desafios neurotóxicos ou inflamatórios (MHILLAJ et al., 2018; 

BORRE et al., 2012). 

É de extrema relevância analisar a performance de potenciais drogas no tratamento de 

transtornos de humor - como o CLX - na memória e cognição, porque as habilidades dos 

antidepressivos para melhorar os déficits cognitivos em pacientes que sofrem de depressão, 

especialmente deficiências de memória, não foram avaliadas suficientemente durante seus 

desenvolvimentos (PAN et al., 2018). 

De fato, nem todos os antidepressivos possuem efeitos significativos na recuperação da 

memória ou aprendizado. Nosso trabalho demonstrou que ESC não conseguiu o desempenho 

de CLX. Em indivíduos saudáveis, um estudo controlado traz evidências de que a administração 

aguda de ESC pode comprometer tanto a aprendizagem quanto a flexibilidade cognitiva 

(SKANDALI et al., 2018). Em idosos com depressão, o tratamento com ESC apresentou efeitos 

restritos e de instalação gradual sobre a cognição e a psicomotricidade, sendo que a melhora do 

humor costuma anteceder possíveis benefícios cognitivos (BEHEYDT et al., 2015). 

Curiosamente, outros antiinflamatórios demonstraram efeitos positivos na memória e 

aprendizado. Resultados de uma coorte observacional contínua, em todo o Reino Unido, 

composta por mais de meio milhão de participantes constatou que o uso de ibuprofeno pela 

população está associado a efeitos cognitivos benéficos consistentes (PINILLA et al., 2025). 

Para prosseguir com os testes para avaliação de marcadores do estresse oxidativo, 

nitrosativo e citocinas pró-inflamatórias, foram dissecadas duas importantes áreas cerebrais: o 

hipocampo e córtex pré-frontal. 

O hipocampo é uma das regiões cerebrais mais frequentemente investigadas em estudos 

sobre depressão, devido à sua relevância tanto estrutural quanto funcional. Inserido no sistema 
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límbico, o hipocampo estabelece conexões neurais com áreas cerebrais envolvidas na regulação 

emocional, como o córtex pré-frontal e a amígdala. Essa região é particularmente sensível a 

alterações induzidas pelo estresse, uma vez que apresenta alta densidade de receptores de 

glicocorticoides e de glutamato, além de desempenhar um papel central na modulação do eixo 

HPA. Essas características contribuem para sua vulnerabilidade em condições depressivas 

(PITTENGER; DUMAN, 2007). 

Sabe-se que a área mais afetada em pacientes com depressão e ansiedade é o hipocampo 

(SCHMAAL et al., 2015) uma região envolvida em processos importantes nos transtornos do 

humor, como a regulação do estresse e o processamento emocional (KANDOLA et al., 2019). 

Já o córtex pré-frontal, é reconhecido como uma região-chave na regulação de processos 

cognitivos superiores e do comportamento, também desempenhando um papel relevante na 

fisiopatologia da depressão. Alterações estruturais e funcionais nessa área têm sido 

consistentemente associadas a déficits em funções executivas, tomada de decisão e controle 

emocional, características frequentemente observadas em indivíduos com transtorno depressivo 

(TREADWAY et al., 2015). 

 Já foi documentado que a redução do volume do córtex pré-frontal pode ser resultado 

da apoptose e atrofia de neurônios e células da glia na depressão, conforme também observado 

no hipocampo (DUMAN; AGHAJANIAN, 2012; MCEWEN et al., 2012).. 

Nesse sentido, observou-se que o LPS aumentou a concentração de nitrito nas duas áreas 

cerebrais analisadas, e que tanto o CLX quanto o ESC foram capazes de modular esses níveis, 

promovendo sua redução.  

Pesquisas realizadas com modelos animais indicam que a administração de LPS pode 

elevar os níveis de nitrito e nitrato no cérebro, particularmente em regiões como o hipocampo 

e o córtex pré-frontal, de maneira dependente da dose e do tempo de exposição, fenômeno 

atribuído principalmente à indução da óxido nítrico sintase induzível (iNOS), uma enzima 

responsável pela produção de óxido nítrico (NO) que, por sua vez, possui como produto 

secundário do metabolismo o nitrito (ANAEIGOUDARI et al., 2016). 

Um estudo também já revelou que o tratamento de células endoteliais microvasculares 

cerebrais humanas com LPS de E. coli levou a um aumento anormal em espécies reativas de 

oxigênio e dano da BHE (ZHAO et al., 2014) 

Os resultados aqui encontrados também corroboram com a literatura, uma vez que, em 

modelos animais experimentais de hipóxia-reoxigenação, o CLX também foi capaz de atenuar 

o aumento dos níveis de nitrito cerebral, indicando uma redução do estresse nitrosativo 
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(LÓPEZ-VILLODRES et al., 2012). Em humanos, há evidências de que a inibição da COX-2 

pelo CLX pode atenuar a produção de metabólitos do óxido nítrico, entretanto, esses achados 

referem-se a concentrações plasmáticas (PIALOUX et al., 2017). 

Aliado a esses dados, já foi demonstrado que a inibição da COX-2 e iNOS é considerada 

eficaz na melhora da neuroinflamação em pacientes com doença de Alzheimer (BRONZUOLI 

et al., 2018) 

Em relação à concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), 

LPS também aumentou seus níveis no hipocampo e córtex pré-frontal, enquanto o tratamento 

com CLX ou ESC reverteu esse aumento.  

A peroxidação lipídica consiste em um processo no qual radicais livres, como as 

espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio, interagem com as duplas ligações carbono-

carbono presentes nos lipídios. Esse mecanismo envolve inicialmente a remoção de um átomo 

de hidrogênio de um carbono, seguida pela adição de uma molécula de oxigênio. Como 

resultado, ocorre a formação de uma variedade de compostos complexos, incluindo radicais 

peroxila lipídicos e hidroperóxidos, considerados produtos primários, além de produtos 

secundários importantes, como o malondialdeído (MDA) e o 4-hidroxinonenal (TSIKAS, 

2017). 

Quando aplicado e interpretado corretamente, o ensaio TBARS é geralmente 

considerado um bom indicador dos níveis gerais de estresse oxidativo em uma amostra (LEON; 

BORGES, 2020).  

Os resultados obtidos neste trabalho vão em direção a relatos que a administração de 

LPS, de fato, promove um aumento significativo nas concentrações das TBARS no tecido 

cerebral, indicando uma intensificação do estresse oxidativo e da peroxidação lipídica nessa 

região. Esse fenômeno foi evidenciado em modelos experimentais, nos quais a aplicação 

sistêmica ou local de LPS resultou em elevação dos níveis de TBARS e de MDA, este último 

reconhecido como um marcador clássico da peroxidação lipídica, em distintas regiões do 

encéfalo, incluindo o hipocampo e outras estruturas (GORąCA; ASłANOWICZ-

ANTKOWIAK, 2009; HRITCU; CIOBICA, 2013). 

Em relação ao CLX, os dados refletem um achado na literatura que já mostrou em 

culturas de células neuronais que o CLX é capaz de reduzir a geração de ERO ao modular a 

expressão da heme oxigenase-1 (HO-1), um processo mediado pela ativação do fator de 

transcrição NRF2. Esse mecanismo contribui para a atenuação do dano oxidativo provocado 
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pela peroxidação lipídica induzida pelo β-amiloide, o que se evidencia pela diminuição dos 

níveis das TBARS (MHILLAJ et al., 2020). 

Os resultados da peroxidação lipídica provocada pelo LPS e revertida por CLX obtidos 

nesta tese podem estar associados a degradação da membrana causada pela morte de células, 

como neurônios e astrócitos, revelam dados que serão discutidos adiante.  

Ao dosar os níveis da enzima glutationa reduzida (GSH) foi observado que a exposição 

ao LPS causou diminuição de GSH quando comparado ao grupo controle, enquanto o 

tratamento com CLX, mas não com ESC, reverteu essa diminuição no hipocampo. No córtex 

pré-frontal também foi observada diminuição da enzima, porém, nenhum tratamento com as 

drogas testadas foi capaz de reverter essa diminuição.  

A neuroinflamação provocada por LPS diminui os níveis da GSH, uma das mais 

importantes enzimas antioxidantes e defesa celular. Pesquisas indicam que a exposição ao LPS, 

tanto em contextos agudos quanto crônicos, resulta na redução dos níveis de GSH em diferentes 

áreas do cérebro, incluindo o córtex cerebral, o estriado e o hipocampo (SCHIRMBECK et al., 

2023; SEMINOTTI et al., 2020; ZHU; CARVEY; LING, 2007). 

O LPS parece comprometer a síntese de glutationa, principalmente ao suprimir a 

expressão da enzima chave da sua via biossintética, a glutamato-cisteína ligase (GCL). Esse 

efeito é observado tanto em modelos in vivo quanto in vitro, sendo associado à regulação 

negativa da transcrição dos genes que codificam as subunidades catalítica e modificadora da 

GCL. Tal regulação envolve, frequentemente, alterações na sinalização de fatores de 

transcrição, como o Nrf2 e o NF-κB (TOMASI et al., 2014; ZHANG et al., 2020). 

Silva e colaboradores (2024) também obtiveram resultado semelhante nas dosagens de 

GSH e nos efeitos de CLX nessas áreas cerebrais. A droga não reverteu o decréscimo de GSH 

no córtex pré-frontal causado por LPS, conseguindo apenas no hipocampo. O estudo mostrou 

correlações estatísticas importantes, especialmente envolvendo a ação do CLX na atenuação de 

comportamentos semelhantes à depressão por meio da melhora de GSH no hipocampo. 

Não é possível afirmar que o hipocampo ou o córtex pré-frontal apresentem, de modo 

geral, defesas antioxidantes superiores um em relação ao outro; ambas as regiões são 

reconhecidamente vulneráveis aos efeitos do estresse oxidativo, porém, há evidências indicando 

que determinadas sub-regiões do hipocampo, especialmente as áreas CA2-4 e o giro denteado, 

exibem uma ativação mais pronunciada de mecanismos antioxidantes quando comparado a 

outras regiões (LEWCZUK et al., 2022). 
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Os resultados obtidos nesta tese em relação aos marcadores de estresse oxidativo, de 

maneira geral, corrobora uma meta-análise de estudos observacionais que demonstrou um 

aumento nos níveis de marcadores de estresse oxidativo e diminuição no status antioxidante 

com maiores sintomas depressivos (PALTA et al., 2014). 

A depressão é uma doença crônica caracterizada por níveis persistentes de marcadores 

inflamatórios, por esse motivo, modelos de depressão foram derivados por injeções repetidas 

de LPS para imitar a inflamação persistente (WICKENS; DONCK; MACKENZIE; BAILEY, 

2018).  

Assim, ao dosar as principais citocinas pró-inflamatórias, o LPS aumentou os níveis de 

IL-1β no hipocampo e córtex pré-frontal e o tratamento com CLX ou ESC conseguiu reverter 

esse aumento.  

A dosagem dessa citocina é de extrema importância no contexto dos transtornos de 

humor e as ações do CLX em sua diminuição demonstram o potencial da droga nesse contexto, 

uma vez que, a IL-1β é o principal mediador inflamatório do SNC e, quando aumentado, é 

comumente acompanhado pela ativação da microglia (LIU; QUAN, 2018), sabe-se que a 

neuroinflamação contínua pode  induzir comportamentos depressivos (ZHANG et al., 2022). 

A produção aumentada de IL-1β em astrócitos, inclusive, está associada à patogênese do 

transtorno depressivo (LENG et al., 2018) 

Esses resultados parecem ser complementares às pesquisas já realizadas em ratos 

neonatos que demonstram que o CLX é capaz de reduzir significativamente o aumento dos 

níveis de IL-1β no cérebro após a exposição sistêmica ao LPS. Além disso, o fármaco atenua a 

ativação de microglia e astrócitos, protege contra a lesão de oligodendrócitos e parece mitigar 

os déficits comportamentais associados à inflamação cerebral (FAN et al., 2013; KAIZAKI et 

al., 2013). 

Quanto à dosagem de IL-6 foi observado que LPS aumentou a concentração desta 

citocina em ambas as áreas cerebrais e CLX e ESC conseguiram diminuir esses níveis no 

hipocampo, mas não no córtex pré-frontal. 

A associação entre a IL-6 e a depressão pode estar relacionada a alterações morfológicas 

cerebrais. Evidências demonstram que concentrações elevadas de IL-6 estão correlacionadas 

com redução da espessura cortical na região do córtex pré-frontal em indivíduos com 

diagnóstico de depressão, o que sugere uma possível contribuição desta citocina para 

modificações estruturais no cérebro ligadas à fisiopatologia do transtorno (KAKEDA et al., 

2018). Além disso, há indícios de que a IL-6 possa modular a vulnerabilidade à depressão em 
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resposta a eventos estressores, possivelmente mediada por alterações na integridade da rede de 

substância branca (LI et al., 2022). 

A diminuição desta citocina no hipocampo é de importância significativa porque a 

inflamação hipocampal está intimamente relacionada ao surgimento de sintomas de depressão 

e ansiedade, tanto em modelos experimentais quanto em estudos com humanos. Evidências 

indicam que a ativação de vias inflamatórias no hipocampo, caracterizada principalmente pelo 

aumento de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, TNF e IL-6, pode desencadear 

comportamentos análogos à ansiedade e à depressão (MATSUURA et al., 2023; HAJ-

MIRZAIAN et al., 2017; TANG et al., 2016; CHENG et al., 2025).  

Quanto à dosagem de TNF, não houve diferenças significativas entre os grupos. Sabe-

se que a regulação da expressão do TNF é fortemente influenciada pelo tipo celular, pelo 

estímulo envolvido e por mecanismos pós-indutivos específicos. Por exemplo, em 

determinados contextos, a sustentação de níveis elevados de mRNA de TNF após o estímulo 

inflamatório frequentemente depende de mecanismos adicionais, que nem sempre são ativados, 

o que pode resultar na ausência de um aumento significativo na expressão de TNF 

(TSYTSYKOVA et al., 2007). 

Outro aspecto relevante é a presença de mecanismos de tolerância e retroalimentação 

negativa mediados pelo próprio TNF. A exposição prévia a esse fator pode induzir um estado 

de tolerância cruzada em células do sistema imunológico, diminuindo a produção subsequente 

de citocinas inflamatórias diante de novos estímulos, como a exposição ao LPS (PARK et al., 

2011). 

O conjunto de resultados no contexto das citocinas dosadas é promissor para CLX, que 

conseguiu modular de forma relevante as principais citocinas no contexto da neuroinflamação. 

Em modelos de doença de Alzheimer em ratos induzidos com a doença, o CLX também reduziu 

a neuroinflamação ao diminuir a expressão da proteína COX-2 no cérebro dos roedores 

(MHILLAJ et al., 2018). 

Um relato de caso já demonstrou que o uso de CLX melhorou os sintomas depressivos 

da depressão pós-parto ao diminuir citocinas pró-inflamatórias e aumentar BDNF 

(ESALATMANESH; KASHANI; AKHONDZADEH, 2023). Durante processos de 

neuroinflamação, o BDNF pode modular a expressão gênica pró-inflamatória mediada pelo 

fator de transcrição NF-κB, embora os mecanismos subjacentes a essa regulação ainda não 

estejam completamente elucidados. A ativação de citocinas pró-inflamatórias induz, de forma 

direta, a produção de diversos fatores neurotóxicos, incluindo espécies reativas de oxigênio, 
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bem como a amplificação da resposta inflamatória por meio da síntese adicional de citocinas, 

como a IL-1β, IL-6, TNF e quimiocinas (SOCHAL et al., 2022; MEHTEROV et al., 2022). 

No estudo in vitro, foi demonstrado que CLX nas concentrações de 62,5 µg/mL e 31,2 

µg/mL foram as maiores concentrações que não foram tóxicas em ambas as células estudadas 

(astrócitos e células PC12). 

A estimulação com LPS constitui um método clássico e altamente eficaz para induzir 

respostas inflamatórias em modelos celulares in vitro. Esse protocolo tem sido amplamente 

empregado para ativar a microglia, promovendo, consequentemente, a indução de astrócitos 

com características fenotípicas semelhantes ao perfil reativo A1 (JOSHI et al., 2019; 

LIDDELOW et al., 2017).  

As concentrações escolhidas a partir do teste do MTT para prosseguir com os demais 

estudos in vitro não são facilmente encontradas na literatura disponível até o momento. No 

entanto, os dados disponíveis mostram que CLX  já foi utilizado em cultura de células em 

concentrações que variam de 0,29 μg/mL até 38,14 μg/mL (convertendo μM em μg/mL), 

dependendo do objetivo experimental e do tipo celular estudado (COSTELA-RUIZ et al., 2019; 

PYRKO; KARDOSH; SCHÖNTHAL, 2008; MAIER et al., 2009). Portanto, os dados obtidos 

no presente trabalho demonstram uma faixa de concentração maior nos tipos celulares 

estudados. 

A avaliação dos mecanismos de morte celular por marcação de Iodeto de Propídio (PI) 

e Anexina V (Ax) pode ser correlacionada aos resultados obtidos na microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). 

Em relação aos astrócitos, observou-se que LPS diminuiu o número de células viáveis, 

enquanto o tratamento com CLX aumentou esse número. LPS parecer ter aumentado a 

quantidade de eventos relacionados à necrose e o tratamento com CLX proporcionou a 

diminuição, assim como os prováveis eventos relacionados à apoptose que foram aumentados 

a partir da exposição a LPS e diminuídos a partir do tratamento com CLX.  

Os resultados são complementares com a análise morfológica por MEV, que demonstra 

que a exposição ao LPS provocou nítida diminuição de corpos celulares no campo e morfologia 

anormal dos astrócitos, com membrana retraída e ramificações de tamanho diminuído. A 

concentração de CLX de 31,2 µg/mL reverteu a maioria das alterações morfológicas 

provocadas por LPS (recuperação do número e volume celular e da integridade das ramificações 

dendríticas).  
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A investigação das ações de CLX em astrócitos é essencial, porque essas células gliais 

são as mais abundantes no SNC e regulam as funções cerebrais envolvidas na patologia de 

doenças psiquiátricas e neurodegenerativas (LI et al., 2022). 

Estudos anteriores identificaram dois tipos diferentes de astrócitos: astrócitos 

neurotóxicos (A1) que podem causar morte neuronal e astrócitos neurotróficos (A2) que 

promovem a sobrevivência neuronal e o reparo tecidual (LI et al., 2022).  Os astrócitos também 

podem ser uma fonte de níveis aumentados de citocinas pró-inflamatórias em várias regiões do 

cérebro, incluindo no hipocampo. Já foi demonstrado que o estresse agudo causa um aumento 

nos níveis de IL-1β nos astrócitos, mas não na microglia e nos neurônios (SUGAMA et al., 

2011a; SUGAMA et al., 2011b).  

O que pode explicar, em parte, os achados de morte celular no protocolo estudado é que 

a exposição ao LPS leva os astrócitos ao estado reativo, no qual perdem sua capacidade de 

manter a homeostase do glutamato, tendendo a facilitar a liberação dessa molécula. 

Consequentemente, um aumento substancial de glutamato no meio extracelular induz um 

influxo intenso de íons cálcio (Ca2+) principalmente via receptores N-metil D-aspartato 

(NMDA). Esse influxo iônico favorece um comprometimento no gradiente iônico da membrana 

mitocondrial e do retículo endoplasmático. A ruptura dessas organelas, por sua vez, induz a 

liberação de cálcio desses estoques intracelulares. O aumento resultante na concentração 

intracelular de cálcio resulta na ativação de enzimas que degradam proteínas, lipídios e DNA. 

Esses mecanismos também favorecem a morte neuronal apoptótica (KOUBA et al., 2024). 

Os resultados com CLX são importantes na medida que, sendo alvos do estresse e dos 

glicocorticoides, os astrócitos são um alvo promissor para o tratamento da depressão 

(DOLOTOV et al., 2022). O presente estudo ao destacar que LPS pode causar apoptose de 

astrócitos mostra que isso acarreta provável perda da homeostase do SNC, que pode ser 

relacionada aos dados comportamentais aqui demonstrados anteriormente, já que evidências 

crescentes sugerem que o número, a morfologia e a função dos astrócitos são prejudicados no 

cérebro deprimido (ZHAO et al., 2022). Os astrócitos ainda são importantes ao facilitar a 

comunicação cruzada entre a imunidade periférica e o parênquima do SNC devido ao contato 

próximo entre essas células e componentes da BHE (LINNERBAUER; WHEELER; 

QUINTANA, 2020). 

Além disso, a enzima quinurenina aminotransferase (KAT) é expressa principalmente 

por astrócitos e é responsável pela conversão de quinurenina em ácido quinurênico 

(SCHWARCZ et al., 2012). Portanto, a perda de astrócitos observada nos resultados aqui 
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apresentados pode comprometer a síntese de ácido quinurênico (GOSSELIN et al., 2009; 

OLEARY; MECHAWAR, 2021). Além disso, a excitotoxicidade mediada por ácido 

quinolínico (QA, um agonista do receptor NMDA), resulta ainda na morte astrocitária no 

cérebro na depressão (BARONE, 2019; SZALARDY et al., 2012). 

Evidências experimentais indicam um aumento da apoptose no giro denteado do 

hipocampo de ratos submetidos à separação materna, um modelo também amplamente utilizado 

para simular estresse precoce. Essa condição tem sido associada a prejuízos na memória e à 

manifestação de alterações comportamentais compatíveis com sintomas depressivos e ansiosos, 

sugerindo um possível vínculo entre apoptose neuronal e disfunções cognitivas e emocionais 

(SUNG et al., 2010). Esse fato foi plenamente demonstrado a partir dos resultados dos testes 

comportamentais e de morte celular verificados nesta tese. 

É interessante que os resultados comportamentais aqui apresentados também podem ser 

relacionados ao fato de que astrócitos reativos neuroinflamatórios A1 demonstraram ser 

destrutivos para sinapses. De fato, foi demonstrado que os astrócitos no perfil A1 são 

prejudiciais e tóxicos para os neurônios e, por isso, podem afetar os comportamentos animais 

(LIDDELOW; BARRES, 2017). 

Ao observar a ocorrência de dupla marcação positiva de Iodeto de Propídio e Anexina 

V, indicando uma apoptose não imediata nas células desafiadas por LPS, pode-se contextualizar 

que, como já discutido, de maneira análoga às células microgliais, os astrócitos podem ser 

induzidos a um fenótipo reativo neurotóxico, denominado A1. Esse processo, conhecido como 

astrocitose, desempenha um papel essencial na resposta a agressões imunológicas, doenças 

neurodegenerativas crônicas ou traumas agudos, contribuindo tanto para a contenção do dano 

(WU; ZHANG, 2023).  No entanto, sob certas circunstâncias, esses astrócitos reativos podem 

prejudicar a plasticidade neural adaptativa (SOFRONIEW, 2020). Isso significa que uma 

provável apoptose dos astrócitos pode não ocorrer de forma imediata e sim sua ativação para 

combater danos. 

É provável que a exposição ao LPS no protocolo aqui discutido resultou na mudança do 

perfil de astrócito para A1. Um estudo já concluiu que a estimulação com LPS fez com que os 

astrócitos produzissem mais fatores pró-inflamatórios e diminuição de sua capacidade 

fagocítica e provável mudança para esse perfil (ZHANG et al., 2020).  

A diminuição de apoptose a partir da administração de CLX corrobora um estudo que 

utilizou CLX também na concentração de 20 mg/kg em um modelo experimental de 
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hidrocefalia que demonstrou uma redução nas células imunomarcadas para caspase-3 no tecido 

cerebral dos animais tratados com a droga (DUTRA et al., 2023).  

A caspase-3 é uma proteína amplamente expressa e reconhecida por sua função central 

na execução da apoptose, mediada por estímulos extrínsecos ou intrínsecos. Classificada como 

caspase efetora, sua ativação ocorre na via apoptótica, promovendo o desmantelamento celular 

por meio da clivagem de diversos substratos intracelulares (ESKANDARI; EAVES, 2022) 

E, considerando que: 1) a apoptose pela sinalização de caspase-3 pode ser desencadeada 

tanto por fatores intracelulares (como disfunção mitocondrial), mas também com fatores 

extracelulares (como citocinas) (ARAM; YACOBI-SHARON; ARAMA, 2017) e 2) conforme 

achados desta tese, as citocinas têm seus níveis aumentado a partir da exposição ao LPS e 

moduladas negativamente pelo CLX, acredita-se que o CLX pode reduzir ou prevenir a 

progressão da cascata de morte celular por atuar impedindo, em parte, as ações da caspase-3. 

Por fim, os poços com a concentração de 62,5 µg/mL de CLX não continham células 

processadas para visualização a partir da técnica empregada. A dificuldade em visualizar 

células por meio de MEV geralmente decorre de uma combinação de fatores, incluindo 

preparação inadequada da amostra, baixo contraste, danos provocados pelo feixe de elétrons, 

limitações relacionadas ao campo de visão, bem como desafios associados à imobilização e ao 

revestimento das células (OGURA, 2012; WOHLMANN, 2024). 

Em relação às células PC12, é importante destacar que, quando expostas ao fator de 

crescimento nervoso (NGF), essas células sofrem diferenciação, adquirindo morfologia e 

características funcionais semelhantes às de neurônios, incluindo a extensão de axônios e 

dendritos (TOMINAM et al., 2024; HARADA; MATSUOKA; INOUE, 2025). 

Os resultados demonstraram que LPS diminuiu a viabilidade das células PC12, mas, o 

tratamento com CLX reverteu esse parâmetro. Resultado semelhante foi observado nos eventos 

que podem ser interpretados como necrose e apoptose: LPS induziu a morte celular e CLX 

atenuou os danos.  

Na microscopia, os dados corroboram os achados da citometria, uma vez que, LPS 

provocou alterações morfológicas importantes nas células PC12, como desorganização do 

citoplasma, diminuição do volume citoplasmático, retração das ramificações dendríticas e 

formação de corpos apoptóticos. Os tratamentos com as duas concentrações de CLX foram 

capazes de reverter parcialmente as alterações provocadas pelo LPS. 

Testar CLX em células PC12 (que se diferenciam com características neuronais) é 

essencial, porque os neurônios são unidades fundamentais que integram e transmitem sinais em 
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resposta a informações intrínsecas e extrínsecas. As funções neuronais são altamente dinâmicas 

e refletem a capacidade do sistema nervoso de responder e se adaptar a diversos estímulos, 

incluindo sinais do ambiente externo, estados emocionais e eventos lesivos. Esses processos 

envolvem complexos mecanismos de sinalização celular e plasticidade sináptica, fundamentais 

para a regulação da atividade cerebral em condições fisiológicas e patológicas 

(WAINWRIGHT; GALEA, 2013).  De fato, já foi demonstrado que a depressão e o estresse 

podem induzir apoptose hipocampal em mamíferos não humanos e humanos (LUCASSEN et 

al., 2006).  

O desenvolvimento da depressão está associado a alterações no metabolismo de 

neurônios e células gliais, bem como a disfunções na transmissão sináptica entre neurônios. A 

exposição prolongada a fatores adversos pode culminar em degeneração neuronal em regiões 

específicas do cérebro. Evidências recentes atribuem aos neurônios e astrócitos um papel 

central não apenas na manutenção da homeostase e do funcionamento normal do sistema 

nervoso central, mas também na gênese e progressão de diversas patologias neurológicas e 

psiquiátricas (MURPHY‐ROYAL; GORDON; BAINS, 2019; ZHOU et al., 2019). 

Na literatura, já foi demonstrado que LPS provoca danos nas células PC12 (ZHOU et 

al., 2021), assim como observado no presente estudo. Os resultados de CLX na restauração da 

viabilidade celular corroboram um estudo que concluiu que celecoxibe, indometacina e 

ibuprofeno previnem a morte de células PC12 induzida por 6-hidroxidopamina por meio da 

inibição da via NF-κβ (RAMAZANI; TAYARANI-NAJARAN; FEREIDONI, 2019). 

Já os resultados da avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio por 

fluorescência de DCF, mostraram que nas duas células, LPS provocou aumento das EROS e 

CLX nas duas concentrações estudadas reverteu o estresse oxidativo. Esses resultados estão em 

consonância com os achados no modelo in vivo, que mostrou CLX atuando na redução dos 

níveis de nitrito e TBARS.  

Esses resultados em conjunto, como já discutido, são importantes porque quadros de 

depressão e ansiedade estão associados à diminuição das concentrações de antioxidantes, 

concomitante ao aumento dos níveis de estresse oxidativo (LEONARD; MAES, 2012) e o 

estresse oxidativo também contribui diretamente com a piora dos sintomas nos transtornos de 

humor (SIPAHI et al., 2023).  

Em relação a avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial, foi observado que 

a exposição ao LPS promoveu uma redução do potencial transmembrânico mitocondrial nos 

astrócitos e CLX na concentração de 31,2 µg/mL reverteu essa redução.  
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Esses resultados podem ser relacionados aos dados referentes à apoptose aqui já 

demonstrados. Geralmente, a mitofagia (processo de autofagia seletiva que se concentra na 

remoção e reciclagem de mitocôndrias danificadas ou desnecessárias pelas células) excessiva 

causa comprometimento mitocondrial e desencadeia ainda mais a apoptose dos neurônios do 

hipocampo. A autofagia pode gerar, por consequência, a apoptose do neurônio (LIU et al., 

2021).  

Também é possível relacionar os achados da disfunção mitocondrial e tratamento com 

CLX aos resultados comportamentais também aqui já apresentados, uma vez que, a literatura 

mostra que roedores altamente ansiosos exibem também comportamento mais grave semelhante 

à depressão e apresentam múltiplas disfunções mitocondriais (GEBARA et al., 2021). 

As citocinas aumentadas podem estar relacionadas às disfunções mitocondriais 

provocadas pelo LPS e a ação do CLX em suprimir essas citocinas também pode manter relação 

com suas ações na reversão desses danos na mitocôndria. Já foi demonstrado que disfunções 

mitocondriais podem contribuir de forma direta com a neuroinflamação: os lisados 

mitocondriais induzem a expressão de RNA mensageiro para a tradução de TNF e IL-8, ou seja, 

componentes mitocondriais podem imitar um patógeno e levar a uma resposta de dano 

(WILKINS et al., 2015). 

O estresse, inclusive, pode resultar em morfologia mitocondrial anormal, causando 

ruptura e inchaço mitocondrial, comprometimento dos astrócitos do hipocampo e diminuição 

da densidade da matriz mitocondrial também no hipocampo (SHU et al., 2019; LING-HU et 

al., 2021). 

Um estudo demonstrou que a exposição pré-natal à dexametasona leva a 

comportamento semelhante à depressão e dano mitocondrial no hipocampo, mostrando a 

estreita ligação entre a morfologia mitocondrial anormal e o desenvolvimento dos transtornos 

do humor (WU et al., 2019). 

A atuação de CLX na diminuição de possíveis danos mitocondriais demonstrado neste 

trabalho está em consonância com o fato de que, como a anormalidade mitocondrial está 

intimamente associada à patogênese da depressão, evidências sugerem que os antidepressivos 

podem amenizar o comportamento semelhante à depressão, aumentando a atividade da cadeia 

respiratória mitocondrial e a produção de ATP (JIANG; WANG; SHENG, 2024). Assim, é 

esperado que drogas que atuem como potenciais antidepressivos ou ansiolíticos mantenham 

essa característica.  
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Nas células PC12 expostas ao LPS, obteve-se aumento da intensidade de fluorescência 

quando comparado às células do grupo controle. O tratamento com CLX nas duas 

concentrações estudadas diminuiu a fluorescência. A concentração de 62,5 µg/mL nos 

astrócitos também diminuiu a fluorescência.  

Modelos experimentais têm indicado que a exposição a concentrações elevadas de 

oxigênio pode induzir um aumento no potencial de membrana mitocondrial e aumentar a 

fluorescência de rodamina, caracterizando um estado de hiperpolarização em determinados 

tipos celulares. Em mioblastos de camundongos cultivados sob 20% de oxigênio — condição 

considerada de alta concentração de oxigênio em comparação ao ambiente fisiológico habitual 

— foi observado um incremento do ΔΨm, acompanhado por elevação de EROS (DUGUEZ et 

al., 2012). 

 De maneira análoga, cardiomiócitos submetidos à oxigenação hiperbárica 

apresentaram aumento do ΔΨm e intensificação do consumo mitocondrial de oxigênio, 

sugerindo que a hiperpolarização da membrana mitocondrial constitui uma resposta inicial ao 

suprimento excessivo de oxigênio (YOUNG et al., 2025). 

Além disso, a literatura demonstra que as células PC12 são mais vulneráveis a agentes 

que induzem estresse oxidativo, disfunção da cadeia respiratória e alterações na permeabilidade 

mitocondrial (LAMARCHE et al., 2017). Já foi observado, por exemplo, que a exposição ao 

manganês resulta em disfunção importante da cadeia respiratória mitocondrial em células PC12, 

efeito que não foi observado em células gliais, sugerindo uma susceptibilidade aumentada das 

células PC12 ao dano mitocondrial (GALVANI; FUMAGALLI; SANTAGOSTINO, 1995). 

Em suma, abordagens farmacológicas que visam a impedir a disfunção mitocondrial, a 

neuroinflamação ou ambas podem provar ser benéficas para o tratamento de doenças do SNC 

(WILKINS; SWERDLOW, 2015). Esses resultados, em conjunto, reforçam as conclusões de 

que algumas substâncias podem exercer seus efeitos antidepressivos e ansiolíticos, pelo menos 

em parte, melhorando o metabolismo energético mitocondrial no cérebro.  

Os resultados expostos aqui são promissores ao reconhecerem o CLX como uma droga 

multifacetada, que melhora os parâmetros comportamentais tipo-depressivos e ansiosos, além 

de preservar a memória. Ao mesmo tempo demonstra ser uma substância que age diminuindo 

inflamação, estresse oxidativo e, de maneira geral, protege importantes células do SNC da 

morte celular e de disfunções mitocondriais.  

Os efeitos comportamentais associados aos inibidores da COX podem não estar 

exclusivamente vinculados à sua ação anti-inflamatória, mas também podem decorrer de efeitos 
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diretos que o CLX exerce sobre a neurotransmissão e a função neuronal (WESTWELL-ROPER 

et al., 2022). Efeitos estes demonstrados neste trabalho, a partir do conjunto de testes que se 

complementam e possuem relações importantes entre si.  
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8 CONCLUSÕES 

O celecoxibe atua revertendo os comportamentos tipo-depressivos e ansiosos, além de 

preservar a memória em camundongos expostos a um modelo de neuroinflamação por LPS. 

Além disso, celecoxibe modula de forma benéfica os parâmetros inflamatórios, oxidativos e as 

alterações provocadas por LPS em astrócitos, células PC12 e suas mitocôndrias. 

A seguir, a tabela 2 contém um resumo dos principais achados do modelo in vivo e a 

tabela 3 do modelo in vitro descritos e discutidos na presente tese. 

Tabela 2 - Resumo dos resultados obtidos após tratamento com celecoxibe e escitalopram em 

animais submetidos a um modelo de neuroinflamação por exposição ao LPS 

Testes 

comportamentais 

e neuroquímicos 

Grupo LPS Grupo LPS + CLX Grupo LPS + ESC 

Análise ponderal 
↓ variação ponderal até 

5º dia 

NS NS 

Teste do campo 

aberto - crossing ↓ crossing ↑ crossing NS 

Teste do campo 

aberto - rearing ↓ rearing NS NS 

Teste do campo 

aberto - zona 

central 

↓ nº de entradas 

NS tempo 

↓ distância percorrida 

↑ nº de entradas 

NS tempo 

↑distância percorrida 

NS nº de entradas 

NS tempo 

NS distância percorrida 

Teste do campo 

aberto - zona 

periférica 

↑ nº de entradas 

↑ tempo 

↓ nº de entradas 

↓ tempo 

↓ nº de entradas 

NS tempo 

Teste do nado 

forçado ↑ tempo de imobilidade ↓ tempo de imobilidade ↓ tempo de imobilidade 
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Teste da 

preferência por 

sacarose 

↓ consumo de sacarose ↑ consumo de sacarose ↑ consumo de sacarose 

Splash test ou 

teste do respingo ↓ tempo de grooming 

↓ frequência de grooming 

↑ tempo de grooming 

↑ frequência de grooming 

 

↑ tempo de grooming 

↑ frequência de grooming 

Teste da placa 

perfurada ↓ head dips ↑ head dips NS head dips 

Labirinto em cruz 

elevada ↓ PEBA 

↓ PTBA 

↑ PEBA 

↑ PTBA 

NS PEBA 

↑ PTBA 

 Labirinto em Y 
↓ Alternâncias corretas ↑ Alternâncias corretas NS Alternâncias corretas 

Nitrito 
↑ HP 

↑ CPF 

↓ HP 

↓ CPF 

↓ HP 

↓ CPF 

TBARS 
↑ HP 

↑ CPF 

↓ HP 

↓ CPF 

↓ HP 

↓ CPF 

GSH 
↓ HP 

↓CPF 

↑ HP 

 NS CPF 

NS HP 

NS CPF 

IL-1β 

 
↑ HP 

↑ CPF 

↓ HP 

↓ CPF 

↓ HP 

↓ CPF 

IL-6 
↑ HP 

↑ CPF 

↓ HP 

NS CPF 

↓ HP 

NS CPF 
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TNF 
NS HP 

NS CPF 

NS HP 

NS CPF 

NS HP 

NS CPF 

Fonte: próprio autor. Resumo dos resultados obtidos após tratamento com celecoxibe e escitalopram em animais 

submetidos a um modelo de neuroinflamação por exposição ao LPS . Legenda: ↑ aumento significativo (p<0,05);↓ 

diminuição significativa (p<0,05); NS: não significativo; LPS: lipopolissacarídeo; CLX: celecoxibe; ESC: 

escitalopram; CPF: córtex pré-frontal; HP: hipocampo; PEBA: Percentual de Entradas nos Braços Abertos; PTBA: 

Percentual de Tempo nos Braços Abertos. Comparações: grupo LPS versus controle; grupo CLX ou ESC versus 

LPS. 

 

Tabela 3 - Resumo dos principais resultados obtidos após tratamento com celecoxibe em células 

submetidas a um modelo de neuroinflamação por exposição ao LPS 

 

Ensaios Grupo: LPS Grupo CLX 62,5 µg/mL Grupo CLX 31,2 µg/mL 

Mecanismos de 

morte celular - 

Astrócitos 

↓ (PI - ; Ax -)  

↑ (PI + ; Ax -) 

↑ (PI +; Ax +) 

↑ (PI - ; Ax +) 

↑ (PI - ; Ax -)  

↓ (PI + ; Ax -) 

↓ (PI +; Ax +) 

↓ (PI - ; Ax +) 

NR 

Mecanismos de 

morte celular - 

PC12 

↓ (PI - ; Ax -)  

↑ (PI + ; Ax -) 

NS (PI +; Ax +) 

↑ (PI - ; Ax +) 

↑ (PI - ; Ax -)  

↓ (PI + ; Ax -) 

NS (PI +; Ax +) 

↓ (PI - ; Ax +) 

NR 

Produção de 

espécies reativas 

de oxigênio - 

Astrócitos 

 

↑ Fluorescência 

 

 ↓ Fluorescência 

 

↓ Fluorescência 

Produção de 

espécies reativas 

de oxigênio - 

PC12 

 

↑ Fluorescência 

 

 ↓ Fluorescência 

 

↓ Fluorescência 
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Potencial 

transmembrânico 

mitocondrial - 

Astrócitos 

 

 ↓ Fluorescência 

  

↑ Fluorescência 

 

↓ Fluorescência 

Potencial 

transmembrânico 

mitocondrial - 

PC12 

 

↑ Fluorescência 

 

 ↓ Fluorescência 

 

 ↓ Fluorescência 

Fonte: próprio autor. Resumo dos principais resultados obtidos após tratamento com celecoxibe em células 

submetidas a um modelo de neuroinflamação por exposição ao LPS. Legenda: ↑ aumento significativo (p<0,05);↓ 

diminuição significativa (p<0,05); NS: não significativo; NR: não realizado; LPS: lipopolissacarídeo; CLX: 

celecoxibe. Comparações: grupo LPS versus controle; grupo CLX versus LPS. Não foram incluídos os dados dos 

ensaios de viabilidade de MTT e da visualização de alterações morfológicas por microscopia eletrônica de 

varredura. 
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9 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Os resultados obtidos neste trabalho contribuem significativamente para o entendimento 

dos mecanismos subjacentes à ação do celecoxibe no contexto da neuroinflamação e dos 

transtornos de humor. Demonstrou-se que o celecoxibe não apenas promoveu efeitos 

neurocomportamentais benéficos, reduzindo manifestações associadas à depressão e à 

ansiedade, como também atuou diretamente sobre parâmetros inflamatórios e oxidativos, 

atenuando a produção de citocinas pró-inflamatórias e espécies reativas de oxigênio, além de 

preservar a integridade celular e mitocondrial. Esses achados reforçam a hipótese de que o 

reposicionamento do celecoxibe como adjuvante na farmacoterapia de doenças 

neuropsiquiátricas representa uma estratégia promissora, especialmente em quadros associados 

à neuroinflamação. Assim, este estudo amplia a compreensão sobre as interfaces entre 

inflamação, estresse oxidativo e comportamento, destacando o potencial translacional do 

celecoxibe e abrindo novas perspectivas para futuras investigações clínicas e não clínicas no 

campo da neuropsicofarmacologia. 

Como limitações deste estudo pode-se citar, dentre outros pontos, a ausência do gráfico 

de densidade na avaliação dos mecanismos de morte celular por marcação de Iodeto de Propídio 

(PI) e Anexina V (Ax). A inclusão de animais fêmeas também seria essencial para avaliar os 

efeitos das drogas testes em diferentes sexos, tendo em vista a variabilidade hormonal e de 

outros aspectos funcionais. Uma perspectiva interessante seria realizar um grupo adicional para 

avaliar o sinergismo do celecoxibe com um antidepressivo clássico. Isso poderia resultar na 

diminuição ainda mais robusta da dose de celecoxibe e potencialização dos efeitos 

antidepressivos e ansiolíticos da combinação. A repetição da citometria com rodamina também 

poderia ser considerada para garantir a reprodutibilidade do resultado obtido, especialmente nas 

células PC12. 

É sempre importante destacar que, embora os resultados sejam promissores, não é 

possível neste momento translacionar esses dados para humanos sem uma avaliação criteriosa 

de segurança e de outros componentes. O celecoxibe, assim como todos os medicamentos, 

possuem riscos, efeitos adversos e colaterais, e, portanto, seu uso racional deve ser sempre 

assegurado.  
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