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RESUMO

A depressao e ansiedade sdo amplamente reconhecidas como alguns dos problemas de saude
mental mais urgentes. A neuroinflamacao, seus marcadores de estresse oxidativo e o papel de
células do sistema nervoso central (SNC) sdao personagens importantes na etiologia das doencgas
neuropsiquiatricas. Nessa perspectiva, emerge a busca por novos candidatos para a
farmacoterapia através de um posicionamento de drogas ja bem caracterizadas. Assim, surge o
celecoxibe (CLX) como droga promissora ja que estudos clinicos vém demonstrando eficacia
em seu uso no tratamento de doencgas psiquiatricas, sem definir os mecanismos envolvidos. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do CLX sobre comportamentos, parametros
inflamatoérios, oxidativos e alteragdes celulares em modelos experimentais de neuroinflamagao
induzida por LPS. Foram utilizados camundongos C57BL/6 expostos por 10 dias a injegdes
intraperitoneais de LPS 0,5 mg/kg e tratados por via oral com CLX 20 mg/kg ou escitalopram
10 mg/kg do 6° ao 10° dia. Foram realizados testes comportamentais de avaliagdo da atividade
locomotora (campo aberto), preditivos de comportando tipo-depressivo (nado forcado,
preferéncia por sacarose, splash test), tipo-ansioso (placa perfurada, labirinto em cruz elevada)
e avaliagao da memoria (labirinto em Y). Foram mensuradas IL-10, IL-6, TNF e marcadores
de estresse oxidativo (nitrito, TBARS e GSH) no hipocampo e cortex pré-frontal. Nos ensaios
in vitro, astrécitos e células PC12 foram desafiadas por LPS 50ug/ml e tratadas com CLX 62,5
e 31,2 pg/mL. Foram realizadas avaliagdes de viabilidade por redu¢do do MTT, dos
mecanismos de morte celular por marcagao de Iodeto de Propidio e Anexina V, de alteracdes
morfologicas por meio de microscopia eletronica de varredura, da produgdo de espécies reativas
de oxigénio (ensaio com DCF) e do potencial transmembranico mitocondrial (ensaio com
Rodamina). Os resultados mostraram que CLX proporcionou melhora neurocomportamental,
diminui¢do de espécies reativas de oxigénio (EROs) e neuroinflamag¢do. CLX reduziu a morte
astrocitos e células PC12, assim como reverteu alteracdes morfologicas promovidas por LPS.
CLX reverteu a disfun¢@o mitocondrial de astrécitos e diminuiu a producao de EROs em ambos
os tipos celulares. Dessa forma, as repercussdes neurocomportamentais e celulares da
neuroinflamacao e mecanismos de atuagdo do CLX foram melhor compreendidas, apontando
um caminho promissor para a droga no tratamento dos transtornos de humor.

Palavras-chave: Neuroinflamacdo; Depressdo; Ansiedade; Astrocitos; 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-1B, 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 pg/mL and treated with CLX
62.5 and 31.2 pg/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 INTRODUCAO

Dentre os transtornos de humor que mais acometem o mundo, a depressao ¢ a ansiedade
se destacam como os mais prevalentes e, portanto, geram as consequéncias mais graves a saude
publica global (FAN et al., 2025).

Muitos tratamentos para os transtornos mencionados estdo disponiveis no mercado.
Avangos recentes sdo observados, como por exemplo, o uso de cetamina com efeitos rapidos
na depressao refrataria (ANAND et al., 2023) ou até mesmo a manipulagdo da microbiota
humana para fins terapéuticos (GARZONE et al., 2025).

De fato, o avango da ciéncia na farmacoterapia de doengas que envolvem o Sistema
Nervoso Central (SNC) tem contemplado e melhorado a vida de milhdes de pessoas ao redor
do mundo. Porém, apesar de todos os esfor¢os, aproximadamente 30% dos pacientes com
depressao ainda preenchem critérios para depressao 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
debrucam em explorar as teorias mais recentes da depressdo e ansiedade, como a teoria
neuroinflamatoria.

Sabe-se que a inflamagdo se comporta como um agente que participa da etiologia de
varias doengas (ASSLIH; DAMRI; AGAM, 2021), sendo um denominador comum quando se
busca formas de modular ou suprimir suas agdes exacerbadas. Assim, compreender melhor
como a neuroinflamagdo (e todos os seus protagonistas moleculares) geram repercussoes
patologicas ao SNC parece ser uma das chaves para avangar no tratamento da depressdo e
ansiedade.

Diante de tudo isso, como superar o desafio da refratariedade ao tratamento pela
exploracdo da teoria inflamatoria? Como desenvolver novas drogas assertivas € menos
dispendiosas em uma cadeia de producdo que exige anos de empenho e financiamentos
bilionarios? Perguntas como essas instigam pesquisadores do mundo inteiro e ndo poderia ser
diferente no Laboratério de Neuropsicofarmacologia da Universidade Federal do Ceara. 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 neuroinflamagao (SILVA et al., 2024).
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Os resultados promissores obtidos no estudo, o crescente numero de ensaios clinicos
que utilizam anti-inflamatorios para tratamento de doengas ligadas a0 SNC (GONG et al., 2025)
e a possibilidade de reposicionar um medicamento j& existente, resultaram na necessidade de
continuar as pesquisas com esse tema.

A presente tese de doutorado possui como um dos objetivos aprimorar a compreensao
das repercussodes da neuroinflamagao e do tratamento com celecoxibe nesse contexto. Para isso,
foram avaliados comportamentos tipo-depressivos € ansiosos, mensurados parametros
inflamatoérios e oxidativos, além de destacar as avaliagdes dos impactos nos astrocitos e células
semelhantes aos neuronios, incluindo suas organelas, como as mitocondrias.

Desta forma, os proximos topicos trazem um rico referencial teérico para embasar as
metodologias, resultados e discussdes obtidos neste trabalho. O conjunto de todos os objetos
aqui elencados ratifica a relevancia de estudar um tema tdo contemporaneo, cujas perspectivas

ainda precisam ser conhecidas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

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

generalizada (TAG)

O transtorno depressivo maior (TDM) ¢ amplamente reconhecido como um dos
problemas de satide mental mais urgentes na maioria dos paises. O nimero de casos no mundo
inteiro aumentou quase 50% nos ultimos 30 anos e mais de 264 milhdes de pessoas de todas as
idades possuem a doencga atualmente (LIU; HE; YANG; FENG; ZHAO; LYU, 2020).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a depressdo ¢ uma das
principais causas de incapacidade fisica e mental no mundo, um dos principais contribuintes
para a carga global de doencas, sendo que 5% dos adultos sofrem da doenga (OMS, 2023).
Além disso, gera impactos significativos na economia, os custos economicos s6 nos Estados
Unidos - pais que possui dados mais claros - aumentaram 48% nos ultimos 10 anos e agora
ultrapassam os 325 mil milhdes de ddlares por ano (GREENBERG et al., 2021). A figura 1 traz

dados importantes sobre a doenga reunidos pela OMS.

Figura 1 - Dados epidemiologicos do transtorno depressivo segundo a OMS

i ‘AI("‘\“{, World Health
\mﬁ )
& ™ Organization

Fatos importantes sobre o transtorno depressivo

Adultos Gravidas
Globalmente, cerca de 5% dos adultos sofrem de Mais de 10% das mulheres gravidas e
depresséo. puérperas sofrem de depressao.

Mulheres Suicidio
Mais mulheres sao afetadas pela depressao do Mais de 700 mil pessoas morrem por
que homens (4% entre os homens e 6% entre as suicidio todos os anos.
mulheres).

Tratamento
Idosos ) .
Embora existam tratamentos conhecidos e

A depressao afeta até 5,7% dos adultos com eficazes, mais de 75% das pessoas em paises
mais de 60 anos. de baixa e média renda ndo os recebem.

Fonte: Figura criada pelo proprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) e dados adaptados da
Organizagdo Mundial da Saude. Dados disponiveis em: <https://www.who.int/news-room/fact-
sheets/detail/depression>. Acesso em: 23 fev. 2024.
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Os critérios clinicos de diagnostico do TDM sao definidos pelo Manual Diagnoéstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5) como um conjunto de sintomas somaticos € nao
somaticos, como insoOnia, alteragcao no apetite, retardo psicomotor, ideacao 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 depressao esta altamente associada a
maioria dos suicidios, considerada até a segunda principal causa de morte entre adolescentes
(SHOREY; NG; WONG, 2021).

Ja o transtorno de ansiedade generalizada (TAG) ¢ o transtorno de ansiedade mais
frequente, afetando cerca de 5% dos adultos. Os individuos com TAG vivenciam um estado
constante de preocupagdo e ansiedade na maioria dos dias, desproporcional aos estressores de
sua vida, os transtornos de ansiedade ndo apenas criam um gasto econdmico significativo ao
diminuir a produtividade no trabalho, mas também impactam os proprios servigos de satde, por
elevarem os custos de tratamento psiquiatrico (HUH et al., 2011).

O TAG e TDM sao doengas prevalentes e debilitantes que frequentemente coexistem
(SAHA et al., 2020). Em casos graves, o TAG pode estar associado a sintomas incapacitantes,
prejuizo social e ocupacional e até aumento do risco de suicidio, além de apresentar taxas baixas
de resposta ao tratamento (REMES et al., 2018). Sabe-se que em pacientes com um episddio
depressivo maior, os sintomas coexistentes de ansiedade aumentam a gravidade da depressao,
pioram o comprometimento funcional, reduzem a qualidade de vida e aumentam a carga
econdmica (CULPEPPER, 2016).

Além disso, os dois transtornos sempre levantaram preocupagdes na saude publica e
durante a recente pandemia de COVID-19 (Coronavirus Disease 2019) provocada pelo virus
SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) a prevaléncia de depressao
e ansiedade aumentou significativamente (ZHU et al., 2022). As relevantes medidas de saude
publica adotadas, estresse € medo atingiram a vida de pessoas, sendo evidente que os efeitos
psicoldgicos da pandemia afetaram a satide mental, inclusive de criancas e adolescentes,
podendo ter repercussdes no futuro (MEHERALI et al., 2021).

Existem ainda grandes desafios no tratamento desses transtornos, principalmente na
depressao associada a ansiedade, porque embora existam tratamentos eficazes, muitos pacientes
nao respondem, sdo incapazes de tolerd-los ou apresentam sintomas de descontinuacao quando

o tratamento ¢ interrompido (STRAWN et al., 2018; GASPERSZ; NAWIIN; LAMERS;
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PENNINX, 2018). A tabela 1, a seguir, mostra as principais diferencas clinicas em relacdo ao

diagnoéstico da TAG e TDM.

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

Transtorno de ansiedade generalizada

Transtorno depressivo maior

Ansiedade excessiva e preocupacdo com
varios eventos ocorreram mais dias do que
nunca durante pelo menos 6 meses.

Sintomas principais (>1 necessario para o
diagnostico):
e Humor deprimido;
e Anedonia ou diminui¢cdo acentuada
do interesse ou prazer.

O individuo possui dificuldade de controlar a
preocupacao.

Sintomas adicionais:

e Perda de peso
significativa  ou
diminuigdo do apetite;
Insonia ou hipersonia;
Agitagao ou retardo psicomotor;
Fadiga ou perda de energia;
Sentimentos de inutilidade ou culpa
excessiva ou inadequada;

e (apacidade diminuida de pensar ou
concentrar-se, ou indecisao;

e Pensamentos recorrentes de morte ou
1deagao suicida.

clinicamente
aumento  ou

A ansiedade e a preocupacdo estdo
associadas a pelo menos trés dos seis
sintomas seguintes (apenas um sintoma ¢
necessario em criangas):

e Inquietagdo ou sensacdo de estar
tenso ou “no limite”’;
Estar facilmente cansado;
Tendo dificuldade em se concentrar;
Irritabilidade;
Tensdo muscular;
Distarbios de sono.

Os sintomas causam sofrimento clinicamente
significativo ou prejuizo nas fungdes do
individuo.

A ansiedade, a preocupagdo ou os sintomas
fisicos associados causam sofrimento ou
prejuizo clinicamente significativo em areas
importantes das fun¢des do individuo.

A perturbagdo ou disturbio ndo ¢ explicada
pelo uso de substancias, condicao médica ou
outro transtorno mental.

Os sintomas ndo sdo devidos a um fator
médico/organico ou doenga.

Fonte: Adaptado de Goodwin e Stein (2021).

27




2.2 As bases neurobioldgicas da depressao e da ansiedade: um olhar sobre as teorias

O TDM ¢ considerado uma doenca multifatorial, com diversas causas, que podem ser
desde genéticas até teorias postuladas que envolvem estresse, inflamacdo, entre outras
etiologias (SHADRINA; BONDARENKO; SLOMINSKY, 2018).

Além das teorias, ja foram identificados também fatores de risco para depressdo, que
incluem historia familiar da doenga (aproximadamente 35% do risco pode ser considerado
hereditario), abuso e negligéncia na infancia, ser do sexo feminino e eventos estressores
recentes. Algumas doencas também aumentam o risco de depressdo, com taxas elevadas
associadas a distirbios metabolicos, doengas cardiovasculares e doengas autoimunes
(BEUREL; TOUPS; NEMEROFF, 2020).

As teorias da depressao incluem a hipdtese das monoaminas, a hipotese da depressao
induzida pelo estresse, a hipotese da neuroinflamagao e a da neuroplasticidade, cada uma delas
possuem pontos fortes e fracos, mas ndo 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 depressao.

Figura 2 - Teorias mais aceitas sobre a fisiopatologia da depressao

Teorias mais aceitas da depressao
T 2 e N
\‘{/ 1
W=
,d;-.;‘;‘:;;"’ / ®
MONOAMINAS ESTRESSE - HPA INFLAMAQAO NEUROTROFICA
Sintomas depressivos Estresse cronico Citocinas periféricas A neurogénese, mediada
ocorrem como resultado desregula o eixo HPA | |penetram o SNC e ativam por BDNF, facilita a
de niveis alterados de causando a secregao o sistema imunolégico | | resiliéncia ao estresse e
serotonina, noradrenalina| |demasiada de horménios| | local, levando a efeitos | | sua diminuigdo provoca
e/ou dopamina. glicocorticéides. deletérios. sintomas depressivos.

Fonte: Figura criada pelo proprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informacdes 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 niveis alterados dos neurotransmissores do tipo monoaminas, sao eles: serotonina
(5-HT), noradrenalina (NA) e /ou dopamina (DA) (PEREZ-CABALLERO et al., 2019). Esta
teoria foi postulada a partir das evidéncias que mostram que os antidepressivos aumentam a
quantidade desses neurotransmissores na fenda sinaptica (HAMON; BLIER, 2013).

Apesar de extensamente aceita, esta teoria ndo explica todas as causas dos sintomas
depressivos, ficam lacunas principalmente na explicacao da refratariedade na resposta a terapia
medicamentosa por parte de alguns pacientes e o fato dos antidepressivos s6 conseguirem
alcancar a remissdo, mas ndo a recuperagdo completa (FILATOVA; SHADRINA;
SLOMINSKY, 2021).

Além disso, ndo ha evidéncias claras de que um neurotransmissor seja central na
etiologia da depressdo, inclusive as monoaminas ndo sdo as Unicas substancias envolvidas na
fisiopatologia do TDM (VILLANUEVA, 2013). Dessa forma, um consenso crescente postula
que a transmissdo monoaminérgica alterada ndo ¢ suficiente para explicar a etiologia dos
transtornos depressivos (BOKU et al., 2017).

A desregulacdo do eixo hipotdlamo-hipodfise-adrenal (HPA), causada principalmente
por estresse e trauma, também tem sido implicada na patogénese do TDM, uma vez que, o
estado de hiperatividade do eixo HPA ¢ um dos achados mais consistentes na
neuroendocrinologia dos transtornos de humor (I0OB; KIRSCHBAUM; STEPTOE, 2019).

Apoiando essa teoria, diversos trabalhos do grupo de pesquisa em
Neuropsicofarmacologia da Universidade Federal do Ceard (UFC) j4 demonstraram que o
hormonio corticosterona em roedores (equivalente ao cortisol nos humanos) - que estd
relacionado ao estresse e a hiperativacdo do eixo HPA - induz comportamentos semelhantes
aos da depressao em camundongos (LOPES et al., 2018; CHAVES et al., 2019; (CAPIBARIBE
etal.,2019; MALLMANN et al., 2021; CHAVES et al., 2020).

Isso ocorre porque o excesso de cortisol pode ser toxico para células da glia e para os
neurdnios, podendo diminuir a neurogénese e a neuroplasticidade no cortex pré-frontal (CPF)
e no hipocampo (HP), o que por sua vez, pode resultar em declinio cognitivo, perda do prazer
e outros sintomas depressivos (RUSSO; NESTLER, 2013; OTTE et al., 2016). E sabido,
portanto, que o estresse cronico induz transtornos neuropsicologicos, incluindo depressao 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 imunologico
desempenha um papel muito relevante na etiologia da depressao, postulando-se assim, a teoria
da inflamagao a partir do aumento de citocinas (MILENKOVIC et al., 2019; LIU et al., 2016).

Estudos em humanos e animais ja demonstraram que citocinas pro-inflamatorias
poderiam estar envolvidas no desenvolvimento do TDM (BEUREL; TOUPS; NEMEROFF,
2020). Niveis aumentados de marcadores pré-inflamatorios, como fator de necrose tumoral
(TNF), interleucina 1 (IL-1B) e 6 (IL-6) além da proteina C reativa (PCR), ja foram detectados
de forma aumentada no plasma de pacientes com sintomas depressivos (AZAR; MERCER,
2013). Outros fatos apoiam a teoria inflamatéria da depressdo: citocinas administradas em
pacientes e animais induzem sintomas de depressdo; comportamento depressivo ocorre
frequentemente em pacientes que sofrem de doengas com componente inflamatério; alguns
tipos de estressores induzem aumento da expressdo de citocinas tanto no sangue periférico
quanto no sistema nervoso central (SNC), alguns antidepressivos tém propriedades anti-
inflamatorias e alguns anti-inflamatérios ja demonstraram propriedades antidepressivas
(YOUNG; BRUNO; POMARA, 2014; HU et al., 2020; FILATOVA; SHADRINA;
SLOMINSKY, 2021).

Neste contexto, a microglia, considerada uma das principais cé€lulas imunolédgicas
residentes do SNC, desempenha um papel importante no desenvolvimento e progressao da
depressao, porque consegue responder a neuroinflamagao desencadeada pelo estresse e, atraveés
da liberagao de citocinas pro-inflamatorias e seus produtos metabdlicos, modula a fun¢ao dos
neurdnios e astrocitos para regular a depressao (JIA; GAO; HU, 2020). Além disso, existe uma
relagdo bidirecional entre estresse oxidativo e inflamagao. O estresse oxidativo desempenha um
papel importante do TDM e pesquisas recentes utilizando varios marcadores de estresse
oxidativo demonstram que as defesas antioxidantes estdo diminuidas e espécies reativas de
oxigenio e nitrogénio sdo elevadas na depressao (SIPAHI et al., 2023).

Por sua vez, a teoria neurotrofica da depressao postula que a causa da doenga pode ser
explicada por um mau funcionamento do sistema neurotrofico do cérebro, a partir das a¢des do
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), que desempenha um papel importante no
crescimento, desenvolvimento e plasticidade neuronal e nas sinapses glutamatérgicas e
GABAérgicas e, através da modulacio da diferenciagdo neuronal, influencia a
neurotransmissao serotoninérgica ¢ dopaminérgica. O BDNF ¢ considerado um mediador da
plasticidade funcional e estrutural no SNC, influenciando a neurogénese no hipocampo

(COLUCCI-D’AMATO; SPERANZA; VOLPICELLI, 2020).
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Essa neurogénese, especialmente em adultos, pode aumentar o feedback negativo
mediado por glicocorticoides no eixo HPA e facilitar a resiliéncia ao estresse, comprovando a
importancia do BDNF (EGELAND; ZUNSZAIN; PARIANTE, 2015). Dessa forma, a
diminui¢do da neurogénese pode ser a base para o desenvolvimento de sintomas semelhantes
aos da depressdo em situacdes que envolvam agentes estressores.

Corroborando a teoria neurotrofica, uma diminuicao nos niveis de BDNF, seus pro-
peptideos, genes e receptores ja foi detectada em pacientes com TDM (PANDEY et al., 2010;
KOJIMA; MATSUI; MIZUI 2019). Além disso, j& foi observado que o aumento do nivel de
cortisol inibiu BDNF, levando a neurodegeneracdo e, por consequéncia, ao desenvolvimento
de sintomas depressivos (CHAUDHURY; LIU; HAN, 2015; KUNUGI et al., 2010).

As teorias apresentadas propdem explicacdes ndo somente para os sintomas
depressivos, mas também para a ansiedade patologica. A ansiedade, por si, ¢ uma reagdo
adaptativa e defensiva a ameaga entre espécies. Porém, a ansiedade excessiva pode interferir na
qualidade de vida do individuo (ROBINSON et al., 2019). A ansiedade e a depressdao formam
um grande grupo de transtornos psiquiatricos inter-relacionados e sobrepostos (GOODWIN;
STEIN, 2021).

A exposicdo a fatores estressores tem sido fortemente implicadas na manifestacao
patologica da ansiedade. Na ansiedade aguda, a ativagcdo do eixo HPA ¢ adaptativa, uma vez
que, o cortisol parece reduzir o medo. Ja na ansiedade cronica, o desenvolvimento gradual de
uma desconexdo entre o estressor € as suas consequéncias 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 tolerdncia ao estresse cronico,
contribuindo para a ansiedade patoldgica, assim como para sintomas depressivos
(FARAVELLI et al., 2012).

A diminuicdo da atividade de BDNF também parece estar relacionada ao
comportamento semelhante ao da ansiedade em animais (LUCON-XICCATO et al., 2023). Em
relacdo a teoria das monoaminas, uma desregulacdo na atividade desses neurotransmissores
também foi observada em transtornos de ansiedade, caracterizados principalmente por deple¢ao
de serotonina e hiperfun¢ao noradrenérgica (CURRAN; CHALASANI, 2012; YAMAMOTO;
SHINBA; YOSHIIL 2013). Inclusive, por isso, ha farmacoterapias eficazes tanto para o TAG

quanto TDM, alguns inibidores seletivos de recaptacdo de monoaminas sdo recomendados
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como terapias medicamentosas de primeira linha para a TAG (DEMARTINI; PATEL;
FANCHER, 2019).

Vias fisiologicas que envolvem respostas inflamatorias e de estresse desempenham
também um papel importante na etiologia da ansiedade (PEIRCE; ALVINA, 2019). Estudos de
pacientes com transtornos de ansiedade relataram niveis aumentados de citocinas pro-
inflamatérias em comparacdo com individuos saudaveis (DUIVIS et al., 2013; O’ DONOVAN
et al., 2010). Em ratos, j& foi demonstrado que a ativagdo de uma resposta imune aumenta os
comportamentos de ansiedade (SOMINSKY et al., 2013). Também j4 foi observado que a
atividade da IL-6 induzida pelo estresse altera a expressao gé€nica em mondcitos e causa

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

2.3 A farmacoterapia disponivel para os transtornos de humor: das primeiras drogas as

novas perspectivas

Os transtornos depressivos e de ansiedade sdo doengas mentais graves que ndo devem
ser confundidas com variacdoes normais de humor (CUIJPERS; BEEKMAN; REYNOLDS,
2012), portanto, exigem tratamento. A psicoterapia ¢ um tratamento ndo farmacologico de
primeira linha para a depressao leve a moderada (CUIJPERS et al., 2008), mas muitos pacientes
também necessitam de farmacoterapia. Diversos tratamentos farmacoldgicos eficazes no TDM
também sdo empregados para o TAG e outros transtornos de ansiedade, fazendo com que a
escolha de um tnico tratamento farmacoldgico 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 depressdo. Sdo exemplos de IMAOs a fenelzina,
tranilcipromina e a selegilina (BHAWNA et al., 2022). Os IMAOs previnem a degradagado das
monoaminas (serotonina, norepinefrina e dopamina), porém, estdo associados a um perfil de
efeitos colaterais alto, o que resultou na sua utilizagao reduzida, sendo assim, ndo sdo mais
considerados um tratamento de primeira linha para a depressdo (GREENBERG; TESFAZION;
ROBINSON, 2012).

Os antidepressivos triciclicos (ATCs) foram originalmente comercializados para o
tratamento da depressdo e ansiedade, mas ao longo do tempo seu uso foi redirecionado para
outras condi¢gdes. Os ATCs inibem a recaptacdo de noradrenalina e serotonina, resultando no
acumulo desses neurotransmissores na fenda sindptica. Também conseguem bloquear os

receptores pos-sinapticos de histamina, alfa-adrenérgicos e muscarinicos, causando muitos
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efeitos adversos, incluindo boca seca, comprometimento cognitivo, hipotensao, ortostase, visao
turva, retencao urindria, sonoléncia e sedacdo (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 substituida pelos inibidores seletivos da
recaptagdo da serotonina (ISRS) e inibidores da recaptag@o da serotonina-norepinefrina (IRSN)
no tratamento da depressdo. Os ATCs sdao empregados hoje no tratamento da dor neuropatica,
dor de cabeca, enxaqueca, sindromes gastrointestinais, fibromialgia, insonia e outras condi¢des
psiquiatricas além da depressdo e ansiedade (SCHNEIDER; PATTERSON; JIMENEZ, 2019).

Atualmente, os ISRS e IRSN sdo considerados a primeira linha para o tratamento da
depressdo. ISRS, como por exemplo: fluoxetina, sertralina, paroxetina e citalopram atuam
inibindo a recaptagao do neurotransmissor serotonina. IRSN, como duloxetina e venlafaxina,
atuam impedindo a recaptacdo de serotonina e norepinefrina (GREENBERG; TESFAZION;
ROBINSON, 2012). As duas classes sao amplamente utilizadas, porém, os seus efeitos podem
ser variaveis e alguns efeitos adversos como diminui¢do de libido e aumento de peso podem
reduzir a capacidade do paciente de tolerar o uso continuo (FOURNIER et al., 2010).

Ha também a disponibilidade de uso dos antagonistas dos receptores da serotonina, cujo
principal exemplo ¢ 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 a-adrenérgicos, também consegue inibir a recaptacdo de 5-HT (KHOUZAM,
2016). Além de sua atividade antidepressiva, a trazodona € benéfica no tratamento da insonia,
transtornos de ansiedade, transtorno de estresse pos-traumatico, transtorno obsessivo-
compulsivo, transtornos alimentares e alimentares, transtornos por uso de substancias,
distarbios comportamentais associados a disfun¢do cognitiva e até disturbios sexuais (BOSSINI
etal.,2015).

Para quadros de depressdao 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 triciclicos e os inibidores da monoamina
oxidase, apresentam um perfil de risco maior do que os agentes mais novos, por isso sao
normalmente usados apenas se outros agentes forem ineficazes (PARK; ZARATE, 2019).

Para que ocorra a selegdo de um antidepressivo sdo considerados os efeitos adversos
conhecidos, os transtornos psiquidtricos coexistentes, sintomas especificos e historico 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 ja existente. Por exemplo, drogas que estdo associadas ao aumento da sonoléncia, como
mirtazapina e paroxetina, devem ter administragao evitada durante o dia, por outro lado, para
pacientes com insdnia, esses medicamentos podem ser prescritos na hora de dormir. Ja
individuos com TAG associada sdo frequentemente tratados com ISRS ou IRSN. A escolha do
tratamento também deve considerar o histérico anterior do paciente em relagdo as respostas
farmacoldgicas e os custos e possibilidade de acesso do medicamento em um sistema de satude
publico (SILVERMAN et al., 2015).

De forma geral, os antidepressivos de primeira linha tém um perfil de efeitos colaterais
mais tolerados. Um efeito adverso potencialmente grave associado aos ISRS e IRSN ¢ a
sindrome serotoninérgica, caracterizada por agitacao, confusdo, febre e tremores que podem
evoluir para casos graves. Embora esta sindrome seja muito rara, o risco pode ser maior quando
outros medicamentos que elevam a atividade serotoninérgica sdo usados em combina¢do com
ISRSs e IRSNs (MAITLAND; BAKER, 2022).

Mais recentemente, redugdes rapidas e robustas nos sintomas depressivos foram
observadas apds a administracio da escetamina, um antagonista do receptor N-metil-D-
aspartato (NMDA), inclusive em pacientes com depressao refrataria (SMITH-APELDOORN
et al.,2022). Em um grande ensaio clinico publicado recentemente em pacientes com depressao
resistente ao tratamento, utilizou-se uma apresentacao de spray nasal de escetamina associada
a um ISRS ou IRSN, concluindo que associagdo foi superior a quetiapina de liberagao
prolongada associada aos mesmos medicamentos (REIF et al., 2023).

Apesar da promessa da escetamina, ainda hd muitos desafios, incluindo o de garantir a
resposta a longo prazo, preocupacdes em relagdo aos efeitos colaterais e o potencial de abuso
da substancia (JELEN; STONE, 2021). De fato, o tratamento com escetamina representa o
primeiro agente ndo monoaminérgico com eficacia comprovada de inicio rapido no TDM, mas
preocupacdes sobre a seguranca, tolerabilidade e incertezas sobre infraestrutura e pessoal
apropriados necessarios para implementagdo de um tratamento competente e seguro sao
limitagdes importantes (MCINTYRE et al., 2021).

Para driblar todas as questdes limitadoras envolvendo um tratamento endovenoso com
escetamina, foi aprovado no Brasil em 2020 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) a escetamina via intranasal (vendida comercialmente como Spravato® da Janssen-
Cilag Farmacéutica Ltda) para depressao resistente ao tratamento. A administra¢ao via nasal
tem, entre outras vantagens, maior conforto e simplicidade (CARVALHO; PIMENTA;
SIMEONI, 2022).
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J& 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 recaptacdo de serotonina (ISRS) ou inibidores de recaptacdo de serotonina-
norepinefrina (IRSN) como primeira linha. Devido a possibilidade potencial de abuso, a
pregabalina ¢ sugerida como tratamento de segunda linha. Os benzodiazepinicos sdo
recomendados apenas como tratamento de primeira linha se os ISRS ou IRSN ndo forem
tolerados (FAGAN; BALDWIN, 2023).

As opgdes farmacolodgicas sugeridas apds a falha na resposta ao tratamento inicial do
TAG incluem a mudanca para um ISRS ou IRSN diferente, pregabalina, agomelatina,
vilazodona, buspirona, imipramina, hidroxizina, quetiapina e trazodona. Benzodiazepinicos
como alprazolam, bromazepam, diazepam e lorazepam sdo sugeridos ap6s a falha inicial do
tratamento, desde que o paciente ndo tenha historico de abuso por uso dessas substancias.
(BALDWIN et al., 2014; BANDELOW et al., 2022). O tratamento farmacolégico 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 ansioliticos discutidos neste topico de forma

sintetizada, com seus mecanismos farmacoldgicos e exemplos.

Figura 3 - Principais agentes antidepressivos e ansioliticos

Principais classes de antidepressivos e ansioliticos
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Monoaminooxidase | MECANISMOS | | EXEMPLOS |
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H enzima monoaminoxidase Selegilina.
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m NH; monoaminas - resulta em
aumento na concentracao de 5-

Exemplo de estrutura: fenelzina HT, NA e DA na fenda sinaptica.
Antidepressivos | MECANISMOS EXEMPLOS
Triciclicos (ATCs) 5l 2 de f -
& f)'quelam e forma mista e Amitriptilina, nortriptilina,
. variavel os transportadores de imipramina, clomipramina.
O O NA e 5-HT. Como consequéncia,
| ha maior disponibilidades
NP dessas moléculas na fenda
| s
Exemplo de estrutura: amitriptilina sinaptica.
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Exemplo de estrutura: bupropiona
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Bupropiona, amoxapina,
maprotilina, mirtazapina.
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Exemplo de estrutura: escetamina
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Fonte: Figura criada pelo proprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informacdes adaptadas
de Katzung (2014) e Corriger e Pickering (2019). As figuras alternadas de comprimidos e capsulas sdo meramente
ilustrativas e ndo representam a forma farmacéutica das drogas comercializadas.
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2.4 O papel da neuroinflamacio e do estresse oxidativo nos transtornos de humor

Estudos confirmam a associagdo entre inflamagdo, depressdo, ansiedade e outros
transtornos do humor, em especial em pacientes cujo tratamento € refratario a medicamentos
convencionais (HAROON et al., 2018; STRAWBRIDGE et al., 2015; OSIMO et al., 2020).
Além disso, ja foi observado que niveis elevados de marcadores inflamatdrios estdo presentes
em individuos com depressdao e o nivel de inflamagdo se correlaciona diretamente com a
gravidade dos sintomas (KOFOD et al., 2022). Também ja foi constatada liberagdo de
marcadores pro-inflamatdrios e ativagdo microglial nos cérebros de animais com sinais de
ansiedade e depressao (MUNSHI et al., 2020; WANG et al., 2018).

Os mamiferos contam com a prote¢do do sistema imunoldgico contra agentes
infecciosos e outros tipos de agressdes. A inflamacdo representa o resultado da ativacdo
imunoldgica, manifestando-se frequentemente como uma reacao localizada desencadeada por
irritagdes, lesdes ou infecgdes. Essa resposta ¢ caracterizada por sinais como aumento de
temperatura, rubor, edema e dor, podendo ser acompanhada por febre. Diversas células e
mecanismos imunoldgicos atuam de maneira coordenada para preservar a homeostase, contudo,
a desregulacdo dessas agdes frequentemente estd associada ao desenvolvimento de doengas.
Evidéncias sugerem que essa desregulacao contribui para transtornos psiquiatricos, incluindo
depressao e ansiedade (BEUREL; TOUPS; NEMEROFF, 2020).

Sabe-se, inclusive, que processos inflamatdrios iniciados perifericamente podem ter
implicagdes diretas no SNC. Citocinas pro-inflamatorias circulantes podem atingir o cérebro e
ativar a microglia, levando a neuroinflamacao e causando transtornos de humor (HODES et al.,
2015; KOHLER et al., 2017).

A produgdo de citocinas pro-inflamatdrias perifericamente pode ocorrer, por exemplo,
a partir do contato de células com o LPS bacteriano, principalmente através da ativagdo do
receptor Toll-like 4 (TLR4). O LPS, um componente da membrana externa de bactérias Gram-
negativas, ¢ reconhecido por um complexo que inclui TLR4, levando a ativacdo de vias de
sinalizacdo intracelulares que culminam na producao de citocinas pro-inflamatorias (BARKER;
WEISS, 2019; VOSS et al., 2016; GUJARRO-MUNOZ et al., 2014).

As citocinas que foram liberadas perifericamente podem percorrer a circulagdo e chegar
a barreira hemato-encefalica (BHE), podendo causar a desregulagdo das juncgdes
interendoteliais, como as proteinas de adesdo e tight junctions, levando a um aumento da

permeabilidade paracelular (ROCHFORT et al., 2014). A presenca de citocinas pro-
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inflamatorias também pode promover a migragdo transendotelial de células imunes para o
cérebro, exacerbando a inflamagao local (LABUS et al., 2018).

Nesse contexto, destaca-se no SNC, o papel da microglia, que € uma célula imune
especializada do cérebro com fungdes semelhantes as do macrdgago, sendo ativada ao receber
estimulos. E essencial na modulagdo sinaptica e neurogénese, além de ser também ativada em
muitas doengas neurodegenerativas e neuropsiquiatricas, promovendo neuroinflamagao
(YIRMIYA; RIMMERMAN; RESHEF, 2015).

A neuroinflamacdo, além de acarretar ativagdo microglial, também causa atrofia de
astrocitos - célula essencial na sustentagdo e nutri¢ao de neuronios - e esses eventos estdo estdo
envolvidas na disfun¢do do sistema glutamatérgico encontrada na depressdo (a chamada
excitotoxicidade glutamatérgica), resultando em deficiéncias na neurogénese e sinaptogénese
(REUS et al., 2015; REUS et al., 2018).

A elevagdo de citocinas pro-inflamatérias no SNC também esta associada a
consequéncias neuroenddcrinas, como a hiperatividade do eixo HPA, além de disfun¢do do
sistema glutamatérgico, comprometimento da neuroplasticidade e alteragdes no metabolismo
do triptofano, um aminoacido essencial para a producdo de serotonina (PATIL; GAWLI,
BHATT, 2023; FRIES et al., 2022). Ja foi observado que alteracdes no eixo HPA estdo
associadas a um aumento de citocinas pro-inflamatorias (MALEK et al., 2015). A presenga de
IL-6, por exemplo, aumenta a atividade do eixo HPA, que por sua vez, eleva os niveis de cortisol
e induz quadros depressivos (ANDERSON et al., 2013).

Além disso, ¢ sabido que o metabolismo do triptofano e a via da quinurenina também
estdao envolvidos nos transtornos de humor (SIPAHI et al, 2023). A via da quinurenina pode ser
neuroprotetora por meio da produgdo de acido quinurénico (um antagonista do receptor de N-
metil-D-aspartato - NMDA - responsavel pela neurotransmissao excitatoria) ou neurotoxica por
meio da geracdo de acido quinolinico (um agonista do receptor NMDA), que pode levar a
excitotoxicidade por glutamato (SCHWARCZ et al., 2012; GUILLEMIN, 2012; BARONE,
2019).

Como citado, o neurotransmissor serotonina ¢ sintetizado por meio do catabolismo do
triptofano (COMAI et al., 2020) e estudos mostram que a inflamag¢do muda a via do catabolismo
do triptofano para a via neurotdxica da quinurenina, resultando na diminui¢do da produgao de
serotonina, impactando diretamente no humor e nas emogdes do individuo (OCONNOR et al.,
2009; HOCHSTRASSER et al., 2011). A figura 4 traz um esquema ilustrativo mostrando os

caminhos e consequéncias da inflamagdo iniciada na periferia até o SNC.
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Figura 4 - Mecanismos e consequéncias da neuroinflamacao desencadeada por inflamacao

periférica
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lipopolissacarideo (LPS) bacteriano e do receptor To/l-Like 4 (TLR4) da célula.
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O contato do LPS com TLR4 leva a ativa¢ao de fatores de transcri¢dao como
NF-kB, resultando na producgéo de citocinas pro-inflamatérias (TNF, IL-6 e
IL-1B) que, a depender da extensdo da ativacdo e de outros fatores,
conseguem alcancar a circulagdo sistémica e atingir érgdos distantes.
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Fonte: Figura criada pelo proprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informagdes adaptadas

de Kouba e colaboradores (2024).
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Assim, ¢ perceptivel que as citocinas desencadeiam inimeras consequéncias no SNC.
A inflamacao, seja aguda ou cronica, estd ligada a depressdo, pois a relagdo entre citocinas pro-
inflamatoérias e esse transtorno de humor tem sido estudada ha muito tempo (HAAPAKOSKI
etal.,2015).

A IL-1p foi a primeira citocina implicada na etiologia do sickness behavior (conjunto
de mudangas comportamentais em resposta inflamatdria do cérebro, causando fadiga, febre e
apatia para economizar energia e facilitar a recuperacao) e posteriormente associada ao
transtorno depressivo juntamente com IL-6 e TNF (HARSANYI et al., 2022).

J& foi demonstrado também que a administragao periférica de IL-1p em animais resultou
em comportamentos ansiosos (MUNSHI; PARRILLI; ROSENKRANZ, 2019). A importancia
desta citocina nos transtornos de humor ¢ mais uma vez ratificada porque a modulacao da IL-
1B e de seus receptores, como o uso de antagonistas do receptor de IL-1 (IL-1ra), tem mostrado
potencial para prevenir comportamentos semelhantes a depressao induzidos pelo estresse (LI et
al., 2023).

E relevante lembrar que a IL-1p ¢ 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 neuroinflamacao, promovendo a maturagdo e
liberacdao de citocinas pro-inflamatérias. Evidéncias indicam que individuos diagnosticados
com TDM apresentam uma expressao aumentada dos componentes do inflamassoma NLRP3,
bem como niveis elevados das citocinas produzidas, em compara¢do com individuos saudaveis
(KOUBA; GIL-MOHAPEL; RODRIGUES, 2022; XIA et al., 2023).

A ativagdo do inflamassoma NLRP3 e a consequente producdao de IL1-f tem sido
amplamente relacionada a processos inflamatérios no SNC, envolvendo a participagdao de
neurdnios, astrocitos e células da microglia. Além disso, evidencia-se sua influéncia sobre o
eixo microbiota-intestino-cérebro, apontando para um papel modulador na comunicagdo
neuroimune. A disfuncao desse inflamassoma também pode comprometer a integridade da BHE
e da barreira epitelial intestinal, favorecendo a translocacao de componentes pro-inflamatorios
e, consequentemente, contribuindo para o desenvolvimento e manuten¢do da sintomatologia
depressiva (JAHROMI; RAZI; REZAEI, 2024).

Além disso, estudos t€ém demonstrado que mulheres com depressdo pds-parto (DPP)
apresentam niveis aumentados de citocinas pro-inflamatorias, em especial de IL-1p na
circulagdo periférica. Essa resposta inflamatéria exacerbada pode estar associada a disfuncao

da BHE, possibilitando a entrada de citocinas ou células imunocompetentes no SNC. Esse
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processo pode desencadear neuroinflamagdo, favorecendo o surgimento de sintomas
depressivos nesse contexto especifico (WANG et al., 2024). Um estudo anterior também ja
demonstrou que a IL-1p esta envolvida na génese da fadiga durante o periodo pés-parto — um
sintoma frequentemente associado a depressao nesse periodo (CORWIN et al., 2003).

A interleucina-6 (IL-6), por sua vez, também ¢ uma citocina com propriedades pro-
inflamatorias, cuja relevancia tem sido amplamente reconhecida nos estudos sobre os
transtornos do humor, especialmente a depressdao. Evidéncias indicam que concentragdes
aumentadas de IL-6 estdo correlacionadas com maior gravidade dos sintomas depressivos e
podem desempenhar um papel significativo na modulagdo da evolugao clinica desses sintomas
ao longo do tempo (EDMONDSON-STAIT et al., 2025).

Estudos sugerem que a IL-6 pode estar envolvida na patogénese da depressao por meio
da ativacdo do eixo HPA, além de exercer influéncia sobre o metabolismo de
neurotransmissores relacionados a regulacdo do humor. Adicionalmente, a IL-6 tem sido
considerada um potencial biomarcador prognostico para transtornos mentais, incluindo o
transtorno depressivo, dada sua associacdo com alteracdes neurobioldgicas observadas em
individuos acometidos (TING; YANG; TSAI, 2020; GARCIA-JUAREZ; CAMACHO-
MORALES, 2022).

Além da IL-1pB e IL-6, niveis séricos elevados de TNF estdo 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 presenca da letra grega alfa -
a) (GRIMSTAD, 2016), termo oficial que serd adotado nesta tese, embora a maioria dos
trabalhos ainda use a terminologia desatualizada.

A literatura aponta que concentracdes aumentadas de TNF estdao associadas a alteragdes
comportamentais e cognitivas, incluindo impacto na reatividade emocional e no agravamento
de sintomas depressivos (UZZAN; AZAB, 2021). Inclusive, a utilizagdo de antagonistas de
TNF, como o infliximabe, tem se mostrado eficaz na atenuagdo de alteragdes comportamentais
induzidas por mecanismos relacionados ao estresse e a inflamagado. Esses achados refor¢am o
potencial terapéutico desses agentes no manejo de transtornos do humor, especialmente em
subgrupos de pacientes com perfil inflamatorio elevado (LU et al., 2023).

Adicionalmente, investigagdes envolvendo receptores soluveis de TNF em transtornos
psiquiatricos graves, como o transtorno bipolar e a depressao maior, t€ém demonstrado elevagoes
significativas desses receptores. Esses achados fortalecem a hipotese de uma disfuncao

imunoinflamatoria 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 caracteristicas frente aos transtornos de humor.

Figura 5 - Principais citocinas pré-inflamatorias relacionadas aos transtornos de humor e suas

caracteristicas
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Fonte: Figura criada pelo proprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informagdes adaptadas

de Harsanyi e colaboradores (2022).

Além das acdes das citocinas liberadas pela inflamagao, o estresse oxidativo também

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

2023). O estresse oxidativo ¢ o desequilibrio entre espécies reativas e defesas antioxidantes, o

que leva a oxidagao de proteinas, lipidios e acidos nucleicos. Um maior nivel de estresse

oxidativo ¢ indicativo de maiores espécies reativas de oxigénio circulando no corpo. O alto
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estresse oxidativo estd associado ao inicio e progressdo de diabetes, aterosclerose, transtornos
do humor e aumento da mortalidade (PALTA et al., 2014).

A agdo de radicais livres, como superdxido e radical hidroxila, ou de moléculas ndo
radicalares, como o peroxido de hidrogénio e seus derivados — conhecidos como espécies
reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) — podem provocar danos
as células e tecidos. Essas substincias sdo geradas naturalmente no organismo durante
processos metabolicos normais. Em niveis moderados, o estresse oxidativo e os radicais livres
desempenham funcdes essenciais na regulagdo de diversas atividades bioldgicas, incluindo
fagocitose, apoptose, fertilizagdo do dvulo, ativacdo de determinados fatores de transcrigdo e
participagdo em vias de sinaliza¢do celular (DURASKOVA, 2014).

Na depressao e ansiedade sdao observadas concentracdes reduzidas de antioxidantes e
aumento dos niveis de estresse oxidativo (LEONARD; MAES, 2012). O estresse nitrosativo,
marcado por niveis elevados de nitrito, estd implicado em transtornos de humor, como
depressao e ansiedade, por meio de diversos mecanismos patologicos. Estudos indicam que
esse tipo de estresse promove a hiper-nitrosilagao de proteinas, levando a inativacao de enzimas
essenciais e a disfungcdo mitocondrial, fatores que colaboram para o desenvolvimento de
transtornos, como a depressao (MORRIS et al., 2016).

Pesquisas demonstram que niveis elevados de nitrito na saliva estdo relacionados a um
risco aumentado de desenvolvimento de depressdo, apontando o nitrito como um possivel
biomarcador para a detec¢do precoce dessa condicdo (LIN; CHE; LI, 2025). Além disso,
pacientes com depressdo apresentam resposta autoimune dirigida ao 6xido nitrico, o que
também sugere que o estresse nitrosativo pode influenciar a modulagdo imunologica em
transtornos do humor (SIMEONOVA et al., 2021).

J& foi demonstrado que a nitrosilacdo de tirosina, um processo mediado por
peroxinitrito, foi associada a depressdo induzida por estresse, € a inibicdo desse processo
conseguiu restaurar comportamentos normais em modelos animais (WILSON et al., 2023).
Também ja ¢ sabido que no cérebro, a expressdo da enzima 6xido nitrico sintase induzivel
(iINOS) seguida de altos niveis de 0xido nitrico (NO), aumentos nas citocinas pro-inflamatdrias
e alteracdes na morfologia cerebral estdo entre os fatores que podem levar a doencas
psiquiatricas (BISGAARD et al., 2022).

Assim como o nitrito, outras espécies reativas sao capazes de provocar danos. Uma das
consequéncias desse estresse oxidativo descontrolado ¢ a lesao de células, tecidos e 6rgaos. Ha

muito tempo se reconhece que altos niveis de radicais livres ou espécies reativas podem causar

44



danos diretos aos lipidios. Entre os diversos aldeidos que podem ser formados como produtos
secundarios durante essa peroxidacao lipidica, o malondialdeido (MDA) se destaca por ser
amplamente utilizado como um dos principais biomarcadores para peroxidagao lipidica devido
4 sua facil reacdo com 4cido tiobarbiturico (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014).

Evidéncias apontam que individuos com transtorno depressivo apresentam
concentragdes plasmaticas significativamente aumentadas de MDA em relagdo a individuos
saudaveis, o que sugere o potencial uso do MDA como um biomarcador indicativo da depressao
(A ALVAREZ-MON et al., 2022; CAMKURT et al., 2016). Uma meta-andlise também ja
identificou que pacientes com transtornos bipolar possuem maior probabilidade de apresentar
niveis mais elevados de MDA e os pacientes apos o tratamento medicamentoso apresentaram
niveis mais baixos do marcador em compara¢do com o valor basal (CAPUZZI et al., 2022).

No contexto da ansiedade, concentragoes elevadas de MDA também estao relacionadas
a ansiedade pds-acidente vascular cerebral (AVC). Individuos que desenvolvem ansiedade apos
um AVC exibem niveis séricos de MDA significativamente superiores aos observados em
pacientes sem sintomas ansiosos, sendo o MDA reconhecido como um preditor independente
dessa condicdo. Esses achados indicam que a peroxidacao lipidica com consequente liberagao
de MDA pode estar envolvida na génese de sintomas ansiosos apOs eventos neuroldgicos
agudos (LIU et al., 2018).

Contrabalanceando as espécies reativas que provocam o estresse oxidativo, ha a
participagdo de principal defesa antioxidante celular, a glutationa reduzida (GSH), que pode
atuar diretamente como antioxidante para proteger as células contra radicais livres e pro-
oxidantes, ¢ como cofator para enzimas antioxidantes e de desintoxicacdo, além do seu
envolvimento em outros processos celulares, como o enovelamento de proteinas, a protecao de
tiois proteicos contra oxidagdo e reticulacdo, a degradacdo de proteinas com ligagdes dissulfeto
e a regulacdo e proliferagcdo do ciclo celular (AVERILL-BATES, 2023).

Por tudo que foi exposto, sabe-se que o estresse oxidativo exerce uma influéncia
relevante na fisiopatologia da depressdo. Nesse contexto, o GSH, principal antioxidante
presente nos tecidos humanos, esta fortemente associado a defesa antioxidante cerebral
(ZALACHORAS et al., 2020; GAWRYLUK et al., 2010).

Um estudo que utilizou espectroscopia por ressonancia magnética de protons revelou
alteragdes nos niveis de GSH em individuos diagnosticados com depressdo, quando
comparados a controles saudaveis (BELL et al., 2024). Também j4 foi identificada uma redugao

nos niveis de GSH no cortex pré-frontal de pacientes com depressdo e transtorno obsessivo-
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compulsivo (TOC) reforcando a hipétese do envolvimento do estresse oxidativo na
fisiopatologia da depressdo, além de uma correlagdo negativa entre os niveis de GSH e a

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

2.5 O lipopolissacarideo (LPS) na neuroinflamacio: seu papel na ativacio do sistema

imunologico e nos modelos de transtorno de humor

O lipopolissacarideo (LPS) ¢ um componente importante da membrana externa em
bactérias Gram-negativas e desempenha um papel fundamental na patogénese desses
microrganismos (MALDONADO; SA-CORREIA; VALVANO, 2016).

A molécula LPS tem uma estrutura compreendendo: (1) um lipidio A, a fragdo
hidrofobica que ancora o LPS a face externa da membrana bacteriana; (2) oligossacarideo
central, que junto com o lipidio A, contribui para manter a integridade da membrana externa e
(3) o antigeno O, que ¢ conectado ao oligossacarideo central e consiste em um polimero feito
de unidades de oligossacarideos repetidas em contato direto com o meio externo (WHITFIELD;

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

Figura 6 - Representagdo simplificada da estrutura do lipopolissacarideo de bactérias Gram-

negativas Antigeno O
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Fonte: Figura criada pelo proprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informacdes de

Whitfield e Trent (2014).
46



O LPS pode ser reconhecido pelo receptor do tipo toll 4 (TLR4 - Toll-like receptor 4),
presente na superficie de diferentes células imunes do hospedeiro, como mondcitos,
macrofagos, neutrofilos e células dendriticas. O TLR4 atua na forma de dimero e depende da
proteina MD-2 (Myeloid Differentiation factor 2) para reconhecer o LPS. Outras proteinas,
como CD14 (um tipo de receptor de reconhecimento de padrdo) e da Proteina de Ligacao ao
Lipopolissacarideo (LBP, do inglés LPS-binding protein), auxiliam na apresentagdo do LPS a
MD-2. Ap0és a ativagao pelo LPS, o TLR4 recruta outras moléculas, como a MyD88 (Myeloid
differentiation primary response 88) - uma proteina adaptadora intracelular essencial na
transducdo de sinais - para propagar o sinal. Essas moléculas adaptadoras, por sua vez, ativam
outras proteinas intracelulares (incluindo do tipo quinases) amplificando o sinal e promovendo
a indu¢do de genes envolvidos na resposta inflamatoria (WANG; QUINN, 2010).

Destaca-se a ativagdo do Fator Nuclear kappa B (NF-kp - Nuclear Factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells), que é um regulador chave da expressdo génica relacionada
a inflamag¢ao em células humanas, e o LPS pode estimular a expressao do NF-«f ligando-se ao
TLR4 (XU et al., 2021).

O LPS e as consequéncias da ativagdo do sistema imunoldgico por ele mediado, podem
danificar a barreira hemato-encefalica (BHE) por meio de uma variedade de mecanismos,
assim, a BHE danificada pode promover o desenvolvimento de multiplas transtornos
envolvendo o SNC (SWEENEY et al., 2019).

Nesse sentido, a administracdo de LPS tem sido utilizada como modelo de inducao de
sintomas semelhantes a depressao e ansiedade em camundongos, sendo comumente usada para
estudar os mecanismos dos transtornos de humor associados a inflamagdo e os efeitos
terap€uticos de medicamentos. Existem varios modelos de inducdo de sintomas semelhantes
aos depressivos e ansiosos induzidos por LPS em camundongos, diferindo a partir das
caracteristicas dos animais e dos pardmetros metodolégicos (YIN etz al., 2023)

No geral, apds a administragdo periférica de LPS, em cerca de 6 horas a producao de
citocinas pro-inflamatorias leva aos comportamentos de doenca (chamado de sickness
behavior), incluindo febre, falta de apetite e reducdo da interacdo social, porém, esse
comportamento ¢ encerrado por moléculas anti-inflamatdrias endogenas. No entanto, quando a
producao de citocinas pro-inflamatorias continua e a quantidade de citocinas anti-inflamatorias
produzidas ¢ insuficiente para contrapor a quantidade de citocinas pro-inflamatorias,
comportamentos semelhantes a depressao e ansiedade sdo induzidos e atingem o pico maximo

em aproximadamente 24 horas ap6s a exposi¢do de LPS (SHIRAYAMA et al., 2015).
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Uma meta-andlise realizada por Yan e colaboradores (2023) que analisou modelos de
depressao induzidos por lipopolissacarideos em camundongos incluiu 170 estudos publicados
entre os anos de 2017 e 2022 e constatou uma diversidade de protocolos com tempos de
administracado de LPS diferentes. Alguns incluiam administracdo Unica e outros multiplas
inje¢cdes de LPS para induzir depressdo. 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 neurénios e astrdcitos

O SNC abriga células imunoldgicas especializadas denominadas micrdglias, que
representam aproximadamente 5% a 10% da populagao celular total do cérebro. Essas células
desempenham fungdes analogas as dos macrdéfagos. Suas principais atribuigdes envolvem a
preservacdo da homeostase cerebral e a atuacdo imediata frente a injirias ou processos
infecciosos. A microglia € capaz de adotar diversos perfis de ativagdo em resposta a diferentes
sinais ambientais. Além disso, sua ativacdo tem sido observada em diversas condig¢oes
neurodegenerativas e transtornos neuropsiquiatricos, nos quais pode contribuir para a
progressao da patologia por meio da inducdo de respostas neuroinflamatorias (BEUREL;
TOUPS; NEMEROFF, 2020).

De fato, esse tipo de célula é considerada uma das mais importantes no contexto da
neuroinflamacdo. No entanto, ¢ valido lembrar que, embora citocinas pro-inflamatdrias sejam
produzidas predominantemente por células imunes, incluindo a microglia no SNC, outras
células do SNC, como neuronios e astrocitos, também produzem essas substancias, obtendo
também um papel fundamental no contexto da neuroinflamacdo (MACGILLIVRAY;
KOLLMANN, 2014).

Sabe-se que a toxicidade neural excitatdria, a deficiéncia de monoaminas, a autofagia e
a apoptose de neurdnios sdo processos envolvidos no inicio da depressdo (SHU et al., 2019;
LUDKA et al., 2016). Nesse contexto, a autofagia consiste em um mecanismo celular essencial
pelo qual componentes citoplasmaticos, como proteinas e organelas danificadas, sao
degradados e reciclados através da via lisossomal. Esse processo contribui para a geracao de
energia, preservacdo da homeostase celular e regulacdo de eventos fundamentais como a
sobrevivéncia e a morte celular (FLEMING; RUBINSZTEIN, 2020).
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A morte por apoptose de células neuronais atenua a neurogénese hipocampal adulta e
induz comportamentos depressivos e defeitos cognitivos, sugerindo que a autofagia aberrante e
a consequente apoptose de neurdnios ¢ um gatilho para o surgimento do comportamento
depressivo (JUNG et al., 2019). A autofagia hipocampal, inclusive, ¢ capaz de diminuir a
expressdo de BDNF e induzir comportamento depressivo em animais experimentais (ZHANG
et al., 2020).

Nesse sentido, para estudar os mecanismos de morte celular de neurénios ¢ muito
comum utilizar experimentos in vitro em laboratério. A linhagem celular PC12 (PC -
Pheochromocytoma Cells) ¢ uma das mais comumente usadas em pesquisas em neurociéncia,
incluindo estudos sobre neurotoxicidade, neuroprote¢do, neurosecre¢do, neuroinflamagao e
sinaptogénese (WIATRAK et al., 2020).

As células de feocromocitoma de rato PC12 oferecem um modelo amplamente utilizado
em neurobiologia, pois exibem algumas caracteristicas de neurdnios 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 neurossecre¢ao
(catecolaminas, dopamina e norepinefrina) e a presenga de canais iOnicos e receptores de
neurotransmissores (WESTERINK; EWING, 2007).

Além dos neurodnios, os astrocitos também possuem papel relevante nas fungdes do
SNC. Por muitos anos, a principal funcdo dos astrocitos foi considerada apenas de suporte
passivo dos neurdnios. Porém, atualmente, sabe-se que os astrocitos tém um papel importante
tanto no funcionamento normal do SNC quanto no desenvolvimento de diversas patologias
(VERKHRATSKY et al., 2019). Ao contrario de um suporte passivo, os astrocitos participam
ativamente no processamento de informacdes através da interagdo com neurdnios € sinapses.
Um dos mecanismos mais estudados desta interacdo ¢ a liberagdo de suas proprias moléculas
de sinalizagdo, denominadas gliotransmissores (DURKEE et al., 2021).

Especialmente no cortex pré-frontal, os astrdcitos estdo criticamente envolvidos no
desenvolvimento da depressao. O estresse pode alterar a fungdo dos astrdcitos, podendo resultar
em sua apoptose. O sistema BDNF-TrkB (via de sinaliza¢do neurotrofica em que o BDNF se
liga ao seu receptor TrkB, promovendo neuroplasticidade, sobrevivéncia neuronal e fungao
sindptica) ndo s6 desempenha um papel fundamental na depressao e na normalizacdo da
resposta ao estresse, como também parece ser um fator importante no funcionamento dos

astrocitos (DOLOTOV et al., 2022).
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Além disso, os astrécitos sdo uma fonte de fatores neurotréficos, podendo regular a
transmissdo sinaptica e os niveis de neurotransmissores na fenda sinaptica. Assim, os astrocitos
sdo atores-chave nos processos, cuja desregulamentacdo ¢ considerada um componente
importante da patogénese da depressao. (QUESSEVEUR; GARDIER; GUIARD, 2013;
MURPHY-ROYAL; GORDON; BAINS, 2019; ZHOU et al., 2019).

Entre as fungdes mais relevantes dos astrocitos, além de fornecerem suporte estrutural
aos neurdnios, destaca-se a expressao e secrecdo de fatores neurotroéficos que regulam o
funcionamento e a viabilidade dos neurdnios, como ja citado o BDNF, mas também o FGF
(fator de crescimento de fibroblastos) o NGF (fator de crescimento nervoso) e o GDNF (fator
neurotrofico derivado de células gliais) (POYHONEN; ER; DOMANSKYI; AIRAVAARA,
2019).

Sendo assim, os astrocitos também estdo diretamente envolvidos na regulagao do humor
e, quando seu funcionamento ¢ prejudicado devido a neuroinflamagdo, podem surgir sintomas
semelhantes aos da depressdao. Além disso, o estresse pode causar uma resposta inflamatéria
primaria propria dos astrocitos, o que também pode contribuir para o desenvolvimento de
transtornos do humor, como depressao e ansiedade (DOLOTOV et al., 2022). A figura 7 abaixo

demonstra de forma ilustrativa o neuronio e astrocito no SNC.

Figura 7 - Representacgao ilustrativa da morfologia de um neurdnio (A) e astrécito (B) humanos

que compodem o Sistema Nervoso Central

™ ‘ Astrécito

Fonte: Figura criada pelo proprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com).
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2.7 Disfun¢des mitocondriais sob o cenario dos transtornos de humor: perspectivas

neurobioldgicas e funcionais

As mitocondrias sdo organelas celulares encontradas em quase todas as células
eucarioticas. S3o mais conhecidas por desempenhar um papel fundamental na producdo de
energia e por estarem envolvidas em atividades fisiologicas essenciais, como metabolismo
energético e sobrevivéncia celular IWATA et al., 2023).

Sabe-se que a disfun¢do mitocondrial ndo apenas prejudica a produgdo de energia, mas
também pode estar relacionada a distirbios metabolicos € neuropsiquiatricos, como a depressao
e ansiedade (BUTTIKER et al., 2023).

As mitocondrias desempenham um papel fundamental na preservagdo da integridade
dos neurdnios, exercendo diversas funcdes cruciais, especialmente na regulacdo do
metabolismo celular e na mediagdo de mecanismos que determinam a sobrevivéncia ou morte
celular. Assim, lesdes mitocondriais ou falhas funcionais estdo fortemente relacionadas ao
desenvolvimento de distirbios neurologicos (BADER; WINKLHOFER, 2020).

Sabe-se também que a disfun¢do mitocondrial induz inflamacao, enquanto a inflamacao
também resulta em disfun¢d@o mitocondrial (WILKINS; SWERDLOW, 2015). Além disso, a
disfungdo da mitocondria estd diretamente associada ao aumento dos niveis de estresse
oxidativo (VAVAKOVA; DURASKOVA; TREBATICKA, 2015).

Inclusive, o estresse promove a ativacdo do eixo HPA, resultando em niveis elevados
de glicocorticoides que exercem efeitos deletérios sobre a fun¢do mitocondrial. Esse impacto
negativo inclui danos ao DNA mitocondrial, disfungdes na cadeia transportadora de elétrons e
aumento na geracao de espécies reativas de oxigénio. Tais alteragdes desencadeiam cascatas
inflamatorias e comprometem a neuroplasticidade, processos fundamentais na fisiopatologia
dos transtornos do humor (MORELLA; BRAMBILLA; MORE, 2022).

E importante destacar que as mitocondrias 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 glicogénio. Considerando que mais de
95% do ATP cerebral ¢ gerado a partir do metabolismo da glicose, torna-se plausivel a hipotese
de que a redugdo nos niveis de ATP, decorrente de disfungcdes mitocondriais, esteja
profundamente associada ao desenvolvimento de diversas enfermidades neurologicas,

incluindo a depressao (WANG et al., 2023; GIOMBIK et al., 2023).
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Interessante destacar que alguns estudos demonstram que pacientes com diabetes tém
maior risco de depressao, € a ocorréncia de diabetes mellitus e depressao pode estar associada
ao metabolismo anormal da glicose e a subsequente diminui¢ao do ATP no cérebro, mostrando
também a importancia do metabolismo energético e das mitocondrias em doencas ligadas ao
SNC (DELANOGARE et al., 2022; RUEGSEGGER et al., 2019).

De fato, a dinamica mitocondrial — compreendida como os processos de fusdo, fissdo,
biogénese e mitofagia — ¢ crucial para a manuteng¢ao de uma populagao mitocondrial saudavel.
Disfungdes nesses processos levam ao acumulo de mitocondrias danificadas, aumento do
estresse oxidativo e inflamagdo, todos implicados na patogénese da depressdo e ansiedade
(PAPAGEORGIOU; FILIOU, 2024).

Dessa forma, a literatura sustenta que a disfungdo mitocondrial contribui de forma
multifatorial para a etiologia e manutencdo dos transtornos do humor, afetando desde a
bioenergética e a dinamica mitocondrial até¢ a regulagdo do estresse oxidativo, inflamagdo e
neurotransmissdo. A restaura¢do da funcdo mitocondrial emerge como um alvo terapéutico
promissor para depressdo e ansiedade (CIUBUC-BATCU et al., 2024). A figura 8 resume os

principais fatos relacionados as mitocondrias e os transtornos que afetam o SNC.

Figura 8 - Relacoes entre a mitocondria, suas fungdes e transtornos do Sistema Nervoso Central

Cérebro possui Antidepressivos
alta demanda aumentam a atividade da
energética . cadeia respiratoria

.
.
.
.
- B Glicose

Depressao promove
diminuicao do
metabolismo de
glicose cérebro

Eventos estressores
causam ruptura e
inchago mitocondrial

Disfungdes mitocondriais
estdo relacionadas aos
transtornos de humor

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

Wang e Sheng (2024).
52



2.8 A ciclooxigenase-2 e sua interface com os transtornos de humor de etiologia

neuroinflamatoria: o protagonismo do celecoxibe

A inflamag¢ao no SNC est4 geralmente associada a atuacao de duas isoformas da enzima
cicloxigenase: COX-1 e COX-2. A COX-1 encontra-se constitutivamente expressa em
neurdnios localizados no cortex pré-frontal e no hipocampo, enquanto a COX-2 ¢ induzida e
amplamente superexpressa em resposta a processos inflamatodrios, tanto na microglia quanto
em neurOnios ativados. Durante a neuroinflamacdo, diversos mediadores inflamatorios
promovem a ativagdo da COX-2, que, por sua vez, catalisa a sintese e liberacdo de
prostaglandinas através da via metabolica do acido araquidonico. Entre essas prostaglandinas,
destaca-se a prostaglandina E2 (PGE2), cuja atuacdo ¢ particularmente relevante na ativacao da
microglia e dos macrofagos. Além disso, os receptores de PGE2 sdo expressos majoritariamente
nas células da microglia, refor¢ando o papel central dessa via na amplificagdo das respostas
neuroinflamatorias (SIL; GHOSH, 2016).

A enzima COX-2 desempenha um papel fundamental na mediacdo de processos
inflamatorios e estd intimamente relacionada a neurobiologia dos transtornos do humor.
Estudos experimentais e translacionais demonstram que a elevagao da expressao de COX-2 no
SNC, particularmente nas regides do hipocampo e coértex, correlaciona-se com maior
vulnerabilidade ao estresse, anedonia e manifestacdes comportamentais depressivas em
modelos animais (STREKALOVA et al., 2022; CHEN et al., 2014).

O aumento da atividade da COX-2 leva a elevagao de prostaglandinas pro-inflamatorias,
como PGE2, e a ativagdo de vias neuroinflamatoérias, que contribuem para disfungdo sindptica,
redugdo de neurogénese e alteracdes em neurotransmissores relacionados ao humor (HE ef al.,
2022).

Nesse contexto, o celecoxibe (CLX) ¢ um anti-inflamatorio ndo esteroidal (AINE) que
bloqueia seletivamente a atividade da COX-2, reduzindo assim a superativagdo de mediadores
inflamatérios que causam neuroinflamacdo (DEARDORFF; GROSSBERG, 2016). Do ponto
de vista quimico, o CLX ¢ um composto pirazol com nome IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry - Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada) de 4-[5-(4-
metilfenil)-3-(trifluormetil)pirazol-1-il]benzenossulfonamida. A seletividade da COX-2, a
atividade anti-inflamatoria e a eficacia in vivo sdo definidas pela presenca de uma fragdo
sulfonamida em sua estrutura (HASSAN ef al., 2024). Sua estrutura quimica esta representada

na figura 9.
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Figura 9 - Estrutura quimica do celecoxibe

Fonte: Adaptado de National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Summary for CID
2662, Celecoxib (2025). Disponivel em: <https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Celecoxib>. Acesso em
maio de 2025.

O CLX apresenta elevada afinidade por proteinas plasmaticas, principalmente pela
albumina, com uma taxa de ligacdo em torno de 97%. Sua biotransformagdo ocorre
predominantemente no figado, mediada pelas enzimas do citocromo P450, especialmente
CYP2C9 e CYP3A4. Os metabdlitos hepaticos resultantes da sua degradagdo sdo compostos
inativos, incluindo derivados hidroxilados, carboxilados e conjugados, os quais sao 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 sintomdtico da osteoartrite e da artrite reumatoide em adultos. Este firmaco
demonstrou eficacia analgésica comparavel a de outros anti-inflamatérios ndo esteroides
(AINEs), como o diclofenaco e o ibuprofeno. No entanto, destaca-se por apresentar um perfil
de seguranca gastrointestinal mais favoravel, com menor incidéncia de efeitos adversos em
comparacao aos AINEs tradicionalmente utilizados (SIMON et al., 1999).

O CLX ¢ amplamente utilizado na clinica, porém, ¢ conhecida a sua associacdo com
risco aumentado de eventos cardiovasculares tromboticos, incluindo infarto do miocardio e
acidente vascular cerebral, especialmente com uso crénico € em pacientes com doenca

cardiovascular pré-existente ou fatores de risco cardiovascular. Este risco ¢ uma preocupagao
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de classe para todos os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINESs), tanto seletivos quanto nao
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 inibi¢ao da produ¢ao de prostaciclina (PGIz), um
eicosanoide com propriedades vasodilatadoras, antiagregantes plaquetarias e protetoras contra
trombose e aterogénese. A inibicdo da COX-2 reduz a sintese de PGL: no endotélio vascular,
removendo esse efeito protetor e favorecendo um ambiente pro-trombotico, com maior risco de
eventos cardiovasculares como infarto do miocardio e acidente vascular cerebral (ARORA et
al.,2020). Além disso, a inibi¢do da prostaciclina no rim pode levar a reten¢ao de sddio e agua,
causando hipertensao (SOORIAKUMARAN, 2006).

No entanto, embora o CLX seja conhecido como medicamento cardiotéxico, estudos
randomizados de grande escala, como o estudo PRECISION, indicaram que o CLX, quando
administrado em doses moderadas proximas a 200 mg/dia, apresenta risco cardiovascular
comparavel ao ibuprofeno e ao naproxeno. Esses achados referem-se a incidéncia de eventos
cardiovasculares graves — incluindo morte cardiovascular, infarto do miocéardio ndo fatal e
acidente vascular cerebral ndo fatal — em pacientes portadores de osteoartrite ou artrite
reumatoide com risco cardiovascular elevado. A ocorréncia absoluta desses eventos foi
semelhante entre os grupos tratados com CLX, naproxeno e ibuprofeno, o que sugere que,
dentro das doses aprovadas, o CLX nao implica um risco cardiovascular superior ao de outros
anti-inflamatodrios nao esteroidais comumente utilizados (NISSEN et al., 2016; SOLOMON et
al., 2018).

Mais recentemente, outros usos clinicos do CLX foram estudados. Trabalhos
experimentais sugerem que a inibicdo farmacologica da COX-2, por meio de CLX, pode
diminuir alguns comportamentos relacionados aos transtornos de humor em modelos animais
submetidos a estresse ou inflamagao sistémica (MORGAN et al., 2020; GAMBLE-GEORGE
et al., 2016). Além da depressdo e ansiedade, ja foi estudado os efeitos do CLX na
esquizofrenia, demonstrando efeitos benéficos principalmente nos estagios iniciais da doenca
(MARINI et al., 2016). No entanto, em todos os casos, mecanismos celulares e mecanismos de
acdo ainda ndo foram completamente definidos.

Um trabalho recente do Laboratorio de Neurofarmacologia da Universidade Federal do
Ceara (UFC) demonstrou que dois inibidores da COX-2 (celecoxibe e etoricoxibe) foram

capazes de reduzir sintomas semelhantes aos da depressdo e ansiedade em camundongos Swiss,
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sugerindo que a deplecao do estresse oxidativo e das citocinas pro-inflamatdrias seriam a chave
para o sucesso terapéutico das drogas estudadas (SILVA et al., 2024).

Os dados de uma meta-analise indicaram que a administracao de 400 mg diarios de CLX
pode exercer efeitos benéficos no tratamento da depressdo. O farmaco foi utilizado em regime
de coadministragdo 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 individuos tratados apresentavam niveis anormalmente elevados
de citocinas pro-inflamatorias, sendo provavel que, nesses casos, 0 CLX ndo proporcionou
melhora significativa do quadro depressivo, estando condicionado seu sucesso terapéutico aos
quadros depressivos associados a inflamagao (WANG; WU; WANG, 2022).

No transtorno bipolar, o CLX também ja foi testado e uma revisao concluiu que era mais
provavel atingir a remissdo clinica apds 6 a 8 semanas de administracdo adjuvante de CLX
nesse transtorno (BARTOLI ef al., 2021). No transtorno obsessivo compulsivo (TOC), ja foi
demonstrado que a combinagdo 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, inibicdo seletiva da COX-2 abre varios caminhos para novos alvos
terapéuticos, uma vez que a inflamacao ¢ a fonte de multiplas doengas neuropsiquiatricas. No
entanto, esses avancos na farmacoterapia somente serdo possiveis apds compreender os
possiveis mecanismos de acao nos transtornos do humor, a atuagdo da droga a nivel celular,

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

Considerando a alta prevaléncia dos transtornos de humor, em especial da depressao e
ansiedade no mundo, suas consequéncias na saude publica global ¢ na economia, além do
aumento de casos durante e ap6s a recente pandemia de COVID-19 (ZHOU et al., 2025; LIU
et al., 2024), é essencial que a comunidade cientifica faga esforcos para produzir estudos que
possam compreender cada vez melhor essas doengas. Consequentemente, o entendimento mais
amplo proporciona o advento de mais opgoes terapéuticas.

Assim, a busca por novas drogas para depressao e ansiedade ¢ essencial, tendo em vista,
ainda, que a falha na resposta ou remissao ao tratamento farmacolédgico inicial ¢ comum nesses
transtornos e ja foi estimada em 40-50% em geral (ROY-BYRNE, 2015).

Nesse sentido, ¢ sabido que o desenvolvimento de novas drogas ¢ um processo que
demora muitos anos e necessita de uma robusta aplicacdo financeira. Dessa forma, o
reposicionamento de farmacos, também denominado reperfilamento ou redescoberta,
configura-se como uma das estratégias mais promissoras para agilizar o desenvolvimento de
novas aplicagdes clinicas para medicamentos ja conhecidos. Diversos exemplos bem-sucedidos
de redescoberta ou de substituicdo terapéutica de moléculas previamente consideradas
ineficazes ou inseguras em ensaios iniciais reforcam o interesse na exploracao de novas vias
terapéuticas para esses compostos (BAK; KRUPA, 2023).

Nessa perspectiva, emerge a busca por novos candidatos para a farmacoterapia da
depressdo e da ansiedade através de um reposicionamento de drogas ja bem caracterizadas. A
descoberta de novos medicamentos com agdo sobre a teoria neuroinflamatoria € fundamental
para abordar a heterogeneidade desses transtornos, melhorar as taxas de resposta, tratar
sintomas refratarios e avangar para uma farmacoterapia baseada nesses mecanismos (PATIL;
GAWLI; BHATT, 2023).

Nesse cendrio, surge o celecoxibe como droga promissora a ser redirecionada para o
tratamento desses transtornos. Primeiro, devido ao fato de que estudos clinicos vém
demonstrando eficacia no uso de celecoxibe no tratamento de doencas psiquiatricas (GEDEK
etal.,2023; KOHLER et al., 2014), no entanto, sem definir os reais mecanismos envolvidos no
potencial sucesso terapéutico.

Além disso, nosso grupo de pesquisa no Laboratorio de Neuropsicofarmacologia da
Universidade Federal do Ceara, publicou em 2024 um estudo rastreando os efeitos do
celecoxibe e do etoricoxibe em um modelo de neuroinflamacdo. O trabalho foi realizado em

camundongos Swiss e além da melhora dos pardmetros dos testes comportamentais sugestivos
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de depressao e ansiedade, as drogas testadas também diminuiram os indicadores inflamatérios
e relacionados ao estresse oxidativo (SILVA et al., 2024). Resolveu-se, portanto, no presente
trabalho, dar continuidade a este estudo, mudando o cenario e adicionando metodologias mais
robustas, principalmente relacionadas aos efeitos celulares da droga.

Ja & conhecido que a linhagem de camundongos C57BL/6 ¢ mais suscetivel ao
comportamento depressivo, ao mesmo tempo, parece fornecer dados mais precisos da eficacia
de medicamentos testados (LUCKI; DALVI; MAYORGA, 2001). Assim, para compreender
melhor as agdes 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 neurdnios e astrocitos. Além disso, estudamos as repercussdes da
neuroinflama¢do e da droga nas mitocondrias dessas células, organelas essenciais na
homeostase do SNC (BUTTIKER et al., 2023).

Importante destacar que o uso de modelos animais de indug¢do de comportamentos
semelhantes a depressdo e ansiedade, baseados em neuroinflamacdo, ¢ ideal para elucidar
melhor o mecanismo de acdo de potenciais drogas antidepressivas (YIN ef al., 2023). Por esse
motivo, ¢ relevante o uso de lipopolissacarideo como modelo de neuroinflamagdo neste
trabalho.

Portanto, por tudo que foi exposto, compreender melhor como o celecoxibe e o proprio
lipopolissacarideo desempenham seus efeitos nos transtornos de humor e suas implicagdes nos
neurdnios e astrocitos ¢ essencial para avangar no entendimento dessas doencgas 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 parametros inflamatorios, oxidativos e alteragdes celulares do Sistema
Nervoso Central em modelos experimentais de neuroinflamacao induzida por

lipopolissacarideo (LPS) in vivo e in vitro.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar a variagdo ponderal provocada pelo CLX e LPS nos animais submetidos ao
modelo de neuroinflamacao;

e Mensurar os efeitos do CLX nos pardmetros relacionados a locomogao e exploracao de
animais submetidos ao modelo de neuroinflamacao por LPS;

e Analisar os efeitos do CLX no comportamento do tipo-depressivo de animais
submetidos ao modelo de neuroinflamagado por LPS;

e Aferir os efeitos do CLX no comportamento do tipo-ansioso de animais submetidos ao
modelo de neuroinflamacao por LPS;

e Determinar os efeitos do CLX sobre a memoria espacial de trabalho nos animais
submetidos ao modelo de neuroinflamacao por LPS;

e Verificar os efeitos do CLX em marcadores inflamatérios de areas cerebrais de animais
submetidos ao modelo de neuroinflamagao por LPS;

e Definir os efeitos do CLX sobre marcadores de estresse oxidativo de areas cerebrais de
animais submetidos ao modelo de neuroinflamacgao por LPS;

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

e Conhecer os efeitos do CLX sobre os mecanismos de morte celular em astrocitos e
células PC12 desafiadas por LPS;

e Visualizar os efeitos do CLX na morfologia estrutural de astrocitos e células PC12
desafiadas por LPS;

e Identificar os efeitos do CLX sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio em

astrocitos e células PC12 desafiadas por LPS;
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e Entender os efeitos de CLX sobre o potencial transmembranico mitocondrial em

astrocitos e células PC12 desafiadas por LPS.
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5 MATERIAIS E METODOS
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 a Faculdade de Medicina
da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os animais foram mantidos em grupos de seis
individuos por caixa, alojados em gaiolas de polipropileno com dimensdes de 42 x 20,5 x 20
cm, e receberam alimenta¢do padrao e dgua filtrada a vontade. As condi¢des 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 aprovagao prévia da Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA) sob o numero 7728040422 (ANEXO A). O manejo dos animais seguiu 0s principios
éticos estabelecidos pelo Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio do National
Institutes of Health (NIH, 2011). Todos os esforcos foram realizados para minimizar o

sofrimento e reduzir o nimero de animais utilizados nos experimentos.

5.1.1 Substancias utilizadas

O celecoxibe - CLX (Celebra®, Viatris Pharmaceuticals LLC, Vega Baja, Porto Rico)
foi diluido em solu¢do salina a 0,9%, formando uma suspensdo e administrada por via oral
através de gavagem, na concentragao de 20 mg/kg. A concentragdo escolhida ja foi descrita em
trabalhos anteriores que utilizaram modelos semelhantes de neuroinflamacao (FAN et al., 2013;
KAIZAKI et al., 2013).

O escitalopram - ESC (Oxalato de escitalopram, Sanofi Medley Farmacéutica Ltda,
Campinas, Sao Paulo, Brasil) também foi preparado em solu¢do salina a 0,9%, formando uma
suspensdo e administrada por via oral através de gavagem, na concentragdao de 10 mg/kg. A
escolha da concentracdo foi baseada em estudos anteriores que utilizaram a droga em modelos
de depressao (BUSSMANN et al., 2024; MELLO et al., 2021; DIONISIE et al., 2021,
DRAGON et al., 2025). Todas as suspensdes e solucdes orais foram administradas em um
volume de 0,1 ml a cada 10 g de peso corporal do animal.

Para a indugdo da neuroinflamacao, foi utilizado lipopolissacarideo (LPS) extraido de

Escherichia coli, sorotipo 055:B5 (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, EUA), na
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concentragdo de 0,5 mg/kg, diluido em solucdo 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 adaptacdo. Isso significa que foram mantidas caixas com
seis camundongos que se ambientalizaram entre si antes do inicio do modelo. Além disso, foi
garantida a permanéncia dos mesmos roedores na mesma caixa durante todo protocolo. Esse
procedimento possui como objetivo a ambientaliza¢do entre animais.

Apbs o periodo de adaptagdo, foram realizadas administragdes intraperitoneais (i.p.) de
LPS, uma vez por dia durante o periodo da manha, por dez dias consecutivos. Do 6° ao 10° dia
do protocolo, foi incluida a administragdo oral (v.0.) por gavagem das demais substancias, uma
hora ap6s a administragdo do LPS. A figura 10 mostra o delineamento experimental detalhado.

Os grupos experimentais foram divididos da seguinte forma:

I) Grupo CONTROLE (SAL + SAL): Injecdes intraperitoneais (i.p.) de solugdo salina estéril
a 0,9% (SAL) durante dez dias consecutivos e, paralelamente, a partir do 6° até¢ o 10° dia,
administracao oral (v.0) por gavagem de solugdo salina 0,9% (SAL);
IT) Grupo LPS (LPS + SAL): Injecdes intraperitoneais (i.p.) de solucao de LPS 0,5 mg/kg
durante dez dias consecutivos e, paralelamente, a partir do 6° até o 10° dia, administragdo oral
(v.0) por gavagem de solugdo salina 0,9% (SAL);
I1I) Grupo CLX (LPS + CLX): Injecdes intraperitoneais (i.p.) de solugdao de LPS 0,5 mg/kg
durante dez dias consecutivos e, paralelamente, a partir do 6° até o 10° dia, administragdo oral
(v.0) por gavagem de suspensdo de CLX 20 mg/kg;
IV) Grupo ESC (LPS + ESC): Injec¢des intraperitoneais (i.p.) de solugdo de LPS 0,5 mg/kg
durante dez dias consecutivos e, paralelamente, a partir do 6° até o 10° dia, administragdo oral
(v.0) por gavagem de suspensao de ESC 10 mg/kg.

Vinte e quatro horas ap6s a administragao da tltima substancia por via oral, os animais
passaram pelos testes comportamentais e suas areas cerebrais foram dissecadas, conforme

descrito nos préximos topicos.
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Figura 10 — Delineamento experimental

Inicio das Inicio dos Final das Testes comportamentais
administracdes i.p. tratamentos por v.0. adminsitragdes i.p. e e dissecagédo de areas
de LPS ou SAL de CLX. ESC ou SAL tratamentos por v.o. cerebrais
Dia 1 Dia 6 Dia 10 Dia 11

Administragdes de LPS ou SAL por via i.p.
Administragdes de CLX, ESC ou SAL por v.o.

Fonte: Figura criada pelo proprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) conforme modelo
experimental publicado por Silva e colaboradores (2024). Abreviaturas: SAL: solucdo salina 0,9%; CLX:

celecoxibe 20 mg/kg; ESC: escitalopram 10 mg/kg; i.p.: intraperitoneal; v.o.: via oral.

5.1.4 Eutanasia e dissecacdo das dreas cerebrais

Os animais foram eutanasiados por decapitacao utilizando guilhotinagem e os cérebros
retirados e, rapidamente, colocados sobre papel aluminio em uma placa de gelo. A partir disso,
o hipocampo e cortex pré-frontal foram dissecados e as areas armazenadas em microtubos de
centrifugacdo de plastico devidamente identificados, pesados e conservados a - 80°C.
Posteriormente, as areas foram descongeladas e realizados homogenatos dos tecidos para

utiliza¢do nas determinagdes de citocinas e marcadores de estresse oxidativo.

5.1.5 Anadlise ponderal

Ao longo de todo o experimento, a massa corporal dos animais foi cuidadosamente

monitorada, sendo aferida antes de cada administragdo das substancias e registrada diariamente.

63



A variacao relativa do peso foi expressa em percentual, calculada por meio da seguinte formula:

(Peso do dia x 100) + Peso inicial

5.1.6 Testes comportamentais para avaliacdo da locomogdo e exploragcio
5.1.6.1 Teste do campo aberto

O teste do campo aberto ¢ amplamente utilizado para a avaliacdo da atividade
locomotora e de aspectos relacionados a ansiedade em animais. Por meio desse teste, € possivel
investigar comportamentos semelhantes a ansiedade com base na tendéncia dos camundongos
a evitarem areas abertas, percebidas como potencialmente ameagadoras. Esse comportamento,
conhecido como trigmotaxia, refere-se a inclinacdo dos animais em se orientar e locomover
preferencialmente em contato com superficies ou objetos, buscando maior sensagdo de
seguranca (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 realizacdo do teste, os camundongos foram posicionados
no centro da base do aparato e permaneceram livres para explorar o ambiente por um periodo
de 5 minutos. Todos os deslocamentos foram registrados em video e posteriormente analisados
utilizando o software ANY-Maze (Stoelting Co, Wood Dale, Illinois, EUA).

As variaveis analisadas incluiram: nimero total de cruzamentos (crossing), nimero de
levantamentos verticais (rearing), nimero de entradas na zona central, tempo na zona central,
distancia percorrida na zona central, nimero de entradas na zona periférica € o tempo na zona
periférica. Apds cada sessdo, o fundo do aparato foi higienizado com alcool a 20% para evitar

interferéncias relacionadas a odores residuais. A figura 11 ilustra o teste do campo aberto.
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Figura 11 - Teste do campo aberto

5 minutos

Analise pelo software Any-MAZE

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

Kraeuter, Guest e Sarnyai (2018).

5.1.7 Testes comportamentais para avaliacdo de comportamentos tipo-depressivos
5.1.7.1 Teste do nado for¢cado

O teste de nado forgado ¢ amplamente empregado em pesquisas nas areas de psicologia
e neurociéncia como modelo preditivo para a investigacdo de comportamentos associados a
depressao, permitindo avaliar as respostas comportamentais dos animais frente a situagdes de
estresse e desamparo (ARMARIO, 2021).

O protocolo utilizado seguiu a padronizacdo descrita por Porsolt, Bertin e Jalfre (1978),
no qual os animais foram colocados em um recipiente contendo volume de agua suficiente para
impedir o apoio das patas ao fundo, induzindo-os a natacdo. Inicialmente, observam-se
tentativas ativas de fuga, seguidas, apds determinado tempo, pela ado¢ao de um comportamento

de imobilidade, caracterizado por flutuagdo passiva com movimentos minimos, suficientes
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apenas para manter a cabega fora da dgua. Esse periodo de imobilidade ¢ interpretado como um
marcador comportamental de desamparo e resignagdo, fendmenos considerados analogos aos
sintomas depressivos em humanos (BOGDANOVA et al., 2013).

O teste teve duracdo total de 6 minutos, sendo os primeiros 2 minutos destinados a
adaptacdo ao ambiente aquatico. A imobilidade foi cronometrada (em segundos) nos 4 minutos
finais, por um observador previamente cegado quanto a distribuicao dos grupos experimentais.
Considerou-se como estado de imobilidade a permanéncia passiva na agua, permitindo-se
apenas discretos movimentos necessarios para a sustentagao da cabega acima da superficie.

Conforme orientagdo de uma meta-analise que analisou protocolos de exposi¢do ao LPS
no comportamento semelhante ao depressivo, o teste do nado forcado foi o ultimo a ser
realizado nos dias de testes comportamentais (YIN et al., 2023). A figura 12 ilustra o teste do

nado forgado.

Figura 12 - Teste do nado forcado

6 minutos

Camundongo nadando

O 2

Camundongo imoével

Fonte: Figura criada pelo proprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informagdes de Porsolt,

Bertin e Jalfre (1978).
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5.1.7.2 Teste da preferéncia por sacarose

A anedonia corresponde a reducdo ou incapacidade de experimentar sensacdes
associadas a atividades prazerosas, sendo considerada um dos principais sintomas
caracteristicos do transtorno depressivo maior. Para a avaliagdo desse comportamento em
roedores, utiliza-se amplamente o teste de preferéncia por sacarose, considerado um método
comportamental confidvel e validado. Esse teste baseia-se em um paradigma de escolha entre
duas garrafas, permitindo mensurar a preferéncia dos animais por uma soluciao adocicada em
comparag¢do a dgua, como um indicativo de anedonia (PRIMO et al., 2023).

Para a realizacao deste teste, inicialmente, os animais foram submetidos a uma fase de
adaptacdo, na qual tiveram livre acesso, por 24 horas, a duas garrafas contendo solucdo de
sacarose a 2%. Em seguida, os camundongos foram mantidos em jejum hidrico por um periodo
de 3 horas, ainda agrupados em suas respectivas caixas. Apds esse periodo, foram transferidos
para gaiolas individuais, onde receberam duas garrafas idénticas, uma contendo solucdo de
sacarose a 2% e outra com dgua, ambas com volume de 100 mL (WULFF et al., 2023; PRIMO
etal., 2023).

Ap6s 3 horas de exposicao, as garrafas foram retiradas e o volume consumido de cada
liquido foi aferido utilizando provetas graduadas, possibilitando o calculo do consumo relativo.
Posteriormente, os animais foram retornados as suas respectivas gaiolas coletivas. A figura 13

ilustra a metodologia do teste.
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Figura 13 - Teste da preferéncia por sacarose

Sacarose 2%
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Os volumes de cada recipiente
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( Gaiolas individuais consumo de cada solucao

Fonte: Figura criada pelo proprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informagdes 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 ¢ um teste comportamental utilizado em modelos
animais, especialmente em roedores, para avaliar sintomas depressivos, com foco em aspectos
de autocuidado e motivacao. O teste consiste em borrifar uma solucao de sacarose diluida no
dorso do animal, o que normalmente induz o comportamento de grooming (auto limpeza). Em
animais com fenodtipo depressivo, observa-se aumento da laténcia para iniciar o grooming e/ou
reducdo do tempo total gasto nesse comportamento, refletindo apatia, anedonia e prejuizo do
auto-cuidado, sintomas classicos da depressao em humanos (HU et al., 2017; DEBLER et al.,
2024).

Assim, uma solu¢ao de sacarose a 10% foi borrifada uma unica vez sobre a regido dorsal
de cada camundongo individualizados em caixas. O teste teve duracdo de 5 minutos apds a
aplica¢do da solucdo, durante os quais foram registradas a frequéncia e a duragdo total dos
episodios de grooming. Para evitar a interferéncia de odores residuais entre os animais
experimentais, o aparato foi higienizado com solu¢ao de etanol a 20% apds cada sessdo. A

figura 14 ilustra o teste.
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Figura 14 - Teste do respingo ou splash test

Lt "
“ Sacarose 10%

Borrifagao de sacarose

-

5 minutos

Registro da frequéncia e a
duracdo total dos episodios de
grooming

Fonte: Figura criada pelo proprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informagdes de Debler

e colaboradores (2024).

5.1.8 Testes comportamentais para avaliacdo de comportamentos tipo-ansiosos

5.1.8.1 Teste da placa perfurada

O teste da placa perfurada ¢ amplamente utilizado para investigar comportamentos
exploratorios e indicativos de ansiedade em camundongos expostos a ambientes novos. Nesse
procedimento, os animais sdo posicionados em uma arena contendo uma plataforma com
orificios distribuidos de maneira uniforme, permitindo multiplas oportunidades de exploragao.

O parametro comportamental central analisado neste teste € a frequéncia de inser¢des da cabeca
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nos orificios, comportamento conhecido como 4ead dips. Esse tipo de exploracao ¢ considerado
um indicativo da propensdo exploratdria do animal. De modo geral, uma maior incidéncia desse
comportamento esta associada a niveis reduzidos de ansiedade, enquanto uma menor frequéncia
sugere um aumento nos estados ansiosos (CASARRUBEA et al., 2023).

Para a realizacdo do experimento, foi utilizado um dispositivo contendo 16 orificios,
com os camundongos sendo inicialmente posicionados no centro da plataforma. O principal
parametro avaliado, como mencionado, foi a frequéncia de head dips contabilizada durante um
intervalo de 5 minutos (PISULA et al., 2021). A quantificagdo desse comportamento foi
realizada por avaliadores cegos quanto a aloca¢ao dos grupos experimentais, a fim de garantir

a imparcialidade das analises. A figura 15 ilustra o teste.

Figura 15 - Teste da placa perfurada

5 minutos

Registra-se a frequéncia
de head dips

Fonte: Figura criada pelo proprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informagdes 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 ¢ amplamente reconhecido como um dos
procedimentos comportamentais mais utilizados e de facil execucdo para a avaliacdo de
comportamentos relacionados a ansiedade em roedores. Este modelo experimental ¢ empregado
para analisar respostas comportamentais associadas a indu¢do do medo, funcionando como um
indicativo de estados ansiosos. Além disso, o teste permite a triagem rapida e eficiente de
substancias com potencial efeito ansiolitico ou ansiogénico, dispensando a necessidade de
protocolos complexos ou treinamentos prévios para os animais (HIMANSHU et al., 2020).

Este ensaio tem como finalidade analisar a influéncia do padrdo exploratdrio sobre o
comportamento de risco e os niveis de ansiedade em roedores, conforme descrito por Pellow e
colaboradores (1985). O dispositivo experimental ¢ composto por uma estrutura elevada a 45
cm do solo, formada por dois bragos abertos (30 x 5 ¢cm) e dois bragos fechados, delimitados
por paredes laterais (30 X 5 X 15 cm), interligados por uma plataforma central (5 x 5 cm). Cada
animal foi posicionado no centro do labirinto e monitorado por um periodo de 5 minutos,
durante o qual foram registrados o tempo de permanéncia em cada um dos bragos e o nimero
de entradas tanto nos bragos abertos quanto nos fechados.

Assim, as medidas comportamentais registradas foram: nimero de entradas nos bracos
abertos (NEBA), tempo de permanéncia nos bragos abertos (TPBA), numero de entradas nos
bracos fechados (NEBF) e tempo de permanéncia nos bracos fechados (TPBF), e a partir dessas
informagdes, foram determinados o PEBA (Percentual de Entradas nos Bragos Abertos) a partir
da formula PEBA: NEBA x100/ (NEBA+NEBF) e o PTBA (Percentual de Tempo nos Bragos
Abertos) a partir da formula: PTBA: TPBA x100/ (TPBA + TPBF). Os resultados foram

expressos em porcentagem (%). A figura 16 demonstra o aparato utilizado no teste.

72



Figura 16 - Teste do labirinto em cruz elevada

Registro dos seguintes parametros:

5 minutos

Nidmero de entradas nos bragos
abertos (NEBA);
Tempo de permanéncia nos bragos
abertos (TPBA);
Numero de entradas nos bragos
fechados (NEBF);
Tempo de permanéncia nos bragos
' ' fechados (TPBF).

Calculo dos seguintes parametros:

PEBA (Percentual de Entradas nos
Bracos Abertos);
PTBA (Percentual de Tempo nos
Bragos Abertos).

Fonte: Figura criada pelo proprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informagdes de Pellow

e colaboradores (1985).

5.1.9 Teste comportamental para avaliacao de memoria

5.1.9.1 Teste do labirinto em Y

A avaliacao da memoria de trabalho foi realizada utilizando o teste do labirinto em Y,
conforme descrito por Sarter, Bodewitz e Stephens (1988) com modificagdes. O aparato
experimental ¢ composto por trés bragos idénticos (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
angulos iguais. Cada animal foi inicialmente posicionado no centro do aparato e liberado para
explorar o ambiente livremente por um periodo de 8 minutos. Durante essa exploracao, foi
registrada a sequéncia de entradas nos diferentes bragos. Posteriormente, os dados foram
analisados com o objetivo de identificar o nimero de entradas em bragos distintos, ou seja, sem
repeti¢do imediata. Considerou-se como alternancia correta toda vez que o camundongo
ingressava em um brago diferente daquele visitado na entrada anterior, sem retornar ao brago

previamente explorado. Para o resultado, utilizou-se a seguinte formula:
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Alternancias corretas (%) = (nimero de alternancias corretas x 100) + (nimero total de

entradas - 2). A figura 17 ilustra o aparato do teste.

Figura 17 - Teste do labirinto em Y

8 minutos /\

)

Exemplo de alternancias corretas: ABCABCABC V

Exemplo de alternéncias incorretas: ABBCACAAC x

Fonte: Figura criada pelo proprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informagdes de Sarter,

Bodewitz e Stephens (1988)

5.1.10 Testes para avalia¢dao de marcadores do estresse oxidativo e nitrosativo

5.1.10.1 Determinacdo da concentracdo de nitrito

Foram utilizadas as areas cerebrais dissecadas (hipocampo e cortex pré-frontal) em
forma de homogenatos para execucdao do teste. Com o intuito de investigar os efeitos do
tratamento farmacolégico e da exposicdo ao LPS sobre a produgdo de 6xido nitrico (NO),
procedeu-se a quantificagdo dos niveis de nitrito nos homogenatos teciduais, utilizando o
método descrito por Green, Tannenbaum e Goldman (1981). Para tal, adicionaram-se 100 uL

do reagente de Griess — composto por acido fosforico a 5%, sulfanilamida a 1% em acido
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fosforico a 5%, NEED a 0,1% e agua destilada — a um volume igual do sobrenadante do
homogenato. As amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente.

A curva padrao foi preparada a partir de solugdes de nitrito de sodio (NaNOz), com
concentragdes variando de 0,75 a 100 uM, sob as mesmas condi¢des experimentais. Amostras
controle (branco) foram obtidas pela adicdo de 100 pL do reagente de Griess a 100 pL do
tampao fosfato de potdssio monobasico (50 mM, pH 7.,4), utilizado na preparagdo dos
homogenatos.

Como ndo ha uma etapa de reduc¢do do nitrato a nitrito (geralmente feita com nitrato
redutase ou outro agente redutor), entdo a metodologia quantifica apenas nitrito (NOz7). A
leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotdmetro para microplacas, com
comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos como micromoles de nitrito

por grama de tecido (uM/g de tecido).

5.1.10.2 Determinacdo da concentra¢do de substdncias reativas ao dcido tiobarbiturico

(TBARS)

A determinagdo da concentracdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitarico
(TBARS, do inglés Thiobarbituric Acid Reactive Substances) ¢ realizada principalmente por
meio do ensaio de TBARS, que ¢ amplamente utilizado para estimar a peroxidacao lipidica,
especialmente pela quantificacdo de malondialdeido (MDA), um dos principais produtos finais
da oxidacao de lipidios (LEON; BORGES, 2020).

Para a determinagdo dos produtos resultantes da peroxidacao lipidica, empregou-se a
reacdo do &cido tiobarbiturico com os homogenatos cerebrais (hipocampo e cortex pré-frontal).
As amostras foram preparadas a partir de homogenatos a 10% em tampao fosfato de potassio
monobadsico, 50 mM, pH 7,4. Para a analise das TBARS, volumes de 63 pL do homogenato
foram misturados com 100 pL de acido perclérico a 35% em microtubos de centrifugagao,
seguidos de centrifugagdo a 10.000 rpm por 10 minutos, mantida a temperatura de 4°C. Apos a
centrifugacao, as aliquotas de 150 uL do sobrenadante foram combinadas com 50 pL de solugdo
de acido tiobarbiturico a 1,2%, sendo entdo submetidas a incubacdo em banho-maria a 95°C
por 30 minutos.

A incubagdo permite que o MDA, presente na amostra, reagisse com o acido

tiobarbittrico, formando um complexo estavel de coloracdo rosa-avermelhada (MDA-TBA:).
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A intensidade dessa coloragdo esta diretamente relacionada a concentracdo de substincias

reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) na amostra (PAPASTERGIADIS et al., 2012).
Posteriormente, 150 uLL da mistura reacional foram transferidos para uma placa de

microtitulagdo de 96 pogos, procedendo-se a leitura espectrofotométrica da absorbancia a 535

nm. Os resultados foram expressos em microgramas por grama de tecido (ng/g de tecido).

5.1.10.3 Determinagdo da concentra¢do de glutationa reduzida (GSH)

A quantificagdo da glutationa reduzida (GSH) nas regides cerebrais visa analisar o
estado antioxidante e o equilibrio 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 neutralizacao de
espécies reativas de oxigénio e contribuindo para a manutengdo da homeostase redox neural
(LEE et al., 2025).

Com o intuito de avaliar a capacidade antioxidante das amostras, os niveis de glutationa
reduzida (GSH) foram mensurados por meio de um método que explora a interacdo de grupos
tiol livres com o reagente de Ellman (DTNB). As amostras de tecido cerebral foram
homogeneizadas em tampao EDTA 0,02 M (10% p/v) e, posteriormente, tratadas com acido
tricloroacético (TCA) a 50% para precipitagdo de proteinas. ApoOs essa etapa, as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm, durante 15 minutos.

O sobrenadante resultante foi adicionado a uma solugdo de tampao Tris-HCI 0,4 M, pH
8,9, juntamente com DTNB a 0,01 M, promovendo a formacao de um complexo colorido. A
absorbancia deste produto foi medida em espectrofotometro a 412 nm (BOTTINO et al., 2021).
A concentragdo de GSH nas amostras foi calculada a partir de uma curva padrdo construida
com glutationa, sendo os resultados foram expressos em microgramas por grama de tecido

(ng/g de tecido).

5.1.11 Determinacdo das concentragoes de citocinas pro-inflamatorias

As areas cerebrais coletadas (hipocampo e cortex pré-frontal) foram homogeneizadas
em uma solucdo tampao PBS contendo inibidores de protease (EMD Biosciences), na
proporcao de 1:8 (peso/volume). Apos a homogeneizacio, as amostras foram centrifugadas a
10.000 rpm por 5 minutos, ¢ o sobrenadante resultante foi utilizado para as analises
subsequentes. As concentragdes das citocinas IL-1B, IL-6 e TNF foram mensuradas em 50 pL
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dessas amostras por meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA), utilizando kits comerciais da
R&D® Systems (Minneapolis, Minnesota, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante. Os

resultados foram expressos em pg por grama de tecido (pg/g de tecido).

5.2 Ensaios in vitro
5.2.1 Substancias e diluicoes utilizadas

O celecoxibe utilizado foi 0 mesmo usado para os testes in vivo ja descritos. Para uso
na cultura de células, a droga foi diluida em solu¢do salina tampao fosfato estéril (PBS) com
objetivo de obter as concentragdes desejadas (especificadas adiante no teste do MTT). J4 o
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli, sorotipo 055:B5 também foi o mesmo utilizado
nos testes in vivo descritos. A concentragdo de LPS empregada dos testes in vitro foi de
50pg/ml, dissolvido em PBS. A concentragdo 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 astrocitos murinos,
previamente isolada e gentilmente cedida pelo grupo de pesquisa da Universidade Federal de
Sao 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 condi¢des controladas, em estufa com
atmosfera umidificada a 37°C e 5% de gas carbonico (CO:), sendo o crescimento monitorado
diariamente por microscopia invertida. Quando as culturas atingiram aproximadamente 80% de
confluéncia, as células foram destacadas utilizando solugdo de tripsina a 0,05% em EDTA a
0,53 mM.

Posteriormente, realizou-se a contagem celular com auxilio de uma cadmara de
Neubauer, e a viabilidade foi avaliada através do método de exclusdo com corante azul de
Tripan. As células viaveis foram entdo semeadas em placas de 24 ou 96 pogos, conforme o

protocolo experimental a ser executado.
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Os experimentos envolvendo as células, assim como suas manutencdes, foram
realizados em parceria com o Laboratorio de Bioprospec¢do Farmacéutica e Bioquimica Clinica

(LBFBC) da Universidade Federal do Ceara.

5.2.3 Ensaio de viabilidade por redugcio do MTT

O ensaio de viabilidade celular utilizando o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) fundamenta-se na capacidade das células metabolicamente ativas de
converter o sal de tetrazélio MTT, de coloragdo amarela e soltivel em 4gua, em cristais
insoluveis de formazan, com tonalidade purpura. Esse processo ocorre principalmente por agao
de enzimas mitocondriais, notadamente as NAD(P)H-oxidoredutases, sendo um indicativo da
atividade metabolica e, consequentemente, da viabilidade celular. Assim, a quantidade de
formazan gerada ¢ proporcional ao numero de células viaveis na amostra (SURIN et al., 2017,
VAN MEERLOO; KASPERS; CLOOS, 2011).

Para a realizacdo do ensaio, as culturas celulares foram previamente tratadas com
concentragoes seriadas de CLX: 500, 250, 125, 62,5, 31,2, 15,6 ¢ 7,8 pg/mL. Apds um periodo
de incubagdo de 12 horas, o meio foi substituido por 200 uL de solugdo de MTT a 5 mg/mL,
sendo as culturas mantidas em incubagdo por mais 3 horas. Em seguida, o meio foi
cuidadosamente removido e adicionados 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) puro, com o
objetivo de promover a lise celular e a completa solubilizacdo dos cristais de formazan
formados. As placas foram agitadas por 30 minutos em agitador orbital e, posteriormente, a

absorbancia foi determinada em leitor de microplacas, com comprimento de onda de 595 nm.

5.2.4 Avaliacdo dos mecanismos de morte celular por marcacgdo de lodeto de Propidio (PI)
e Anexina V (Ax)

A identificacdo dos diferentes estdgios de morte celular foi realizada utilizando a
coloracdo combinada com iodeto de propidio (PI) e anexina V, uma abordagem consolidada
para discriminar entre células viaveis, apoptdticas (em fases distintas) e necroticas,
especialmente em ensaios de citometria de fluxo (KUMAR; SANEJA; PANDA, 2021).

Essa metodologia fundamenta-se em dois eventos celulares principais. O primeiro
corresponde a exposi¢do da fosfatidilserina, normalmente confinada a face citoplasmatica da
membrana plasmatica, que ¢ translocada para a superficie externa durante a fase inicial da

apoptose. A anexina V, frequentemente conjugada a um fluor6foro como a fluoresceina
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isotiocianato (FITC), possui elevada afinidade por esse fosfolipideo, permitindo, na presenca
de calcio, a identificacdo de células apoptoticas (WORSLEY; VEALE; MAYNE, 2022;
KABAKOV; KUDRYAVTSEV; GABAL 2011).

O segundo aspecto envolve a integridade da membrana plasmatica. O PI ¢ um corante
que se intercala com o DNA, mas somente atravessa membranas celulares comprometidas,
caracteristica tipica de células em apoptose tardia ou necrose. Assim, células viaveis ou em
apoptose precoce permanecem impermeaveis ao PI (RIEGER et al., 2011).

Para a realizacdo do ensaio, as células foram ressuspendidas em 100 pL de tampao de
ligacdo, seguido da adicao de 5 pL de iodeto de propidio e 5 uL. de anexina V, ambos utilizados
em concentracdes de 0,5 mg/mL. A coloragdo foi realizada com o auxilio de um kit comercial
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA). Apods incubagdo de 15 minutos em ambiente
protegido da luz, foram adicionados 400 puL de tampao de ligagdo. A aquisi¢do e analise dos
eventos celulares foram realizadas por citometria de fluxo, utilizando o equipamento
FACSCalibur (BD Biosciences). As populacdes celulares foram discriminadas com base na
auséncia de marcacdo, marcagdo exclusiva por anexina V ou PI, bem como marcagdo
simultanea por ambos os reagentes. A figura 18 demonstra as interpretagdes das marcacdes de
PI e Ax no contexto da morte celular. J4 a figura 19 ilustra o principio da metodologia

empregada na avaliacdo da morte celular por marcagao de PI e Ax.

Figura 18 - Interpreta¢do das marcacdes lodeto de Propidio (PI) e Anexina V (Ax) no contexto

da morte celular

AX + AX -

Necrose
secundaria a Demonstram
Pl + apoptose ou provavel evento
estagio terminal de necrose

da apoptose

Demonstram Células viaveis,
Pl - provavel evento nao apresentando
de apoptose danos aparentes

Fonte: Figura criada pelo proprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informagdes de Kumar,
Saneja e Panda (2021). A ordem dos quadrantes na figura ndo representa necessariamente a ordem dos quadrantes

no grafico de dispersdo da citometria.
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Figura 19 - Principio do método de avaliacdo dos mecanismos de morte celular por marcagao

de lIodeto de Propidio (PI) e Anexina V (Ax)
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Fonte: Figura criada pelo proprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informacdes de

Worsley, Veale e Mayne (2022) e Rieger e colaboradores (2011).
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5.2.5 Visualizacdo de alteracoes morfologicas e estruturais por meio da microscopia

eletronica de varredura (MEYV)

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) € uma técnica sofisticada de analise
morfoldgica, que proporciona imagens de alta resolucdo das superficies amostrais. Neste
estudo, a MEV foi empregada com o proposito de examinar os danos induzidos pelo
lipopolissacarideo (LPS) e verificar os efeitos protetores promovidos pelo CLX.

Diferentemente da microscopia optica, a MEV utiliza um feixe de elétrons, em vez de
luz visivel, para gerar imagens. Esses elétrons sdo produzidos a partir de um catodo e
focalizados sobre a superficie da amostra. A interacdo do feixe primario com o material resulta
na dispersao de elétrons, cuja detecg@o possibilita a reconstru¢cdo de imagens tridimensionais
da morfologia amostral por meio de softwares especificos (FISCHER et al., 2024).

Para a realizagdo desse procedimento, culturas de células PC12 e astrécitos foram
mantidas sobre laminulas de vidro circulares, previamente esterilizadas. Posteriormente, as
amostras foram fixadas com glutaraldeido a 2,5% em tampao de 0,1 M (pH 7,2), permanecendo
nesta solucdo por 2 horas, a temperatura ambiente. O processo de desidratagao foi conduzido
através de uma série crescente de concentragdes de etanol. Apds a desidratagcdo, as amostras
receberam um revestimento metalico de ouro, com espessura de aproximadamente 20 nm,
utilizando um sistema de pulverizag¢do i6nica (QT150 ES-Quorum). Finalmente, a avaliagao
morfolédgica foi realizada em um microscopio eletronico de varredura modelo Quanta 450 FEG-
FEI (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA).

Os experimentos com o MEV foram realizados em parceria com a Central Analitica da

Universidade Federal do Ceara.

5.2.6 Avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio por fluorescéncia de DCF

A quantificacdo intracelular de espécies reativas de oxigénio foi realizada utilizando o
corante 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA), um método amplamente
empregado para essa finalidade em diversos modelos celulares (ROBLES et al., 2020).

O DCFH-DA ¢ um composto lipofilico e ndo fluorescente, capaz de atravessar
livremente a membrana plasmatica. Uma vez no interior da célula, sofre hidrolise enzimatica
por esterases citosolicas, que removem os grupos acetato e convertem o DCFH-DA na forma

polar de diclorodihidrofluoresceina (DCFH). Esta molécula permanece no citosol, onde ¢
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subsequentemente oxidada por EROs — principalmente peréxidos, como o H.0. — gerando o
composto fluorescente diclorofluoresceina (DCF). A intensidade de fluorescéncia emitida ¢
diretamente proporcional ao nivel de EROs presentes na célula (VAGLIENTI et al., 2022;
GRIENDLING et al., 2016).

Para a marcacdo celular, 5 pL da solugcdo estoque de DCFH-DA (obtendo uma
concentragdo final de 20 pM) foram adicionados aos pogos de uma placa de 24 pogos, contendo
as culturas celulares, 3 horas ap6s o inicio do tratamento com CLX. Apo6s completar 12 horas
de incubacdo, as células foram cuidadosamente lavadas com tampao PBS, removidas por
tripsinizagdo e o pellet celular preparado para analise em citometro de fluxo.

Durante a citometria, foi mensurada a intensidade média de fluorescéncia verde,
resultante da oxidacdo do DCFH durante a explosdo respiratoria. A andlise baseou-se na
intensidade relativa de fluorescéncia, obtida a partir dos valores absolutos de emissdo
fluorescente. Esses dados foram expressos como média geométrica, sendo atribuido o valor 1,0
ao grupo controle. Os demais grupos experimentais receberam valores proporcionais em relagao

a este parametro de referéncia.

5.2.7 Avaliagdo do potencial transmembrdnico mitocondrial por detec¢do de Rodamina 123

(Rho123)

A determinacdo do potencial transmembranico mitocondrial (A¥Ym) foi realizada
utilizando o corante catidnico lipofilico Rodamina 123 (Rho123), que se acumula de forma
seletiva na matriz mitocondrial, impulsionado pelo gradiente eletroquimico estabelecido pela
cadeia transportadora de elétrons. Essa técnica ¢ amplamente utilizada para avaliagcao funcional
mitocondrial em células vivas ou mitocondrias isoladas, com andlise por citometria de fluxo
(ESTERAS et al., 2020).

O principio do método baseia-se na capacidade da Rho123 de atravessar as membranas
celulares e se concentrar nas mitocondrias de maneira diretamente proporcional ao AWYm, sendo
que um potencial elevado favorece maior acumulo do corante. Quando ha disfuncao
mitocondrial, ocorre despolarizacdo da membrana interna, ou seja, o gradiente eletroquimico
diminui ou desaparece. Sem o gradiente, a forga motriz para o acimulo do corante se perde,
resultando na reducdo da concentracdo de Rho123 dentro das mitocondrias (ZOROVA et al.,
2022). Na disfungcdo mitocondrial também pode ocorrer o aumento do fornecimento de

oxigénio, impactando significativamente a fun¢do da organela, incluindo o AYm. A exposi¢ao
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aniveis elevados de oxigénio pode aumentar o AWm, ou seja, causar hiperpolariza¢do e também
reten¢do de Rho123 (DUGUEZ et al., 2012).

Na execugdo do experimento, apos o tratamento com CLX por 24 horas, as culturas
celulares foram lavadas com tampao fosfato salino (PBS), dissociadas por tripsinizagdo e
centrifugadas para obtengdo do pellet celular. A seguir, as células foram incubadas com
Rho123, na concentragdo final de 10 pg/mL, durante 30 minutos, protegidas da luz.
Posteriormente, as amostras foram processadas em citometro de fluxo, utilizando excitacao a
488 nm e deteccao da emissdo no espectro de 563 a 606 nm, possibilitando a quantificacao da
fluorescéncia relacionada ao actimulo mitocondrial de Rhol23 e, consequentemente, a
avaliagdo do AWm. A figura 20 mostra o principio da avaliacdo do potencial transmembranico

mitocondrial por detec¢ao de Rho123.

Figura 20 - Principio da avaliacdo do potencial transmembranico mitocondrial por detecgdo de

Rho123

( Mitocondriasaudavel )
M
G}

Alta captacao e retengao de
Rho123 - fluorescéncia intensa.

( Disfungdo mitocondrial )

Possibilidade 1: perda do AWm — Possibilidade 2: muito
menos captacgdo de Rho123 - fornecimento de 0, — atuacdo de
fluorescéncia reduzida ou EROs — hiperpolarizagdo - alta
ausente. captacdo de Rho123 -

fluorescéncia aumentada.

Fonte: Figura criada pelo préprio autor utilizando o BioRender (www.biorender.com) com informagoes de Zorova
e colaboradores (2022) e Duguez e colaboradores (2012).
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5.3 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism, versao 8.0 para
Windows (GraphPad Software®, San Diego, CA, EUA). Inicialmente, foi aplicado o teste de
Shapiro-Wilk, com o objetivo de avaliar a distribuicdo normal das amostras. Para as varidveis
que apresentaram distribuicdo paramétrica, realizou-se a andlise de variancia (one-way
ANOVA), seguida do teste post hoc de Tukey. Para resultados ndo paramétricos foi utilizado
Kruskall-Walis seguido do teste post hoc de Dunn.

Os resultados dos dados paramétricos foram expressos como média + erro padrao da
média (EPM). Os dados ndo paramétricos foram representados como mediana e intervalo

interquartil. O nivel de significancia adotado em todas as analises 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 diferengas significativas na variagdo de peso dos animais expostos ao LPS
quando comparados ao grupo controle até o quinto dia de administragdao. Apds esse marco, nao
houve mais diferengas entre os grupos.

Destaca-se que até o quinto dia, conforme delineamento experimental, ndo ocorreu
administracdo das drogas testes. A partir do sexto dia, CLX e ESC foram administrados
diariamente e se observa auséncia de diferencas ponderais entre os grupos. A figura 21 ilustra

a variacdo ponderal entre os grupos estudados.

Figura 21 - Efeitos da exposi¢do ao LPS e administracdo das drogas testes sobre a variagao

ponderal em camundongos
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Os resultados sdo expressos com a média + erro padrdo da média (n=8-10 animais/grupo). A varia¢do ponderal é
apresentada em porcentagem (%). A andlise estatistica 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 simbolo asterisco (*) representa
diferenga estatistica na comparagdo entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. Abreviaturas:
CONTROLE (cloreto de s6dio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL (lipopolissacarideo
0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sédio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX (lipopolissacarideo

0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC (lipopolissacarideo 0,5mg/kg

por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral).
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6.1.2 Teste de avaliagdo da locomocdo e exploragio

6.1.2.1 Teste do campo aberto

No teste do campo aberto, realizado para avaliar o comportamento animal nos
parametros de locomogao e exploragdo em um novo ambiente, foram observados os seguintes
critérios: crossing (nimero de cruzamentos de linha), rearing (nimero de levantamento
vertical), o tempo dentro da zona central e da zona periférica, o nimero de entradas na zona
central e periférica e a distancia percorrida na zona central.

O numero 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 nao por ESC, foi capaz de reverter esse parametro. 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). Nao houve diferencas significativas neste parametro em relacdo ao grupo tratado com
CLX e ESC.

Os parametros referentes a zona central do aparato, estio demonstrados na figura 23,
representando o nimero de entradas na zona central (A), o tempo na zona central (B) e a
distancia percorrida na zona central (C). Quanto ao nimero de entradas, observou-se que a
exposicdo ao LPS (7,00 £ 1,64) proporcionou reducdo deste nimero quando comparado ao
grupo controle (20,83 + 1,04), enquanto isso, o tratamento com CLX (12,83 + 1,01) foi capaz
de reverter a diminui¢ao. No tempo da zona central, verificou-se que ndo houve diferenca entre
os grupos, porém, na distancia percorrida na zona central, houve uma reducdo no grupo
submetido ao LPS (3,33 + 0,65 ) ao comparar com o grupo controle (8,79 + 2,35), além disso,
0s animais que receberam tratamento com o CLX (8,36 = 1,02) obtiveram valores proximos ao
grupo controle. Nao foram observadas diferengas estatisticas em relagdo ao grupo tratado com
ESC.

Na zona periférica, verificou-se o nimero de entradas (figura 24A) e o tempo (figura
24B). No primeiro parametro, 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 reducao 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 grafico mostra um mapa de calor do ponto central do animal, em trés
momentos: 5 segundos (s), 10 segundos (s) e 15 segundo (s), demonstrando seu percurso e

comportamento no teste.

Figura 22 — Efeito da administragdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o numero de cruzamentos
(crossings) (A) e o numero de levantamentos verticais (rearing) (B) em camundongos expostos

ao LPS
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Os resultados sdo expressos com a média = erro padrao da média (n= 6 - 8 animais/grupo). O niimero de crossing
e rearing sdo apresentados em niimeros absolutos (n). A analise estatistica foi realizada por one-way ANOVA,
seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores significativos: #p <0,05 e *p <0,05. O simbolo asterisco (*)
representa diferenca estatistica na comparagao entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O simbolo
cerquilha (#) representa diferenca estatistica na comparagao entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus
LPS + SAL. Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de s6dio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL
(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de s6dio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX
(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC

(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral).
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Figura 23 - Efeito da administrag¢do de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o (A) numero de entradas
na zona central; (B) tempo na zona central e (C) distancia percorrida na zona central em

camundongos expostos ao LPS
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Os resultados sdo expressos com a média = erro padrao da média (n= 6 - 8 animais/grupo). O niimero de entradas
na zona central é apresentado em niimeros absolutos (n), o tempo na zona central é apresentado em segundos (s) e
a distancia percorrida na zona central ¢ apresentada em metros (m). A analise estatistica 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 simbolo asterisco (*) representa diferenca estatistica na comparagao entre o grupo
LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O simbolo cerquilha (#) representa diferenca estatistica na comparagao
entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL. Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de sodio
9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL (lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e

cloreto de sodio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX (lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e
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celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC (lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram

10 mg/kg por via oral).

Figura 24 - Efeito da administragao de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o (A) numero de entradas

na zona periférica e o (B) tempo na zona periférica em camundongos expostos ao LPS
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Os resultados sdo expressos com a média = erro padrao da média (n= 6 - 8 animais/grupo). O niimero de entradas
na zona periférica é apresentado em numeros absolutos (n) € o tempo na zona periférica é apresentado em segundos
(s). A analise estatistica 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 simbolo asterisco (*)
representa diferenca estatistica na comparacdo entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O simbolo
cerquilha (#) representa diferenca estatistica na comparagdo entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus
LPS + SAL. Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de s6dio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL
(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sodio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX
(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC

(lipopolissacarideo 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.
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0 grafico mostra um mapa de calor do ponto central do animal, durante toda a duragdo do teste, e usa
a escala mostrada abaixo:

o

Fonte: Graficos extraidos do sofiware Anymaze.
Legenda de cores: quanto mais proximo ao vermelho (cores quentes), maior permanéncia na area indicada.

90



6.1.3 Testes preditivos de comportamento tipo-depressivo

6.1.3.1 Efeito da administragdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o tempo de imobilidade no teste

do nado for¢ado 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 administragdo de celecoxibe
conseguiu reverter o efeito do LPS, resultando em uma reduc¢ao no tempo de imobilidade (109,6
+5,76). O escitalopram, como droga padrao, também conseguiu reduzir o tempo de imobilidade

(90,29 = 21,30).

Figura 26 - Efeito da administracdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o tempo de imobilidade

no teste do nado forcado em camundongos expostos ao LPS
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Os resultados sdo expressos com a média + erro padrao da média (n= 6 - 8 animais/grupo). A média do tempo de
imobilidade ¢ apresentada em segundos (s). A andlise estatistica 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 simbolo asterisco (*)
representa diferenga estatistica na comparag@o entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O simbolo
cerquilha (#) representa diferenca estatistica na comparagdo entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus
LPS + SAL. Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de s6dio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL
(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de s6dio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX
(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC

(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral).
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6.1.3.2 Efeito da administra¢do de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a preferéncia por sacarose em

camundongos expostos ao LPS

Na avaliacao do comportamento tipo anedonico pelo teste de preferéncia por sacarose,
a exposicao ao LPS diminuiu a preferéncia pela solugdo 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 preferéncia dos animais pelo consumo da solugao de sacarose,

evidenciando o fim do comportamento aneddnico causado pela exposi¢cdo ao LPS.

Figura 27 - Efeito da administracdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a preferéncia por sacarose

em camundongos expostos ao LPS
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Os resultados sdo expressos com a média = erro padrao da média (n= 6 - 8 animais/grupo). O consumo de sacarose
¢ apresentado em porcentagem (%). A analise estatistica 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 simbolo asterisco (*) representa
diferenca estatistica na comparagao entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O simbolo cerquilha (#)
representa diferenga estatistica na comparacao entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL.
Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de sédio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL
(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sédio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX
(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC

(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral).
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6.1.3.3 Efeito da administragdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o splash test em camundongos

expostos ao LPS

O splash test (“teste do respingo” em traducgao literal) ou teste de borrifagao de sacarose,
avalia o comportamento de autolimpeza caracterizado pela agao de grooming no animal quando
este recebe uma borrifacdo de solugdo de sacarose na pelagem. Em relagdo ao tempo (em
segundos) do comportamento de grooming, o grupo que recebeu LPS (13,67 & 1,30) apresentou
reducdo no tempo quando comparado ao grupo controle (104,7 £ 7,60). A administragdo de
CLX aumentou o tempo de grooming (108,2 +2,73) assim como a administracdo de ESC (73,83
+ 5,38) quando comparados ao grupo LPS + SAL. Os resultados do tempo de grooming sao
expressos na figura 28A.

Além do tempo (em segundos), a média da frequéncia de grooming foi contabilizada e
expressa em numero absolutos, sendo representada na figura 28B. A exposi¢do ao LPS causou
diminui¢do na frequéncia 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 frequéncia

desse tipo de comportamento.
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Figura 28 - Efeito da administracdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o tempo e frequéncia de

grooming no splash test em camundongos expostos ao LPS
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Os resultados sdo expressos com a média + erro padrdo da média (n= 6 - 8 animais/grupo). 28A - O tempo de
grooming ¢ apresentado em segundos (s). 28B - frequéncia de grooming ¢ apresentada em niimeros absolutos. A
analise estatistica foi realizada por one-way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores significativos:
*x%*xp<0,0001, #H#Hp<0,0001 e ##p<0,01. O simbolo asterisco (¥) representa diferenga estatistica na comparagéo
entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O simbolo cerquilha (#) representa diferenga estatistica na
comparacdo entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL. Abreviaturas: CONTROLE (cloreto
de sddio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL (lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via
intraperitoneal e cloreto de s6dio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX (lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via
intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC (lipopolissacarideo 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 administragdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o numero de head dips no teste

da placa perfurada em camundongos expostos ao LPS

No teste da placa perfurada, o comportamento tipo-ansioso ¢ avaliado através da
quantidade de head dips (“mergulhos de cabeca”, em tradugdo literal), que ocorre quando o
camundongo insere completamente sua cabeca em dos orificios do aparato. A exposicdo ao LPS

diminuiu de forma significativa o nimero 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 ndo obteve diferencas estatisticas (12,63 = 1,13).

Figura 29 - Efeito da administragao de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o numero de head dips no

teste da placa perfurada em camundongos expostos ao LPS
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Os resultados sdo expressos com a média = erro padrdo da média (n= 6 - 8 animais/grupo). A frequéncia de head
dips é apresentada em niimeros absolutos. A analise estatistica foi realizada por one-way ANOVA, seguido pelo
teste post hoc de Tukey. Valores significativos: ****p<0,0001 ¢ #p<0,05. O simbolo asterisco (*) representa
diferenca estatistica na comparag@o entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O simbolo cerquilha (#)
representa diferenga estatistica na comparacdo entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL.
Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de sodio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL
(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sodio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX
(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC

(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral).
6.1.4.2 Efeito da administracdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o padrdo exploratorio no teste
do labirinto em cruz elevada em camundongos expostos ao LPS

O primeiro pardmetro avaliado no teste foi o percentual do nimero de entradas nos
bragos abertos do aparato (PEBA). O LPS causou diminui¢do 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, ndo foi observado o mesmo padrao com o tratamento
de ESC (42,70 £ 19,99). Os dados estdo representados na figura 30A.

O segundo parametro avaliado foi o percentual do tempo de permanéncia dos animais
nos bragos abertos do aparato (PTBA). Os animais que receberam apenas LPS e salina
permaneceram menos tempo nos bragos abertos (3,42 + 0,61) quando comparados aos animais
do grupo controle (92,75 + 2,63). CLX (92,82 £+ 1,36) ¢ ESC (96,27 £+ 0,81) conseguiram

reverter esse padrdo e aumentar o PTBA. Os resultados estdo na figura 30B.

Figura 30 - Efeito da administracdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o padrao exploratério no

teste do labirinto em cruz elevada em camundongos expostos ao LPS
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Os resultados sdo expressos com a média + erro padrdo da média (n= 6 - 8 animais/grupo). 30A- A porcentagem
do numero de entradas nos bragos abertos (%) (PEBA) ¢ originada a partir do calculo: numero de entrada nos
bragos abertos x 100 / nimero de entradas nos bragos abertos + numero de entrada nos bragos fechados. 30B - A
porcentagem do tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos (PTBA) ¢ originada a partir do célculo:
tempo de permanéncia nos bragos abertos x 100 / tempo de permanéncia nos bragos abertos + tempo de
permanéncia nos bracos fechados. A andlise estatistica foi realizada por one-way ANOV A, seguido pelo teste post
hoc de Tukey. Valores significativos: ***p<0,001; ****p<0,0001; ####p<0,0001. O simbolo asterisco (*)
representa diferenca estatistica na comparagao entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O simbolo
cerquilha (#) representa diferenca estatistica na comparagao entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus
LPS + SAL. Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de s6dio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL
(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sodio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX
(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC
(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral).
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6.1.5 Teste de avaliacdao de memoria

6.1.5.1 Efeito da administracdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o numero de alternancias

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 prejuizos
na memoria ao realizarem um niimero de alternancias corretas significativamente inferior ao
grupo controle (88,08 = 2,28). Esse prejuizo foi revertido com o tratamento com CLX (78,04 +
0,99), no qual os animais realizaram um maior nimero de alternancias corretas — resultado

que, no entanto, ndo foi observado com o tratamento com ESC (68,51 + 3,57).

Figura 31 - Efeito da administragdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre o nimero de alternancias

corretas no teste do labirinto em Y em camundongos expostos ao LPS
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Os resultados sdo expressos com a média + erro padrdo da média (n= 6 - 8 animais/grupo). A porcentagem de
alternancias corretas ¢ originada a partir do calculo: (nimero de alternancias corretas / nimero total de entradas -
2) x 100. A andlise estatistica foi realizada por one-way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Valores
significativos: ****p<0,0001; ####p<0,0001. O simbolo asterisco (*) representa diferenca estatistica na
comparagdo entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O simbolo cerquilha (#) representa diferenca
estatistica na comparagdo entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL. Abreviaturas:
CONTROLE (cloreto de sodio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL (lipopolissacarideo
0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de soédio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX (lipopolissacarideo
0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC (lipopolissacarideo 0,5mg/kg
por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral).
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6.1.6 Avaliacdo de marcadores do estresse oxidativo e nitrosativo

6.1.6.1 Efeito da administragdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentragdo de nitrito no

hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos expostos ao LPS

No hipocampo, a exposi¢do ao LPS causou aumento nas concentragdes 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 niveis de nitrito na area cerebral. O
gréafico ¢ demonstrado na figura 32A.

Em relagdo ao cortex pré-frontal, o LPS também incrementou os niveis de nitrito (400
+ 49,28) em relagdo 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 area cerebral. Os resultados

sdo representados no grafico da figura 32B.

Figura 32 - Efeito da administracdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentragdo de nitrito

(uM/g de tecido) no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos expostos ao LPS
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Os resultados sdo expressos com a média + erro padrdo da média (n= 6 - 8 animais/grupo). 32A - Concentragao
de nitrito no hipocampo. 32B - Concentragdo de nitrito no coértex pré-frontal. A concentragdo de nitrito é expressa
em micromolar por grama (uM/g) de tecido cerebral (hipocampo ou cortex pré-frontal). A andlise estatistica 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 simbolo asterisco (*) representa diferenca estatistica na comparagao entre o grupo
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LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O simbolo cerquilha (#) representa diferenca estatistica na comparacao
entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL. Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de sodio
9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL (lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e
cloreto de sodio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX (lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e
celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC (lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram

10 mg/kg por via oral).

6.1.6.2 Efeito da administragdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentragdo de substdancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos

expostos ao LPS

O ensaio para medir as substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS, do inglés
Thiobarbituric Acid Reactive Substances) revelou que, no hipocampo, o LPS causou aumento
das TBARS (127,5 + 11,42) em comparagdo ao grupo controle (85,72 + 3,49). Os tratamentos
com CLX (75,06 + 5,86) e ESC (62,48 + 2,85) conseguiram diminuir a concentracdo das
substancias. O grafico pode ser observado na figura 33A.

Resultado semelhante foi observado no cortex pré-frontal, notou-se um aumento das
TBARS provocado pelo LPS (294,7 + 32,80) em comparagdo 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 diminuidas na area cerebral estudada. Os resultados sdo apresentados na

figura 33B.
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Figura 33 - Efeito da administracdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentragdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) (ug/g de tecido) no hipocampo e cortex

pré-frontal de camundongos expostos ao LPS
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Os resultados sdo expressos com a média + erro padrio da média (n= 6 - 8 animais/grupo). 33A - Concentragao
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico no hipocampo. 33B - Concentragdo de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico no cortex pré-frontal. A concentragdo das TBARS ¢ expressa em microgramas por grama (pg/g) de
tecido cerebral (hipocampo ou cortex pré-frontal). A analise estatistica 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 simbolo
asterisco (*) representa diferenga estatistica na comparagdo entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE.
O simbolo cerquilha (#) representa diferenga estatistica na comparagédo entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC
versus LPS + SAL. Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de s6dio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS
+ SAL (lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sdédio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX
(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC

(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral).

6.1.6.3 Efeito da administra¢do de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentragdo de glutationa

reduzida (GSH) no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos expostos ao LPS

A dosagem de glutationa reduzida (GSH - do inglés Glutathione, Sulfur, Hydrogen) no
hipocampo, demonstrou que a exposicdo ao LPS diminuiu os niveis da enzima (2915 + 334)
quando se compara ao grupo controle (4691 + 474,7). O tratamento com CLX conseguiu
reverter os niveis de GSH (4765 + 306,9), enquanto ESC ndo proporcionou reversao desse

declinio (2645 +206,4). A figura 34A mostra os resultados.
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No cortex pré-frontal, o LPS também causou diminui¢do dos niveis 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) ndo conseguiram reverter a diminui¢ao da enzima. Os resultados

podem ser encontrados expressos na figura 34B.

Figura 34 - Efeito da administracdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentragdo de
glutationa reduzida (GSH) (ng/g de tecido) no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos
expostos ao LPS
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Os resultados sdo expressos com a média = erro padrdo da média (n= 6 - 8 animais/grupo). 34A - Concentrago
de glutationa reduzida (GSH) no hipocampo. 34B - Concentragdo de glutationa reduzida (GSH) no coértex pré-
frontal. A concentracdo de GSH ¢ expressa em microgramas por grama (ug/g) de tecido cerebral (hipocampo ou
cortex pré-frontal). A analise estatistica 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 simbolo asterisco (*) representa diferenca
estatistica na comparagdo entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O simbolo cerquilha (#) representa
diferenga estatistica na comparagdo entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL. Abreviaturas:
CONTROLE (cloreto de sodio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL (lipopolissacarideo
0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de soédio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX (lipopolissacarideo
0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC (lipopolissacarideo 0,5mg/kg

por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral).
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6.1.7 Avaliagdo de citocinas pro-inflamatorias

6.1.7.1 Efeito da administragdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentra¢do de Interleucina-

1 beta (IL-1B) no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos expostos ao LPS

No hipocampo, a exposi¢do ao LPS provocou um aumento significativo de IL-1 (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 area cerebral
estudada. Os resultados sdo demonstrados na figura 35A.

No cortex pré-frontal, LPS também provocou aumento de IL-1f (1187 + 124,3) em
comparag¢do ao grupo controle (586,5 + 25,63). Foi observado que as administragdes de CLX
(743,2 £ 56,18) e ESC (639,7 £ 69,47) diminuiram os niveis da citocina pré-inflamatoria. A

figura 35B traz os resultados.

Figura 35 - Efeito da administracdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentragdo de
Interleucina-1 beta (IL-1P) (pg/g de tecido) no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos

expostos ao LPS
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Os resultados sdo expressos com a média + erro padrdo da média (n= 6 - 8 animais/grupo). 35A - Concentragao
de Interleucina-1 beta (IL-1B) no hipocampo. 35B - Concentragdo de Interleucina-1 beta (IL-1B) no cortex pré-
frontal. A concentracdo de IL-1P ¢ expressa em picograma por grama (pg/g) de tecido cerebral (hipocampo ou

cortex pré-frontal). A analise estatistica 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 simbolo asterisco (*) representa
diferenca estatistica na comparagdo entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O simbolo cerquilha (#)
representa diferenga estatistica na comparagdo entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL.
Abreviaturas: CONTROLE (cloreto de sodio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL
(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sodio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX
(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC

(lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral)

6.1.7.2 Efeito da administragdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentragdo de Interleucina-

6 (IL-6) no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos expostos ao LPS

Em relagdo a quantificacdo da concentragdo de Interleucina-6 (IL-6), observou-se que
no hipocampo, a exposi¢cdo ao LPS aumentou de forma significativa sua presenca (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 niveis da citocina pré-inflamatoria
estudada. Os resultados dessa analise podem ser observados na figura 36A.

No cortex pré-frontal, os animais que receberam LPS obtiveram aumento da
concentragdo de IL-6 (159,5 £ 7,29) em comparagdo ao grupo controle (84,77 = 3,11).
Observou-se que os tratamentos com CLX (143,2 + 4,12) e ESC (142,1 + 5,29) nao
conseguiram diminuir a concentracdo da citocina pro-inflamatoria. A figura 36B mostra os

resultados obtidos.

103



pg/g de tecido

Figura 36 - Efeito da administracdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentragdo de
Interleucina-6 (IL-6) (pg/g de tecido) no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos

expostos ao LPS
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Os resultados sdo expressos com a média + erro padrio da média (n= 6 - 8 animais/grupo). 36A - Concentragao
de Interleucina-6 (IL-6) no hipocampo. 36B - Concentracdo de Interleucina-6 (IL-6) no cértex pré-frontal. A
concentragdo de IL-6 ¢ expressa em picograma por grama (pg/g) de tecido cerebral (hipocampo ou cortex pré-
frontal). A analise estatistica 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 simbolo asterisco (*) representa diferenca estatistica na
comparacgdo entre o grupo LPS + SAL versus grupo CONTROLE. O simbolo cerquilha (#) representa diferenga
estatistica na comparagdo entre os grupos LPS + CLX ou LPS + ESC versus LPS + SAL. Abreviaturas:
CONTROLE (cloreto de so6dio 9mg/mL por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL (lipopolissacarideo
0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de sddio 9Img/mL por via oral); LPS + CLX (lipopolissacarideo
0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20 mg/kg por via oral); LPS + ESC (lipopolissacarideo 0,5mg/kg

por via intraperitoneal e escitalopram 10 mg/kg por via oral)

6.1.7.3 Efeito da administragdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentragdo do Fator de

Necrose Tumoral (TNF) no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos expostos ao LPS

A quantificacdo das concentragdes do Fator de Necrose Tumoral (TNF) no hipocampo
revelou que a exposi¢ao ao LPS nao aumentou de forma significativa a citocina (470,5 + 43,59)
quando se compara ao grupo controle (509,9 + 38,65). Além disso, ndo se obteve diferencas
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significativas em relacdo aos animais tratados com CLX (443,6 +£32,52) e ESC (467,9 +23,53).

A figura 37A demonstra os resultados.

No cortex pré-frontal, a analise também demonstrou auséncia de diferenca estatistica
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 cortex pré-frontal os tratamentos com CLX (573,2 +
33,43) e ESC (464,4 + 48,80) ndo proporcionaram diferencas estatisticas na concentragdo de

TNF. Os resultados estdao presentes na figura 37B.

Figura 37 - Efeito da administragdo de celecoxibe (20 mg/kg) sobre a concentragao do Fator de
Necrose Tumoral (TNF) (pg/g de tecido) no hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos

expostos ao LPS
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Os resultados sdo expressos com a média + erro padrdo da média (n= 6 - 8 animais/grupo). 37A - Concentragao
do Fator de Necrose Tumoral (TNF) no hipocampo. 37B - Concentragéo do Fator de Necrose Tumoral (TNF) no
cortex pré-frontal. A concentragdo do TNF ¢ expressa em picograma por grama (pg/g) de tecido cerebral
(hipocampo ou cortex pré-frontal). A analise estatistica 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 s6dio 9mg/mL
por via intraperitoneal e via oral); LPS + SAL (lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e cloreto de
so6dio 9mg/mL por via oral); LPS + CLX (lipopolissacarideo 0,5mg/kg por via intraperitoneal e celecoxibe 20
mg/kg por via oral); LPS + ESC (lipopolissacarideo 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 redugdo do MTT em células tratadas com celecoxibe

Em relacdo aos astrocitos, nas concentracdes de celecoxibe estudadas, verificou-se
diferengas significativas de viabilidade celular em relacdo ao grupo controle (100,7 + 0,23) nas
concentragoes de 500 ug/mL (57,96 + 2,20), 250 pug/mL (70,54 £ 0,37) e 125 pg/mL (75,76 +
0,76), com diminui¢do da viabilidade celular no ensaio. As concentragdes de 62,5 pg/mL (97,11
+0,71), 31,2 pg/mL (97,15 +£0,71), 15,6 ug/mL (99,13 £ 0,52) ¢ 7,8 ug/mL (97,95 £+ 1,39) nao
obtiveram diferencas de viabilidade quando comparados com o grupo controle. Os resultados
sdo demonstrados na figura 38A.

Nas células PC12, as concentracdes de celecoxibe de 500 pg/mL (72,73 £ 1,62) e 250
ng/mL (84,93 £ 1,78) foram as unicas a diminuir a viabilidade celular quando comparadas ao
grupo controle (99,54 + 4,17). As concentragoes de 125 pg/mL (92,72 + 3,79), 62,5 ng/mL
(89,90 + 2,41), 31,2 pg/mL (90,45 £ 2,62), 15,6 pg/mL (90,07 = 1,57) e 7,8 ng/mL (94,30 £+
2,0) ndo 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 reducdo do MTT em astrocitos e PC12 tratados

com celecoxibe (nug/mL) por 12h em diferentes concentragoes
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Os resultados sdo expressos com a média + erro padrdo da média (n=12 pogos/grupo em astrocitos e 8 pogos/grupo

em PC12). 38A - Viabilidade celular de astrocitos tratados por 12h com celecoxibe (ug/mL) em diferentes
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concentragdes no teste de redugdo por MTT. 38B - Viabilidade celular de PC12 tratados por 12h com celecoxibe
(ng/mL) em diferentes concentragdes no teste de redugdo por MTT. A viabilidade das células ¢ expressa em
porcentagem (%). A andlise estatistica foi realizada por one-way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey.

Valores significativos: ****p<(0,0001; **p<0,01.

6.2.2 Avaliagao dos mecanismos de morte celular por marcagdo de lodeto de Propidio (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 pg/ml) e, 12 horas depois, tratadas por mais 12 horas com celecoxibe na
concentragdo de 62,5 ug/mL (concentragdo escolhida no ensaio de viabilidade celular de
reducdo do MTT - maior concentracdo que, em ambos tipos celulares, ndo diminuiu a
viabilidade celular).

Verificou-se em astrocitos e células PC12 quatro marcagdes distintas, com as seguintes
interpretagdes: 1) células ndo marcadas (PI - ; Ax -): células viaveis, ndo apresentando danos
aparentes; 2) c€lulas marcadas apenas com anexina V (PI - ; Ax +): demonstrando provavel
evento de apoptose; 3) células marcadas apenas com iodeto de propideo (PI + ; Ax -): provavel
evento de necrose e 4) células com dupla marcacdo (PI +; Ax +): compativeis com células
apoptoticas em estagio avangado ou necrose secundaria a apoptose.

Nos astrocitos (figura 39A), verificou-se que nas células ndo marcadas (PI - ; Ax -) o
grupo LPS obteve menor nimero 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 comparagdo ao grupo LPS,
demonstrando células sem danos aparentes apds o tratamento com CLX.

Nas células marcadas com PI (PI + ; Ax -), indicando provavel 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
diminui¢do de eventos com essa marcagao (3,90 = 1,66).

Em relagdo a dupla marcacdo (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 apos a exposicdo ao LPS obteve minimos eventos (0,04 +
0,03) em comparacao ao grupo LPS, demonstrando diminuicao significativa e quase nulidade
de eventos relacionados a apoptose em estagio avangado ou necrose secundaria 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 provaveis eventos apoptéticos provocados pelo LPS. O tratamento das células
apos exposicao ao LPS com CLX (0,32 + 0,12) conseguiu diminuir a porcentagem desses
eventos em comparagdo ao grupo LPS.

Nas células PC12 (figura 39B), seguindo a mesma interpretacdo das marcagdes descritas
anteriormente, observou-se que nas células duplamente nao 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 diminui¢dao 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 +) ndo houve diferencas significativas nas
comparagdes 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 relacao as células marcadas apenas com Ax (PI - ; Ax +), obteve-se maior nimero
de eventos no grupo LPS (79,27 £+ 1,64) quando comparado ao grupo controle (0,07 £+ 0). As
células do grupo tratado com CLX apds a exposicdo ao LPS obtiveram diminui¢do na
porcentagem de eventos (0,35 + 0,13) quando se compara ao grupo LPS.

Nao foi possivel obter os graficos representativos de densidade por limitagdo técnica.
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Figura 39 - Avaliagdo dos mecanismos de morte celular por marcacao de Iodeto de Propidio

(PI) e Anexina V (Ax) em astrocitos e células PC12 desafiados por LPS e tratadas com

celecoxibe
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Os resultados sdao expressos com a média + erro padrao da média (n=10 pogos/grupo). 39A - Avaliagdo dos
mecanismos de morte celular por marcagdo de Todeto de Propidio (PI) e Anexina V (Ax) em astrocitos desafiados
por LPS e tratadas com celecoxibe 39B - Avaliagdo dos mecanismos de morte celular por marcacio de Todeto de
Propidio (PI) e Anexina V (Ax) em células PC12 desafiados por LPS e tratadas com celecoxibe. Os eventos sdao
expressos em porcentagem (%). A analise estatistica 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. (*) comparagdo entre LPS
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versus CONTROLE e (#) comparagao entre LPS + CLX versus LPS. Abreviaturas: LPS lipopolissacarideo 50
png/ml; CLX: celecoxibe 62,5 pg/mL.

6.2.3 Visualizacdo de alteracoes morfologicas 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 marcagao de Iodeto de Propidio (PI) e Anexina V (Ax), os
astrocitos e células PC12 foram analisadas por microscopia eletronica de varredura (MEV). A
figura 40 mostra os dois tipos celulares mencionados em diferentes cenarios. (A) astrocitos do
grupo controle; (B) astrocitos expostos ao LPS 50 pg/ml; (C) astrocitos expostos ao LPS 50
pg/ml e tratados com CLX 31,2 pg/mL; (D) astrocitos expostos ao LPS 50 pg/ml e tratados
com CLX 62,5 pg/mL. Na segunda linha: (E) células PC12 do grupo controle; (F) células PC12
expostas ao LPS 50 pg/ml; (G) células PC12 expostas ao LPS 50 pg/ml e tratadas com CLX
31,2 ug/mL e (F) células PC12 expostas ao LPS 50 pg/ml e tratadas com CLX 62,5 pg/mL.

Observa-se que os astrocitos do grupo controle (A) possuem ramificagdes integras e de
grande comprimento, maioria do volume preservado e morfologia habitual. A exposi¢do ao LPS
(B) provoca nitida diminuicdo de corpos celulares no campo e morfologia anormal dos
astrocitos, cuja membrana parece sofrer retracao e as ramificagdes da célula possuem tamanho
diminuido. O tratamento com CLX 31,2 ng/mL (C) parece reverter a maioria das alteragdes
morfoldgicas provocadas por LPS, com a recuperagdo de nlimero de células e das caracteristicas
morfologicas e estruturais dos astrocitos, recuperagao do volume celular e da integridade das
ramificacdes. Nao foi possivel visualizar células nos pogos contendo astrdcitos expostos ao LPS
50 pg/ml e tratados com CLX 62,5 pg/mL (D). Dentre os motivos, ¢ provavel que tenha
ocorrido falha de processamento da amostra, uma vez que, um resultado compativel com
apoptose nao ¢ sinérgico aos resultados de avaliacdo de morte celular anteriormente expostos.

Em relagdo as células PC12, observa-se que o grupo controle (E) possui células bem
aderidas, com formato poligonal, volume citoplasmatico preservado e grandes ramificacdes
dendriticas em contato entre as células. A exposi¢do ao LPS 50 pg/ml (F) provoca nitida
desorganizacao do citoplasma das células, com diminuicao do volume citoplasmatico, retragao
das ramificagdes dendriticas e uma provavel formacao de corpos apoptdticos. Os tratamentos
com CLX nas concentragdes de 31,2 ug/mL (G) e mais pronunciadamente 62,5 pg/mL (H)
foram capazes de reverter parcialmente as alteracdes provocadas pelo LPS. Nota-se nas figuras

G ¢ H a recuperagdo 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 aderéncia das células
(caracteristica propria da PC12) e uma maior quantidade de ramificacdes dendriticas em

interagao.
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Figura 40 - Visualizagdo de alteragdes morfologicas em astrocitos e células PC12 desafiadas por LPS e tratadas com celecoxibe

Fonte: imagens obtidas pelo Microscopio de Varredura Eletronica Quanta 450 FEG-FEI (x50.000). Legendas: (A) astrocitos do grupo controle; (B) astrocitos expostos ao LPS
50 pg/ml; (C) astrocitos expostos ao LPS 50 pg/ml e tratados com CLX 31,2 pg/mL; (D) astrocitos expostos ao LPS 50 pg/ml e tratados com CLX 62,5 pg/mL; (E) células
PC12 do grupo controle; (F) células PC12 expostas ao LPS 50 pg/ml; (G) células PC12 expostas ao LPS 50 pg/ml e tratadas com CLX 31,2 pg/mL e (H) células PC12 expostas
ao LPS 50 pg/ml e tratadas com CLX 62,5 ng/mL.
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6.2.4 Avaliacio da producdo de espécies reativas de oxigénio por fluorescéncia de DCF em

células desafiadas por LPS e tratadas com celecoxibe

Para avaliar a atividade antioxidante de CLX em células PC12 e astrocitos, foi realizada
a afericdo da fluorescéncia gerada pela oxidagdo do DCFH-DA que, uma vez desacetilado e
oxidado, se converte na forma fluorescente DCF por espécies reativas de oxigénio. A técnica
utilizada foi a citometria. Optou-se por utilizar duas concentragdes de CLX definidas a partir
do ensaio de MTT anteriormente realizado (31,2 pg/mL e 62,5 pg/mL). As células foram
expostas ao LPS (50 pg/ml) por um periodo de 12 horas e tratadas por mais 12 horas com CLX
nas duas concentracoes distintas.

Nos astrocitos, a exposicdo ao LPS aumentou a intensidade de fluorescéncia relativa
(1,50 + 0,10) quando comparada ao grupo controle (1 + 0,04). Tanto a concentracdo de CLX
31,2 ug/mL (0,78 £ 0,06) quanto a de CLX 62,5 ng/mL (0,76 + 0,02) foram capazes de reduzir
a intensidade de fluorescéncia de DCF.

Resultado semelhante foi observado nas células PC12, sendo observado aumento da
intensidade de fluorescéncia nas células expostas ao LPS (1,65 + 0,03) quando comparadas ao
grupo controle (0,95 £ 0,07). Os tratamentos com CLX nas concentragdes de 31,2 ug/mL (1,09
+ 0,04) e 62,5 pg/mL (1,08 + 0,07) reduziram a producao das espécies reativas de oxigénio.

A figura 41 mostra os graficos dos ambos os tipos celulares e a figura 42 apresenta os

histogramas representativos.
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Figura 41 - Avaliag¢do da produgdo de espécies reativas de oxigénio por fluorescéncia de DCF

em astrocitos e células PC12 desafiadas por LPS e tratadas com celecoxibe
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Os resultados s3o com mediana e intervalo interquartil. (n= 8-10 pogos/grupo). 41 A - Avaliacdo da intensidade de
fluorescéncia relativa em astrocitos desafiados por LPS e tratadas com celecoxibe 41B - Avaliagdo da intensidade
de fluorescéncia relativa em células PC12 desafiadas por LPS e tratadas com celecoxibe. A intensidade de

fluorescéncia relativa ¢ expressa em média geométrica. As células foram expostas ao LPS (50 pg/ml) por um
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periodo de 12 horas e tratadas por mais 12 horas com CLX nas duas concentragdes distintas (CLX 31,2 pg/mL ou
CLX 62,5 pug/mL). A analise estatistica foi realizada por Kruskall-Walis seguido do teste post hoc de Dunn.

Valores significativos: ****p<0,0001 e ####p<0,0001. (*) comparacdo entre LPS versus CONTROLE e (#)
comparacdo entre CLX (31,2 pg/mL ou 62,5 ng/mL) versus LPS. Abreviaturas: LPS lipopolissacarideo 50 png/ml;
CLX: celecoxibe.

Figura 42 - Histogramas representativos dos ensaios com DCF avaliando a producgdo de
espécies reativas de oxigénio em astrocitos e células PC12 desafiadas por LPS e tratadas com

celecoxibe
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Histogramas obtidos a partir da leitura da fluorescéncia de DCF em astrocitos (A) e células PC12 (B). O grupo
controle ¢ representado na cor preta, LPS em vermelho, CLX 31,2 pg/mL em azul claro e CLX 62,5 pg/mL em

azul escuro. Os picos representam a contagem de eventos (células) que apresentam a respectiva fluorescéncia.
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6.2.5 Avaliacao do potencial transmembrdnico mitocondrial em células desafiadas por LPS

e tratadas com celecoxibe

A Figura 43A apresenta os resultados da intensidade relativa de fluorescéncia da
rodamina 123, indicador do potencial transmembranico mitocondrial (A¥m) em astrocitos.
Verificou-se que a exposi¢dao ao LPS promoveu uma redugdo na intensidade de fluorescéncia
(0,43 £ 0,03), sugerindo uma diminui¢ao no A¥m, quando comparado ao grupo controle (1,01
+ 0,02). O CLX na concentragdo de 31,2 pg/mL aumentou a fluorescéncia (0,56 + 0) quando
se compara ao grupo LPS. A concentragdo de 62,5 ng/mL, no entanto, diminuiu a fluorescéncia
(0,27 £0,01) em relagdo ao grupo LPS.

Nas células PC12, cujos resultados estdo representados na figura 43B, curiosamente as
células expostas ao LPS obtiveram aumento da intensidade de fluorescéncia relativa (1,25 +
0,01) quando comparado as células do grupo controle (1 £ 0). O tratamento com CLX na
concentragdo de 31,2 pg/mL diminuiu a fluorescéncia (0,82 £+ 0,01), assim como o CLX 62,5
pg/mL (0,70 +0,01).

A figura 44 ilustra os histogramas de ambos os tipos celulares.

Figura 43 - Avaliacdo do potencial transmembranico mitocondrial em células desafiadas por

LPS e tratadas com celecoxibe
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Os resultados sdo expressos com mediana e intervalo interquartil. (n= 8-10 pocos/grupo). 43A - Avaliacdo do
potencial transmembranico mitocondrial em astrocitos desafiados por LPS e tratadas com celecoxibe 43B -
Avaliagdo da intensidade do potencial transmembranico mitocondrial em células PC12 desafiadas por LPS e
tratadas com celecoxibe. A intensidade de fluorescéncia relativa € expressa em média geométrica. As células foram
expostas ao LPS (50 pg/ml) por um periodo de 12 horas e tratadas por mais 12 horas com CLX nas duas
concentragdes distintas (CLX 31,2 pg/mL ou CLX 62,5 ug/mL). A analise estatistica foi realizada por Kruskall-
Walis seguido do teste post hoc de Dunn. Valores significativos: ****p<0,0001; ####p<0,0001 e ##p<0,01. (*)
comparagdo entre LPS versus CONTROLE e (#) comparagéo entre CLX (31,2 pg/mL ou 62,5 pg/mL) versus LPS.
Abreviaturas: LPS lipopolissacarideo 50 pg/ml; CLX: celecoxibe.
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Figura 44 - Histogramas representativos dos ensaios com Rhol23 avaliando o potencial

transmembranico mitocondrial em astrocitos e células PC12 desafiadas por LPS e tratadas com

celecoxibe
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7 DISCUSSAO

A relacdo entre transtornos do humor e neuroinflamagao ¢ amplamente documentada na
literatura. Sabe-se que individuos com depressao e ansiedade frequentemente exibem elevagao
de marcadores inflamatorios, incluindo citocinas pré-inflamatorias, detectaveis tanto na
circulagdo sist€émica quanto, em determinadas situagdes, no Sistema Nervoso Central (SNC),
apontando para uma ativagio do eixo neuroimune (REUS et al., 2023).

A interagdo entre esses fenomenos ¢ de via dupla: enquanto a neuroinflamagdo
desempenha um papel importante no desencadeamento e na persisténcia dos sintomas
depressivos, o estado depressivo, por sua vez, pode intensificar as respostas inflamatorias,
estabelecendo um ciclo autosustentavel que dificulta a obtencdo da remissdo clinica
(SALCUDEAN et al., 2025; BEUREL; TOUPS; NEMEROFF, 2020).

Tentar translacionar doengas neuropsiquiatricas para modelos animais ¢ um desafio.
Nao ha possibilidade de reproduzir completamente sintomas tipicamente humanos em roedores,
ainda mais se tratando de doencas multifatoriais. Nessa perspectiva, o0 modelo de exposi¢ao
sistémica ao lipopolissacarideo (LPS) ¢ um dos mais utilizados porque consegue recrutar
componentes no sistema imunoldgico 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 interagdo entre o patogeno e o hospedeiro, além de contribuir
para o desenvolvimento de infec¢des cronicas. Sua viruléncia estd associada tanto a atividade
endotoxica do lipidio A quanto a funcao do nucleo e do antigeno O, que conferem resisténcia
bacteriana frente aos mecanismos de defesa do hospedeiro (MALDONADO; SA-CORREIA;
VALVANO, 2016).

O LPS atua como um potente agente pro-inflamatoério, promovendo a ativagdo de
mondcitos, macrofagos, células endoteliais e epiteliais. Essa ativagdo desencadeia cascatas de
sinalizacdo intracelular que resultam na eleva¢do dos niveis de diversas citocinas e mediadores
inflamatorios (CAVAILLON, 2018). Os sinais inflamatorios originados na periferia alcangam
0 SNC através das células endoteliais ou pela atuacdo de segundos mensageiros que atravessam
a BHE, promovendo assim uma resposta neuroinflamatéria (YAN ef al., 2020). Dessa forma, a
administracdo de LPS, seja por via periférica ou central, ¢ capaz de ativar a microglia e
desencadear uma cascata de respostas inflamatorias no sistema nervoso central, contribuindo

para o desenvolvimento de sintomas depressivos (MARIANI ez al., 2022).
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J& foi demonstrado que a atuacdo de NF-«f e da ciclooxigenase-2 estd envolvida no
processo de dano da BHE por LPS de E. coli, e a inibigdo da COX-2 impediu os danos causados
por LPS, mostrando uma diminui¢ao 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 indugdo de comportamentos depressivos € ansiosos, pois
apresentam maior homogeneidade e podem refletir de forma mais precisa as mudangas
comportamentais na depressao. Quanto a 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 diferencas significativas na variacdo de peso dos
animais expostos ao LPS quando comparados ao grupo controle até o quinto dia de
administracdo. A partir do sexto dia de protocolo, ndo houve mais diferengas entre os grupos.
A administracdo das drogas ndo ocasionou diferengas ponderais entre os grupos.

De fato, esse dado corrobora com a literatura, uma vez que, a inflamacdo aguda ¢
tradicionalmente vinculada a perda de peso, especialmente em cenarios de infec¢do, trauma ou
outras condi¢des inflamatorias sistémicas. Esse processo ¢ mediado, principalmente, pela
liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, como IL-1B, IL-6 e TNF, que exercem efeitos tanto
sobre 0 SNC quanto nos tecidos periféricos, promovendo anorexia, intensificando o
catabolismo e modificando o metabolismo energético e ja foi descrito ha bastante tempo (A
LENNIE, 1998).

Em modelos experimentais, a inducao de inflamagao aguda provoca anorexia e perda
de peso que sdo proporcionais a intensidade do estimulo inflamatorio. A diminuigdo da ingestao
alimentar ¢ mediada por citocinas pro-inflamatorias e por alteracdes em vias reguladoras
hipotaldmicas, como a melanocortina e a leptina. Além da redugdo no consumo caldrico, a
inflamacao aguda estimula a mobilizagdo das reservas energéticas, especialmente do tecido
adiposo, através do aumento da lipolise e da remodelagdo adiposa — processos nos quais a
infiltracdo de células imunes e a elevacao local de citocinas exercem um papel central (WANG
etal., 2024; LACERDA et al., 2019).

Quanto ao tratamento com CLX, ¢ sabido que esse medicamento nao estd associado a
ganho de peso significativo em individuos e quando ocorre, geralmente ¢ secundario a retengao
hidrica e ndo ao aumento de massa adiposa. O uso prolongado de antiinflamatorios pode causar

retencao de sodio e agua devido a inibigdo da sintese de prostaglandinas, levando a reabsor¢ao
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aumentada de sodio e agua nos rins, resultando em edema periférico, mas ndo aumento de
gordura (WHELTON et al., 2006).

Em humanos, a literatura mostra um ensaio clinico 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 ndo resultou em mudangas
significativas no peso corporal em comparagdo ao placebo.

Nesse contexto, ¢ importante destacar que uma parte relevante da incapacidade
provocada por alguns transtornos neuropsiquiatricos na satde ¢ causada por mudancas no
apetite € no peso corporal, ja que os sintomas como falta de apetite e diminui¢do do peso e, na
outra dire¢do, ganho de peso e obesidade morbida levam a cursos mais graves de depressao.
Enquanto as mudangas no apetite sdo sintomas-chave na depressao ¢ ansiedade, nem todos os
pacientes experimentam as mesmas alteragdes. A depressao melancdlica parece ser
caracterizada por perda grave de apetite e peso, enquanto a depressdo atipica ¢ caracterizada
pelo inverso, resultando em aumento do apetite e ganho de peso (KROEMER et al., 2022).

Na avaliac¢dao da locomogao e capacidade exploratéria dos animais, foi utilizado o teste
do campo aberto. Foi observado que o niimero 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 parametro. 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 ndo conseguiram reverter esse parametro.

A diminui¢do de rearing e crossing provocada pelo LPS ¢ justificada pelo fato da
neuroinflamacdo provocada por essa molécula causar redugdo significativa da atividade
locomotora e da exploracdo do ambiente através de chamado “comportamento doentio”
causado pela inflamacao (FOSTER et al., 2021), revertido parcialmente pelo CLX.

O fato da diminui¢do do comportamento de rearing ndo ter sido revertida ao utilizar
CLX pode ser contextualizada com a propria dificuldade de interpretagdo desse parmetro. E
reconhecido que o comportamento de rearing tende a se intensificar em contextos de incerteza,
quando a motivacdo para explorar o ambiente se equivale ao nivel de ameaca percebido. Por
outro lado, essa resposta comportamental tende a ser menos frequente em situagdes nas quais
ha uma predominancia clara de uma das opgdes, 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 autonomo e revelar o nivel de tensdo no camundongo. Quando os roedores
tém medo de um novo ambiente, eles tendem a se mover ao redor da area da borda da caixa do
aparato e raramente na area central (YIN et al., 2023).

A exposicdo ao LPS proporcionou redu¢do do niimero de entradas e a distancia
percorrida na zona central, enquanto o tratamento com CLX conseguiu aumentar esses
numeros. O padrao comportamental do animal em relagdo a zona central ¢ amplamente utilizado
como um parametro classico na avaliacdo de ansiedade e comportamento exploratério.
Roedores, por exemplo, tendem a evitar a area central devido a sua caracteristica de maior
exposicdo, preferindo permanecer na periferia, que proporciona uma sensagdo de maior
seguranga (ALSTOTT; TIMBERLAKE, 2009; KULIKOV; TIKHONOVA; KULIKOV,
2008).

Corroborando com os resultados na zona central, na zona periférica do aparato foi
observado maior numero de entrada e tempo de permanéncia dos animais expostos ao LPS ¢ os
tratados com CLX obtiveram menor tempo de permanéncia e nimero de entrada na periferia.
Como ja demonstrado, um aumento no tempo de permanéncia ou na frequéncia de entradas na
zona central € interpretado como indicativo de menor comportamento ansioso € maior
propensdo a exploragdo, enquanto a evitacdo dessa area (ou seja, preferéncia pela zona
periférica) € geralmente associada a niveis mais elevados de ansiedade.

Corroborando com os achados deste trabalho, ja foi demonstrado que a administragao
de CLX promove um aumento da atividade locomotora e intensifica o comportamento
exploratorio em roedores no teste do campo aberto, efeitos que sdo atribuidos a modulacao dos
sistemas monoaminérgicos centrais, com destaque para a elevagao da atividade dopaminérgica
e serotoninérgica (NAPORA et al., 2023).

No mapa de trajeto dos animais e de calor, percebeu-se maior movimentagao dos grupos
controles e dos animais tratados com CLX e ESC, evidenciando menor distancia 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 neuroinflamagao
que utilizou a fluoxetina para reverter a diminui¢do da distancia percorrida (ZHANG et al.,
2022).

Nos testes preditivos de comportamento depressivo, a administragao de LPS provocou
aumento no tempo de imobilidade dos animais no teste do nado for¢ado, enquanto CLX e ESC

reverteram esse parametro. O tempo de imobilidade ¢ 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 substidncias com potencial
antidepressivo (KRAEUTER; GUEST; SARNYALIL 2018).

Os testes do nado forgado, assim como o teste de suspensdo de cauda, possuem uma
base tedrica semelhante e avaliam a mesma medida de tempo gasto im6vel em um ambiente
inescapavel, sendo o estado de imobilidade o reflexo de comportamentos inibitorios, indicando
um importante de retardo psicomotor depressivo (UNAL; CANBEYLI, 2019).

Dessa forma, ja ¢ documentado que o LPS provoca um aumento do tempo de
imobilidade no teste, inclusive ja foi relatado em modelo de desafio imune neonatal com LPS,
que sua administracdo pode induzir alteragdes comportamentais de longo prazo, repercutindo
inclusive ao realizar esse teste na vida adulta nesses animais (LUO et al., 2021). O CLX também
j& conseguiu reverter esse parametro em camundongos heterogénicos desafiados pelo menos
modelo (SILVA et al., 2024), refletindo a potencialidade da droga frente aos sintomas do tipo-
depressivo.

No teste da preferéncia por sacarose, que avalia a anedonia (incapacidade de sentir
prazer em atividades que antes eram consideradas gratificantes), o LPS provocou diminui¢ao
no consumo da solu¢do de sacarose, enquanto CLX e ESC reverteram esse comportamento.

Ja foi relatado que o LPS afeta severamente a atividade neuronal e a liberacao de
dopamina em regides cerebrais relacionadas a recompensa, resultando em motivagao reduzida
e anedonia (FELGER et al., 2015). Infere-se assim, a possibilidade de CLX e ESC regularem
o0 sistema recompensa por meio de um provavel fornecimento normalizado de dopamina.

Em um modelo experimental de obesidade associada a depressdao em camundongos, a
administracao cronica de celecoxibe (15 mg/kg, por via oral, durante 28 dias) promoveu um
aumento significativo no consumo de sacarose, indicando uma reversdo do comportamento
anedonico. Esse achado sugere uma possivel acdo antidepressiva do celecoxibe nesse contexto,
possivelmente mediada pela modulagdo de vias inflamatorias e metabolicas alteradas em fungao
da obesidade (KURHE; MAHESH; GUPTA, 2014).

No splash test ou teste do respingo, o grupo exposto ao LPS diminuiu o tempo e a
frequéncia de grooming, ou seja, os animais negligenciaram a limpeza da pelagem quando
comparados ao grupo controle. CLX e ESC conseguiram reverter os dois parametros estudados.

A diminui¢do do autocuidado e da higiene, observado no splash test, pode ser
interpretado como uma perda de comportamento motivacional, considerado um sintoma

importante de depressao (HU et al., 2017).
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O fato de CLX, assim como ESC, terem aumentado a frequéncia e duracdo do grooming
¢ resultado importante, uma vez que, a diminui¢do do grooming no splash test ¢ sensivel a
tratamentos antidepressivos, o que reforca sua validade preditiva para triagem de potenciais
farmacos antidepressivos (DEBLER et al., 2024).

Em relagdo aos testes comportamentais preditivos de ansiedade, LPS diminuiu o nimero
de head dips no teste da placa perfurada, enquanto CLX reverteu esse comportamento. Uma
maior incidéncia desse mergulho de cabega nos orificios do aparato estd associada a niveis
reduzidos de ansiedade, enquanto um niimero menor sugere mais ansiedade (CASARRUBEA
etal., 2023).

Esse resultado ¢ interessante porque no trabalho de SILVA e colaboradores (2024) que
também executou esse teste em modelo de LPS, ndo foram observadas diferengas significativas
no numero de head dips. Pode-se considerar como fatores diferenciais no presente estudo, em
comparagdo ao citado, o aumento da dose (de 15 mg/kg para 20 mg/kg) e o fato de que
camundongos isogénicos como o C57BL/6 refletem de forma mais precisa as mudangas
comportamentais, além de apresentar valores mais reprodutiveis (YIN et al., 2023).

No teste do labirinto em cruz elevada, tanto o nimero de entradas quanto o tempo de
permanéncia nos bragos abertos foram diminuidos por LPS e o tratamento com CLX conseguiu
reverter ambos os pardmetros, enquanto ESC reverteu apenas a diminui¢do do tempo de
permanéncia nos bragos abertos.

Esse teste permite a anélise de respostas comportamentais associadas ao medo, servindo
como um indicativo de estados de ansiedade, na situacdo na qual os animais evitam a entrada e
permanéncia nos bragos abertos pela exposicdo maior. Além disso, destaca-se por possibilitar
a triagem rapida e eficiente de compostos com potencial efeito ansiolitico (HIMANSHU et al.,
2020).

Os resultados obtidos aqui também estdo de acordo com um estudo que utilizou um
modelo de estresse cronico e observou que CLX foi capaz de reverter o comportamento ansioso
induzido, aumentando a exploracao dos bracgos abertos do aparato (GARABADU; KUMAR,
2019).

Em relagdo ao teste de avaliagdo de memoria, a administragdo de LPS provocou
diminui¢do das alternancias corretas no teste do labirinto em Y, enquanto CLX, mas nao ESC,
conseguiu reverter esse resultado. De fato, um estudo j4 demonstrou que a administracao de

LPS faz com que camundongos apresentem prejuizos no teste do labirinto em Y para detectar
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memoria espacial além de, induzir atrofia dendritica no cortex pré-frontal e nos neurdnios
piramidais do hipocampo (ANO et al., 2019)

No presente trabalho CLX foi eficaz na reversdo do prejuizo de memoria provocado
pela neuroinflamacdo e esse dado corrobora com a literatura em outros testes que avaliam
cogni¢cdo, memoria e aprendizado. O CLX tem se mostrado eficaz na prevengdo de alteragdes
cognitivas e comportamentais em modelos experimentais de neurodegeneracdo e
neuroinflamacdao. Em avaliacdes como o teste de reconhecimento de objetos e o labirinto
aquatico de Morris, observou-se a preservagdo das funcdes relacionadas a memoria € ao
aprendizado. Esses resultados sustentam a possibilidade de que CLX contribua para o
desempenho em tarefas que exigem memoria espacial e de trabalho, como o labirinto em Y,
especialmente diante de desafios neurotoxicos ou inflamatérios (MHILLAJ et al., 2018;
BORRE et al., 2012).

E de extrema relevancia analisar a performance de potenciais drogas no tratamento de
transtornos de humor - como o CLX - na memoria e cognicdo, porque as habilidades dos
antidepressivos para melhorar os déficits cognitivos em pacientes que sofrem de depressao,
especialmente deficiéncias de memoria, ndo foram avaliadas suficientemente durante seus
desenvolvimentos (PAN et al., 2018).

De fato, nem todos os antidepressivos possuem efeitos significativos na recuperagdo da
memoria ou aprendizado. Nosso trabalho demonstrou que ESC nao conseguiu o desempenho
de CLX. Em individuos saudéaveis, um estudo controlado traz evidéncias de que a administragdo
aguda de ESC pode comprometer tanto a aprendizagem quanto a flexibilidade cognitiva
(SKANDALI et al.,2018). Em idosos com depressao, o tratamento com ESC apresentou efeitos
restritos e de instalacao gradual sobre a cognicao e a psicomotricidade, sendo que a melhora do
humor costuma anteceder possiveis beneficios cognitivos (BEHEYDT et al., 2015).

Curiosamente, outros antiinflamatdérios demonstraram efeitos positivos na memoria e
aprendizado. Resultados de uma coorte observacional continua, em todo o Reino Unido,
composta por mais de meio milhdo de participantes constatou que o uso de ibuprofeno pela
populagdo esta associado a efeitos cognitivos benéficos consistentes (PINILLA et al., 2025).

Para prosseguir com os testes para avaliagdo de marcadores do estresse oxidativo,
nitrosativo e citocinas pro-inflamatorias, foram dissecadas duas importantes areas cerebrais: o
hipocampo e cortex pré-frontal.

O hipocampo ¢ uma das regides cerebrais mais frequentemente investigadas em estudos

sobre depressdo, devido a sua relevancia tanto estrutural quanto funcional. Inserido no sistema
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limbico, o hipocampo estabelece conexdes neurais com areas cerebrais envolvidas na regulagao
emocional, como o cortex pré-frontal e a amigdala. Essa regido ¢ particularmente sensivel a
alteragdes induzidas pelo estresse, uma vez que apresenta alta densidade de receptores de
glicocorticoides e de glutamato, além de desempenhar um papel central na modulagao do eixo
HPA. Essas caracteristicas contribuem para sua vulnerabilidade em condigdes depressivas
(PITTENGER; DUMAN, 2007).

Sabe-se que a area mais afetada em pacientes com depressao e ansiedade € o hipocampo
(SCHMAAL et al., 2015) uma regido envolvida em processos importantes nos transtornos do
humor, como a regulacdo do estresse e o processamento emocional (KANDOLA et al., 2019).

J& o cortex pré-frontal, é reconhecido como uma regido-chave na regulagdo de processos
cognitivos superiores € do comportamento, também desempenhando um papel relevante na
fisiopatologia da depressdo. Alteracdes estruturais e funcionais nessa area tém sido
consistentemente associadas a déficits em fungdes executivas, tomada de decisdo e controle
emocional, caracteristicas frequentemente observadas em individuos com transtorno depressivo
(TREADWAY et al., 2015).

J& foi documentado que a reducdo do volume do cortex pré-frontal pode ser resultado
da apoptose e atrofia de neuronios e c€lulas da glia na depressao, conforme também observado
no hipocampo (DUMAN; AGHAJANIAN, 2012; MCEWEN et al., 2012)..

Nesse sentido, observou-se que o LPS aumentou a concentragdo de nitrito nas duas areas
cerebrais analisadas, e que tanto o CLX quanto o ESC foram capazes de modular esses niveis,
promovendo sua redugao.

Pesquisas realizadas com modelos animais indicam que a administracao de LPS pode
elevar os niveis de nitrito e nitrato no cérebro, particularmente em regides como o hipocampo
e o cortex pré-frontal, de maneira dependente da dose e do tempo de exposi¢dao, fendmeno
atribuido principalmente a indugdo da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), uma enzima
responsavel pela producdo de 6xido nitrico (NO) que, por sua vez, possui como produto
secundario do metabolismo o nitrito (ANAEIGOUDARI et al., 2016).

Um estudo também ja revelou que o tratamento de células endoteliais microvasculares
cerebrais humanas com LPS de E. coli levou a um aumento anormal em espécies reativas de
oxigénio 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 hipdxia-reoxigenagdo, o CLX também foi capaz de atenuar

o aumento dos niveis de nitrito cerebral, indicando uma redugdo do estresse nitrosativo
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(LOPEZ-VILLODRES et al., 2012). Em humanos, ha evidéncias de que a inibi¢do da COX-2
pelo CLX pode atenuar a producdo de metabolitos do 6xido nitrico, entretanto, esses achados
referem-se a concentragdes plasmaticas (PIALOUX et al., 2017).

Aliado a esses dados, ja foi demonstrado que a inibicao da COX-2 ¢ iNOS ¢ considerada
eficaz na melhora da neuroinflamag¢do em pacientes com doenga de Alzheimer (BRONZUOLI
etal., 2018)

Em relacdo a concentragdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS),
LPS também aumentou seus niveis no hipocampo e cortex pré-frontal, enquanto o tratamento
com CLX ou ESC reverteu esse aumento.

A peroxidagdo lipidica consiste em um processo no qual radicais livres, como as
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, interagem com as duplas ligacdes carbono-
carbono presentes nos lipidios. Esse mecanismo envolve inicialmente a remog¢ao de um atomo
de hidrogénio de um carbono, seguida pela adicdo de uma molécula de oxigénio. Como
resultado, ocorre a formagdo de uma variedade de compostos complexos, incluindo radicais
peroxila lipidicos e hidroperoxidos, considerados produtos primarios, além de produtos
secundarios importantes, como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal (TSIKAS,
2017).

Quando aplicado e interpretado corretamente, o ensaio TBARS ¢ geralmente
considerado um bom indicador dos niveis gerais de estresse oxidativo em uma amostra (LEON;
BORGES, 2020).

Os resultados obtidos neste trabalho vao em dire¢@o a relatos que a administragao de
LPS, de fato, promove um aumento significativo nas concentracdoes das TBARS no tecido
cerebral, indicando uma intensificagdo do estresse oxidativo e da peroxidacao lipidica nessa
regido. Esse fenomeno foi evidenciado em modelos experimentais, nos quais a aplicagdo
sistémica ou local de LPS resultou em elevacao dos niveis de TBARS e de MDA, este ultimo
reconhecido como um marcador classico da peroxidacao lipidica, em distintas regides do
encéfalo, incluindo o hipocampo e outras estruturas (GOR3aCA; ASIANOWICZ-
ANTKOWIAK, 2009; HRITCU; CIOBICA, 2013).

Em relagdo ao CLX, os dados refletem um achado na literatura que ja mostrou em
culturas de células neuronais que o CLX ¢ capaz de reduzir a geragdo de ERO ao modular a
expressao da heme oxigenase-1 (HO-1), um processo mediado pela ativacdo do fator de

transcrigdo NRF2. Esse mecanismo contribui para a atenuagdo do dano oxidativo provocado
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pela peroxidagdo lipidica induzida pelo B-amiloide, o que se evidencia pela diminui¢do dos
niveis das TBARS (MHILLAJ et al., 2020).

Os resultados da peroxidagao lipidica provocada pelo LPS e revertida por CLX obtidos
nesta tese podem estar associados a degradagao da membrana causada pela morte de células,
como neuronios e astrocitos, revelam dados que serdo discutidos adiante.

Ao dosar os niveis da enzima glutationa reduzida (GSH) foi observado que a exposi¢ao
ao LPS causou diminui¢do de GSH quando comparado ao grupo controle, enquanto o
tratamento com CLX, mas ndo com ESC, reverteu essa diminui¢do no hipocampo. No cortex
pré-frontal também foi observada diminui¢do da enzima, porém, nenhum tratamento com as
drogas testadas foi capaz de reverter essa diminuicao.

A neuroinflamacdo provocada por LPS diminui os niveis da GSH, uma das mais
importantes enzimas antioxidantes e defesa celular. Pesquisas indicam que a exposi¢ao ao LPS,
tanto em contextos agudos quanto cronicos, resulta na reducao dos niveis de GSH em diferentes
areas do cérebro, incluindo o cortex cerebral, o estriado e o hipocampo (SCHIRMBECK et al.,
2023; SEMINOTTI et al., 2020; ZHU; CARVEY; LING, 2007).

O LPS parece comprometer a sintese de glutationa, principalmente ao suprimir a
expressao da enzima chave da sua via biossintética, a glutamato-cisteina ligase (GCL). Esse
efeito ¢ observado tanto em modelos in vivo quanto in vitro, sendo associado a regulagdo
negativa da transcri¢do dos genes que codificam as subunidades catalitica ¢ modificadora da
GCL. Tal regulacdo envolve, frequentemente, alteragdes na sinalizacdo de fatores de
transcri¢ao, como o Nrf2 e o NF-kB (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 areas cerebrais. A droga nao reverteu o decréscimo de GSH
no cortex pré-frontal causado por LPS, conseguindo apenas no hipocampo. O estudo mostrou
correlacdes estatisticas importantes, especialmente envolvendo a agdo do CLX na atenuagado de
comportamentos semelhantes a depressao por meio da melhora de GSH no hipocampo.

Nao ¢ possivel afirmar que o hipocampo ou o cértex pré-frontal apresentem, de modo
geral, defesas antioxidantes superiores um em relagdo ao outro; ambas as regides sdao
reconhecidamente vulneraveis aos efeitos do estresse oxidativo, porém, h4 evidéncias indicando
que determinadas sub-regides do hipocampo, especialmente as areas CA2-4 e o giro denteado,
exibem uma ativacdo mais pronunciada de mecanismos antioxidantes quando comparado a

outras regioes (LEWCZUK et al., 2022).
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Os resultados obtidos nesta tese em relagdo aos marcadores de estresse oxidativo, de
maneira geral, corrobora uma meta-andlise de estudos observacionais que demonstrou um
aumento nos niveis de marcadores de estresse oxidativo e diminui¢do no status antioxidante
com maiores sintomas depressivos (PALTA et al., 2014).

A depressao ¢ uma doenga cronica caracterizada por niveis persistentes de marcadores
inflamatoérios, por esse motivo, modelos de depressdo foram derivados por injegdes repetidas
de LPS para imitar a inflamagao persistente (WICKENS; DONCK; MACKENZIE; BAILEY,
2018).

Assim, ao dosar as principais citocinas pro-inflamatérias, o LPS aumentou os niveis de
IL-1pB no hipocampo e cortex pré-frontal e o tratamento com CLX ou ESC conseguiu reverter
esse aumento.

A dosagem dessa citocina ¢ de extrema importincia no contexto dos transtornos de
humor e as agdes do CLX em sua diminui¢do demonstram o potencial da droga nesse contexto,
uma vez que, a IL-1B € o principal mediador inflamatério do SNC e, quando aumentado, ¢é
comumente acompanhado pela ativacdo da microglia (LIU; QUAN, 2018), sabe-se que a
neuroinflamag¢do continua pode induzir comportamentos depressivos (ZHANG et al., 2022).
A producao aumentada de IL-1P em astrocitos, inclusive, estd associada a patogénese do
transtorno depressivo (LENG et al., 2018)

Esses resultados parecem ser complementares as pesquisas ja realizadas em ratos
neonatos que demonstram que o CLX ¢ capaz de reduzir significativamente o aumento dos
niveis de IL-1P no cérebro apds a exposigao sistémica ao LPS. Além disso, o fairmaco atenua a
ativacdo de microglia e astrdcitos, protege contra a lesdo de oligodendrocitos e parece mitigar
os déficits comportamentais associados a inflamagao cerebral (FAN et al., 2013; KAIZAKI et
al.,2013).

Quanto a dosagem de IL-6 foi observado que LPS aumentou a concentracdo desta
citocina em ambas as areas cerebrais ¢ CLX e ESC conseguiram diminuir esses niveis no
hipocampo, mas ndo no cortex pré-frontal.

A associagdo entre a IL-6 e a depressao pode estar relacionada a alteragdes morfologicas
cerebrais. Evidéncias demonstram que concentragdes elevadas de IL-6 estdo correlacionadas
com reducdo da espessura cortical na regido do cortex pré-frontal em individuos com
diagnostico de depressdao, o que sugere uma possivel contribui¢do desta citocina para
modifica¢des estruturais no cérebro ligadas a fisiopatologia do transtorno (KAKEDA et al.,

2018). Além disso, ha indicios de que a IL-6 possa modular a vulnerabilidade a depressao em
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resposta a eventos estressores, possivelmente mediada por alteragdes na integridade da rede de
substancia branca (LI et al., 2022).

A diminui¢ao desta citocina no hipocampo ¢ de importancia significativa porque a
inflamac¢ao hipocampal esta intimamente relacionada ao surgimento de sintomas de depressao
e ansiedade, tanto em modelos experimentais quanto em estudos com humanos. Evidéncias
indicam que a ativacdo de vias inflamatorias no hipocampo, caracterizada principalmente pelo
aumento de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1B, TNF e IL-6, pode desencadear
comportamentos analogos a ansiedade e a depressio (MATSUURA et al., 2023; HAJ-
MIRZAIAN et al., 2017; TANG et al., 2016; CHENG et al., 2025).

Quanto a dosagem de TNF, ndo houve diferengas significativas entre os grupos. Sabe-
se que a regulagdao da expressdao do TNF ¢ fortemente influenciada pelo tipo celular, pelo
estimulo envolvido e por mecanismos pos-indutivos especificos. Por exemplo, em
determinados contextos, a sustentagdo de niveis elevados de mRNA de TNF apoés o estimulo
inflamatorio frequentemente depende de mecanismos adicionais, que nem sempre sao ativados,
0 que pode resultar na auséncia de um aumento significativo na expressdo de TNF
(TSYTSYKOVA et al., 2007).

Outro aspecto relevante € a presenga de mecanismos de tolerancia e retroalimentagao
negativa mediados pelo proprio TNF. A exposicdo prévia a esse fator pode induzir um estado
de tolerancia cruzada em células do sistema imunologico, diminuindo a produgdo subsequente
de citocinas inflamatorias diante de novos estimulos, como a exposi¢cdo ao LPS (PARK ef al.,
2011).

O conjunto de resultados no contexto das citocinas dosadas ¢ promissor para CLX, que
conseguiu modular de forma relevante as principais citocinas no contexto da neuroinflamacao.
Em modelos de doenga de Alzheimer em ratos induzidos com a doenga, o CLX também reduziu
a neuroinflamagdo ao diminuir a expressdo da proteina COX-2 no cérebro dos roedores
(MHILLAJ et al., 2018).

Um relato de caso ja demonstrou que o uso de CLX melhorou os sintomas depressivos
da depressdo pos-parto ao diminuir citocinas pré-inflamatorias e aumentar BDNF
(ESALATMANESH; KASHANI; AKHONDZADEH, 2023). Durante processos de
neuroinflamacdao, o BDNF pode modular a expressdo génica pro-inflamatéria mediada pelo
fator de transcrigdo NF-kB, embora os mecanismos subjacentes a essa regulacao ainda nao
estejam completamente elucidados. A ativagdo de citocinas pro-inflamatérias induz, de forma

direta, a producdo de diversos fatores neurotoxicos, incluindo espécies reativas de oxigénio,
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bem como a amplificacdo da resposta inflamatdria por meio da sintese adicional de citocinas,
como a IL-1p, IL-6, TNF e quimiocinas (SOCHAL et al., 2022; MEHTEROV et al., 2022).

No estudo in vitro, foi demonstrado que CLX nas concentragdes de 62,5 ug/mL e 31,2
pug/mL foram as maiores concentragdes que nao foram toxicas em ambas as células estudadas
(astrocitos e células PC12).

A estimulagdo com LPS constitui um método cléassico e altamente eficaz para induzir
respostas inflamatérias em modelos celulares in vitro. Esse protocolo tem sido amplamente
empregado para ativar a microglia, promovendo, consequentemente, a inducdo de astrocitos
com caracteristicas fenotipicas semelhantes ao perfil reativo Al (JOSHI et al., 2019;
LIDDELOW et al., 2017).

As concentragdes escolhidas a partir do teste do MTT para prosseguir com os demais
estudos in vitro ndo sao facilmente encontradas na literatura disponivel até o momento. No
entanto, os dados disponiveis mostram que CLX ja foi utilizado em cultura de células em
concentragdes que variam de 0,29 pg/mL até 38,14 pug/mL (convertendo pM em pg/mL),
dependendo do objetivo experimental e do tipo celular estudado (COSTELA-RUIZ et al., 2019;
PYRKO; KARDOSH; SCHONTHAL, 2008; MAIER et al., 2009). Portanto, os dados obtidos
no presente trabalho demonstram uma faixa de concentragdo maior nos tipos celulares
estudados.

A avalia¢do dos mecanismos de morte celular por marcac¢ao de lodeto de Propidio (PI)
e Anexina V (Ax) pode ser correlacionada aos resultados obtidos na microscopia eletronica de
varredura (MEV).

Em relacdo aos astrécitos, observou-se que LPS diminuiu o numero de células vidveis,
enquanto o tratamento com CLX aumentou esse nimero. LPS parecer ter aumentado a
quantidade de eventos relacionados a necrose e o tratamento com CLX proporcionou a
diminui¢do, assim como os provaveis eventos relacionados a apoptose que foram aumentados
a partir da exposi¢ao a LPS e diminuidos a partir do tratamento com CLX.

Os resultados sdo complementares com a analise morfologica por MEV, que demonstra
que a exposi¢ao ao LPS provocou nitida diminui¢@o de corpos celulares no campo e morfologia
anormal dos astrocitos, com membrana retraida e ramificacdes de tamanho diminuido. A
concentracdo de CLX de 31,2 pg/mL reverteu a maioria das alteragdes morfologicas
provocadas por LPS (recuperagdao do niumero e volume celular e da integridade das ramificagdes

dendriticas).
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A investigagdo das agdes de CLX em astrocitos € essencial, porque essas células gliais
sdo as mais abundantes no SNC e regulam as fungdes cerebrais envolvidas na patologia de
doengas psiquiatricas e neurodegenerativas (LI et al., 2022).

Estudos anteriores identificaram dois tipos diferentes de astrocitos: astrocitos
neurotoxicos (Al) que podem causar morte neuronal e astrocitos neurotroficos (A2) que
promovem a sobrevivéncia neuronal e o reparo tecidual (LI ez al., 2022). Os astrdcitos também
podem ser uma fonte de niveis aumentados de citocinas pro-inflamatérias em varias regioes do
cérebro, incluindo no hipocampo. Ja foi demonstrado que o estresse agudo causa um aumento
nos niveis de IL-1P nos astrocitos, mas nao na microglia e nos neurénios (SUGAMA et al.,
2011a; SUGAMA et al., 2011b).

O que pode explicar, em parte, os achados de morte celular no protocolo estudado ¢ que
a exposicdo ao LPS leva os astrocitos ao estado reativo, no qual perdem sua capacidade de
manter a homeostase do glutamato, tendendo a facilitar a liberagdo dessa molécula.
Consequentemente, um aumento substancial de glutamato no meio extracelular induz um
influxo intenso de ions cdlcio (Ca®") principalmente via receptores N-metil D-aspartato
(NMDA). Esse influxo i6nico favorece um comprometimento no gradiente ionico da membrana
mitocondrial e do reticulo endoplasmatico. A ruptura dessas organelas, por sua vez, induz a
liberacao de célcio desses estoques intracelulares. O aumento resultante na concentragao
intracelular de célcio resulta na ativacao de enzimas que degradam proteinas, lipidios ¢ DNA.
Esses mecanismos também favorecem a morte neuronal apoptotica (KOUBA et al., 2024).

Os resultados com CLX sdo importantes na medida que, sendo alvos do estresse e dos
glicocorticoides, os astrocitos sdo um alvo promissor para o tratamento da depressao
(DOLOTOV et al., 2022). O presente estudo ao destacar que LPS pode causar apoptose de
astrocitos mostra que isso acarreta provavel perda da homeostase do SNC, que pode ser
relacionada aos dados comportamentais aqui demonstrados anteriormente, ja que evidéncias
crescentes sugerem que o numero, a morfologia e a fungdo dos astrocitos sao prejudicados no
cérebro deprimido (ZHAO et al., 2022). Os astrocitos ainda sdo importantes ao facilitar a
comunicac¢do cruzada entre a imunidade periférica e o parénquima do SNC devido ao contato
proximo entre essas células e componentes da BHE (LINNERBAUER; WHEELER;
QUINTANA, 2020).

Além disso, a enzima quinurenina aminotransferase (KAT) ¢ expressa principalmente
por astrécitos e ¢ responsavel pela conversdo de quinurenina em &cido quinurénico

(SCHWARCZ et al., 2012). Portanto, a perda de astrocitos observada nos resultados aqui
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apresentados pode comprometer a sintese de acido quinurénico (GOSSELIN et al., 2009;
OLEARY; MECHAWAR, 2021). Além disso, a excitotoxicidade mediada por dacido
quinolinico (QA, um agonista do receptor NMDA), resulta ainda na morte astrocitaria no
cérebro na depressdao (BARONE, 2019; SZALARDY et al., 2012).

Evidéncias experimentais indicam um aumento da apoptose no giro denteado do
hipocampo de ratos submetidos a separagdo materna, um modelo também amplamente utilizado
para simular estresse precoce. Essa condi¢dao tem sido associada a prejuizos na memoria e a
manifestagdo de alteragdes comportamentais compativeis com sintomas depressivos € ansiosos,
sugerindo um possivel vinculo entre apoptose neuronal e disfungdes cognitivas € emocionais
(SUNG et al., 2010). Esse fato foi plenamente demonstrado a partir dos resultados dos testes
comportamentais ¢ de morte celular verificados nesta tese.

E interessante que os resultados comportamentais aqui apresentados também podem ser
relacionados ao fato de que astrocitos reativos neuroinflamatérios Al demonstraram ser
destrutivos para sinapses. De fato, foi demonstrado que os astrocitos no perfil Al sdo
prejudiciais e toxicos para os neurdnios e, por isso, podem afetar os comportamentos animais
(LIDDELOW; BARRES, 2017).

Ao observar a ocorréncia de dupla marcagdo positiva de lodeto de Propidio e Anexina
V, indicando uma apoptose nao imediata nas células desafiadas por LPS, pode-se contextualizar
que, como ja discutido, de maneira analoga as células microgliais, os astrocitos podem ser
induzidos a um fendtipo reativo neurotoxico, denominado Al. Esse processo, conhecido como
astrocitose, desempenha um papel essencial na resposta a agressdes imunologicas, doengas
neurodegenerativas cronicas ou traumas agudos, contribuindo tanto para a contencao do dano
(WU; ZHANG, 2023). No entanto, sob certas circunstancias, esses astrocitos reativos podem
prejudicar a plasticidade neural adaptativa (SOFRONIEW, 2020). Isso significa que uma
provavel apoptose dos astrocitos pode ndo ocorrer de forma imediata e sim sua ativagdo para
combater danos.

E provével que a exposi¢io ao LPS no protocolo aqui discutido resultou na mudanga do
perfil de astrocito para Al. Um estudo ja concluiu que a estimulagdo com LPS fez com que os
astrocitos produzissem mais fatores pro-inflamatorios e diminui¢do de sua capacidade
fagocitica e provavel mudanga para esse perfil (ZHANG et al., 2020).

A diminui¢ao de apoptose a partir da administragdo de CLX corrobora um estudo que

utilizou CLX também na concentragdo de 20 mg/kg em um modelo experimental de
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hidrocefalia que demonstrou uma reducao nas células imunomarcadas para caspase-3 no tecido
cerebral dos animais tratados com a droga (DUTRA et al., 2023).

A caspase-3 ¢ uma proteina amplamente expressa e reconhecida por sua funcao central
na execucao da apoptose, mediada por estimulos extrinsecos ou intrinsecos. Classificada como
caspase efetora, sua ativagao ocorre na via apoptotica, promovendo o desmantelamento celular
por meio da clivagem de diversos substratos intracelulares (ESKANDARI; EAVES, 2022)

E, considerando que: 1) a apoptose pela sinalizagdo de caspase-3 pode ser desencadeada
tanto por fatores intracelulares (como disfuncdo mitocondrial), mas também com fatores
extracelulares (como citocinas) (ARAM; YACOBI-SHARON; ARAMA, 2017) e 2) conforme
achados desta tese, as citocinas tém seus niveis aumentado a partir da exposi¢do ao LPS e
moduladas negativamente pelo CLX, acredita-se que o CLX pode reduzir ou prevenir a
progressao da cascata de morte celular por atuar impedindo, em parte, as acdes da caspase-3.

Por fim, os pogos com a concentragdo de 62,5 ng/mL de CLX ndo continham células
processadas para visualizagdo a partir da técnica empregada. A dificuldade em visualizar
células por meio de MEV geralmente decorre de uma combinacdo de fatores, incluindo
preparacdo inadequada da amostra, baixo contraste, danos provocados pelo feixe de elétrons,
limitagdes relacionadas ao campo de visdo, bem como desafios associados a imobilizacdo e ao
revestimento das células (OGURA, 2012; WOHLMANN, 2024).

Em relacdo as células PC12, ¢ importante destacar que, quando expostas ao fator de
crescimento nervoso (NGF), essas células sofrem diferenciacdo, adquirindo morfologia e
caracteristicas funcionais semelhantes as de neuro6nios, incluindo a extensdo de axonios 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 parametro. 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 alteragdes morfoldgicas importantes nas células PC12, como desorganizagdo do
citoplasma, diminui¢do do volume citoplasmatico, retracdo das ramificagdes dendriticas e
formagdo de corpos apoptoticos. Os tratamentos com as duas concentragdes de CLX foram
capazes de reverter parcialmente as alteragdes provocadas pelo LPS.

Testar CLX em células PC12 (que se diferenciam com caracteristicas neuronais) ¢

essencial, porque os neurdnios sao unidades fundamentais que integram e transmitem sinais em
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resposta a informagdes intrinsecas e extrinsecas. As fun¢des neuronais sio altamente dindmicas
e refletem a capacidade do sistema nervoso de responder e se adaptar a diversos estimulos,
incluindo sinais do ambiente externo, estados emocionais ¢ eventos lesivos. Esses processos
envolvem complexos mecanismos de sinalizagdo celular e plasticidade sinaptica, fundamentais
para a regulacdo da atividade cerebral em condigdes fisiologicas e patoldgicas
(WAINWRIGHT; GALEA, 2013). De fato, j4 foi demonstrado que a depressdo e o estresse
podem induzir apoptose hipocampal em mamiferos ndo humanos ¢ humanos (LUCASSEN et
al., 2006).

O desenvolvimento da depressdo estd associado a alteracdes no metabolismo de
neurdnios e células gliais, bem como a disfun¢des na transmissdo sindptica entre neuroénios. A
exposicao prolongada a fatores adversos pode culminar em degeneracdo neuronal em regides
especificas do cérebro. Evidéncias recentes atribuem aos neurdnios e astrocitos um papel
central ndo apenas na manutencdo da homeostase e do funcionamento normal do sistema
nervoso central, mas também na génese e progressdo de diversas patologias neurologicas e
psiquiatricas (MURPHY-ROYAL; GORDON; BAINS, 2019; ZHOU et al., 2019).

Na literatura, ja foi demonstrado que LPS provoca danos nas células PC12 (ZHOU et
al.,2021), assim como observado no presente estudo. Os resultados de CLX na restauracao 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
inibigdo da via NF-x3 (RAMAZANI; TAYARANI-NAJARAN; FEREIDONI, 2019).

J& os resultados da avaliacdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio por
fluorescéncia de DCF, mostraram que nas duas células, LPS provocou aumento das EROS e
CLX nas duas concentragdes estudadas reverteu o estresse oxidativo. Esses resultados estao em
consonancia com os achados no modelo in vivo, que mostrou CLX atuando na redu¢do dos
niveis de nitrito e TBARS.

Esses resultados em conjunto, como ja discutido, sdo importantes porque quadros de
depressao e ansiedade estdo associados a diminuicdo das concentragdes de antioxidantes,
concomitante ao aumento dos niveis de estresse oxidativo (LEONARD; MAES, 2012) ¢ o
estresse oxidativo também contribui diretamente com a piora dos sintomas nos transtornos de
humor (SIPAHI et al., 2023).

Em relacdo a avaliagdao do potencial transmembranico mitocondrial, foi observado que
a exposi¢dao ao LPS promoveu uma reduciao do potencial transmembranico mitocondrial nos

astrocitos e CLX na concentragdo de 31,2 pg/mL reverteu essa redugao.
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Esses resultados podem ser relacionados aos dados referentes a apoptose aqui ja
demonstrados. Geralmente, a mitofagia (processo de autofagia seletiva que se concentra na
remogao e reciclagem de mitocondrias danificadas ou desnecessarias pelas células) excessiva
causa comprometimento mitocondrial e desencadeia ainda mais a apoptose dos neurénios do
hipocampo. A autofagia pode gerar, por consequéncia, a apoptose do neurdénio (LIU et al.,
2021).

Também ¢ possivel relacionar os achados da disfun¢do mitocondrial e tratamento com
CLX aos resultados comportamentais também aqui ja apresentados, uma vez que, a literatura
mostra que roedores altamente ansiosos exibem também comportamento mais grave semelhante
a depressdo e apresentam multiplas disfungdes mitocondriais (GEBARA et al., 2021).

As citocinas aumentadas podem estar relacionadas as disfun¢des mitocondriais
provocadas pelo LPS e a agdo do CLX em suprimir essas citocinas também pode manter relacao
com suas agodes na reversao desses danos na mitocondria. J4 foi demonstrado que disfuncdes
mitocondriais podem contribuir de forma direta com a neuroinflamagdo: os lisados
mitocondriais induzem a expressdo de RNA mensageiro para a traducdo de TNF e IL-8, ou seja,
componentes mitocondriais podem imitar um patdégeno e levar a uma resposta de dano
(WILKINS et al., 2015).

O estresse, inclusive, pode resultar em morfologia mitocondrial anormal, causando
ruptura e inchago mitocondrial, comprometimento dos astrdcitos do hipocampo e diminui¢ao
da densidade da matriz mitocondrial também no hipocampo (SHU et al., 2019; LING-HU et
al.,2021).

Um estudo demonstrou que a exposicdo pré-natal a dexametasona leva a
comportamento semelhante a depressdo e dano mitocondrial no hipocampo, mostrando a
estreita ligacdo entre a morfologia mitocondrial anormal e o desenvolvimento dos transtornos
do humor (WU et al., 2019).

A atuagdo de CLX na diminui¢ao de possiveis danos mitocondriais demonstrado neste
trabalho estd em consonancia com o fato de que, como a anormalidade mitocondrial esta
intimamente associada a patogénese da depressao, evidéncias sugerem que os antidepressivos
podem amenizar o comportamento semelhante a depressdo, aumentando a atividade da cadeia
respiratoria mitocondrial e a producao de ATP (JIANG; WANG; SHENG, 2024). Assim, ¢
esperado que drogas que atuem como potenciais antidepressivos ou ansioliticos mantenham

essa caracteristica.
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Nas células PC12 expostas ao LPS, obteve-se aumento da intensidade de fluorescéncia
quando comparado as células do grupo controle. O tratamento com CLX nas duas
concentragdes estudadas diminuiu a fluorescéncia. A concentracdo de 62,5 pg/mL nos
astrocitos também diminuiu a fluorescéncia.

Modelos experimentais tém indicado que a exposi¢ao a concentracdes elevadas de
oxigénio pode induzir um aumento no potencial de membrana mitocondrial e aumentar a
fluorescéncia de rodamina, caracterizando um estado de hiperpolarizagdo em determinados
tipos celulares. Em mioblastos de camundongos cultivados sob 20% de oxigénio — condi¢do
considerada de alta concentragdo de oxigénio em comparagdo ao ambiente fisiol6gico habitual
— foi observado um incremento do AWYm, acompanhado por elevagdo de EROS (DUGUEZ et
al.,2012).

De maneira andloga, cardiomiocitos submetidos a oxigenacdo hiperbdarica
apresentaram aumento do A¥Ym e intensificagdo do consumo mitocondrial de oxigénio,
sugerindo que a hiperpolarizacdo da membrana mitocondrial constitui uma resposta inicial ao
suprimento excessivo de oxigénio (YOUNG ef al., 2025).

Além disso, a literatura demonstra que as células PC12 sdo mais vulneraveis a agentes
que induzem estresse oxidativo, disfuncao da cadeia respiratoria e alteracdes na permeabilidade
mitocondrial (LAMARCHE et al., 2017). J& foi observado, por exemplo, que a exposi¢do ao
manganés resulta em disfungdo importante da cadeia respiratoria mitocondrial em células PC12,
efeito que nao foi observado em células gliais, sugerindo uma susceptibilidade aumentada das
células PC12 ao dano mitocondrial (GALVANI; FUMAGALLI; SANTAGOSTINO, 1995).

Em suma, abordagens farmacologicas que visam a impedir a disfun¢do mitocondrial, a
neuroinflama¢ao ou ambas podem provar ser benéficas para o tratamento de doencas do SNC
(WILKINS; SWERDLOW, 2015). Esses resultados, em conjunto, refor¢am as conclusdes de
que algumas substancias podem exercer seus efeitos antidepressivos e ansioliticos, pelo menos
em parte, melhorando o metabolismo energético mitocondrial no cérebro.

Os resultados expostos aqui sdo promissores ao reconhecerem o CLX como uma droga
multifacetada, que melhora os parametros comportamentais tipo-depressivos € ansiosos, além
de preservar a memoria. Ao mesmo tempo demonstra ser uma substancia que age diminuindo
inflamacao, estresse oxidativo e, de maneira geral, protege importantes células do SNC da
morte celular e de disfungdes mitocondriais.

Os efeitos comportamentais associados aos inibidores da COX podem ndo estar

exclusivamente vinculados a sua ac¢do anti-inflamatéria, mas também podem decorrer de efeitos

137



diretos que o CLX exerce sobre a neurotransmissao ¢ a fun¢ao neuronal (WESTWELL-ROPER
et al., 2022). Efeitos estes demonstrados neste trabalho, a partir do conjunto de testes que se

complementam e possuem relagcdes importantes entre si.
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8 CONCLUSOES

O celecoxibe atua revertendo os comportamentos tipo-depressivos e ansiosos, além de

preservar a memoria em camundongos expostos a um modelo de neuroinflamagdo por LPS.

Além disso, celecoxibe modula de forma benéfica os parametros inflamatorios, oxidativos e as

alteragdes provocadas por LPS em astrécitos, células PC12 e suas mitocondrias.

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 apds tratamento com celecoxibe e escitalopram em

animais submetidos a um modelo de neuroinflamagao por exposicao ao LPS

Testes Grupo LPS Grupo LPS + CLX Grupo LPS + ESC
comportamentais
e neuroquimicos
Analise ponderal
| variagdo ponderal até NS NS
5° dia
Teste do campo
aberto - crossing | crossing T crossing NS
Teste do campo
aberto - rearing | rearing NS NS

Teste do campo
aberto - zona
central

I n° de entradas
NS tempo

| distancia percorrida

T n° de entradas
NS tempo

Tdistancia percorrida

NS n° de entradas
NS tempo

NS distancia percorrida

Teste do campo
aberto - zona
periférica

T n° de entradas

T tempo

! n° de entradas

| tempo

| n° de entradas

NS tempo

Teste do nado
forcado

T tempo de imobilidade

| tempo de imobilidade

| tempo de imobilidade
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Teste da
preferéncia por
sacarose

| consumo de sacarose

T consumo de sacarose

T consumo de sacarose

Splash test ou
teste do respingo

I tempo de grooming

| frequéncia de grooming

T tempo de grooming

T frequéncia de grooming

T tempo de grooming

1 frequéncia de grooming

Teste da placa
perfurada I head dips 1 head dips NS head dips
Labirinto em cruz
elevada | PEBA T PEBA NS PEBA
| PTBA T PTBA T PTBA

Labirinto em Y

| Alternancias corretas

T Alternancias corretas

NS Alternancias corretas

Nitrito
T HP | HP | HP
1 CPF | CPF | CPF
TBARS
1 HP | HP | HP
1t CPF | CPF | CPF
GSH
| HP T HP NS HP
|CPF NS CPF NS CPF
IL-1p
T HP | HP | HP
1 CPF | CPF | CPF
IL-6
1 HP | HP | HP
1 CPF NS CPF NS CPF
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TNF

NS HP

NS CPF

NS HP

NS CPF

NS HP

NS CPF

Fonte: proprio autor. Resumo dos resultados obtidos apos tratamento com celecoxibe e escitalopram em animais

submetidos a um modelo de neuroinflamacgao por exposi¢do ao LPS . Legenda: 1 aumento significativo (p<0,05);]

diminuicdo significativa (p<0,05); NS: ndo significativo; LPS: lipopolissacarideo; CLX: celecoxibe; ESC:

escitalopram; CPF: cortex pré-frontal; HP: hipocampo; PEBA: Percentual de Entradas nos Bracos Abertos; PTBA:

Percentual de Tempo nos Bragos Abertos. Comparagdes: grupo LPS versus controle; grupo CLX ou ESC versus

LPS.

Tabela 3 - Resumo dos principais resultados obtidos apods tratamento com celecoxibe em células

submetidas a um modelo de neuroinflamagao por exposi¢ao ao LPS

Ensaios Grupo: LPS Grupo CLX 62,5 pg/mL | Grupo CLX 31,2 pg/mL
Mecanismos de L (PI-; Ax-) T(PI-;Ax-)
morte celular - 1 (PI+; Ax -) L(PT+; Ax -) AR
Astrocitos t (PI+; Ax +) L (PI+; Ax +)
T(PI-;Ax+) L (PI-; Ax+)
Mecanismos de L (PI-;Ax-) T(PI-;Ax-)
morte celular - 1 (PI+; Ax -) L(PT+; Ax -) NR
pciz NS (PI +; Ax +) NS (PI +; Ax +)
T (PI-; Ax+) L (PI-; Ax+)
Producao de

espécies reativas
de oxigénio -

Astrocitos

1 Fluorescéncia

! Fluorescéncia

| Fluorescéncia

Producao de
espécies reativas
de oxigénio -

PCI12

1 Fluorescéncia

! Fluorescéncia

| Fluorescéncia
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Potencial
transmembrdanico
mitocondrial -

Astrocitos

! Fluorescéncia

1 Fluorescéncia

| Fluorescéncia

Potencial
transmembranico
mitocondrial -

PCI2

1 Fluorescéncia

| Fluorescéncia

| Fluorescéncia

Fonte: proprio autor. Resumo dos principais resultados obtidos apos tratamento com celecoxibe em células

submetidas a um modelo de neuroinflamagdo por exposi¢do ao LPS. Legenda: 1 aumento significativo (p<0,05);]

diminuicdo significativa (p<0,05); NS: ndo significativo; NR: ndo realizado; LPS: lipopolissacarideo; CLX:

celecoxibe. Comparagdes: grupo LPS versus controle; grupo CLX versus LPS. Nao foram incluidos os dados dos

ensaios de viabilidade de MTT e da visualizacdo de alteragdes morfoldgicas por microscopia eletronica de

varredura.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem significativamente para o entendimento
dos mecanismos subjacentes a acdo do celecoxibe no contexto da neuroinflamagdo e dos
transtornos de humor. Demonstrou-se que o celecoxibe ndo apenas promoveu efeitos
neurocomportamentais benéficos, reduzindo manifestacdes associadas a depressdo e a
ansiedade, como também atuou diretamente sobre pardmetros inflamatorios e oxidativos,
atenuando a produgdo de citocinas pro-inflamatorias e espécies reativas de oxigénio, além de
preservar a integridade celular e mitocondrial. Esses achados reforcam a hipdtese de que o
reposicionamento do celecoxibe como adjuvante na farmacoterapia de doencas
neuropsiquiatricas representa uma estratégia promissora, especialmente em quadros associados
a neuroinflamagdo. Assim, este estudo amplia a compreensdao sobre as interfaces entre
inflamacao, estresse oxidativo e comportamento, destacando o potencial translacional do
celecoxibe e abrindo novas perspectivas para futuras investigagdes clinicas e nao clinicas no
campo da neuropsicofarmacologia.

Como limitacdes deste estudo pode-se citar, dentre outros pontos, a auséncia do grafico
de densidade na avaliagdo dos mecanismos de morte celular por marcagao de lodeto de Propidio
(PI) e Anexina V (Ax). A inclusdo de animais fémeas 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 classico. Isso poderia resultar na
diminuicdo ainda mais robusta da dose de celecoxibe e potencializagdo dos efeitos
antidepressivos e ansioliticos da combinagdo. A repeticdo da citometria com rodamina também
poderia ser considerada para garantir a reprodutibilidade do resultado obtido, especialmente nas
células PC12.

E sempre importante destacar que, embora os resultados sejam promissores, nio é
possivel neste momento translacionar esses dados para humanos sem uma avaliagdo criteriosa
de seguranga 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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