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RESUMO

Os transtornos mentais sdo sindromes caracterizadas por uma perturbacdo clinicamente
significativa na cognicdo, na regulacdo emocional ou no comportamento. Segundo a
Organizagdo Mudial de Saude (OMS), cerca de 280 milhGes de pessoas em todo o mundo séo
afetadas por esses transtornos, sendo a depressdo uma das condi¢cdes mais prevalentes. Nesse
cenario, cresce o interesse em compreender os mecanismos fisiopatologicos envolvidos, como
a hipdtese da neuroinflamacéo, que sugere que processos inflamatérios podem desestabilizar o
microambiente do sistema nervoso central (SNC), contribuindo para déficits cognitivos,
transtornos de ansiedade e depresséo. Dentre os alvos terapéuticos em investigagdo, destaca-se
0 baricitinibe (BARI), um inibidor seletivo da enzima Janus quinase (JAK), envolvida na
transducdo de sinais intracelulares e na regulacdo de processos celulares fundamentais,
incluindo a resposta inflamatoria. Dado o mecanismo de ag¢do do BARI, esse estudo buscou
investigar em modelos in vitro, utilizando células PC12 e astrécitos, e in vivo, empregando
camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 acdo do BARI, em um modelo neuroinflamacao
induzida por lipopolissacarideo (LPS). Nos experimentos in vitro, foram analisados ensaio de
reducdo de MTT, morte celular, funcdo mitocondrial, mensuragdo de espécies reativas de
oxigénio ( ERO), e dosagem de citocinas IL-1p, IL-6 e TNF-a. Ja nos experimentos in Vvivo, 0S
camundongos foram submetidos ao LPS nas doses de 0,5 mg/kg ou 1 mg/kg por 5 ou 10 dias,
seguidos do tratamento com BARI, fluoxetina ou escitalopram 10mg/kg. Apds os tratamentos,
os animais foram avaliados por meio de testes comportamentais (campo aberto, placa pefurada,
nado forcado), analise do ciclo estral por lavado vaginal e quantificacdo de citocinas no
hipocampo. Os resultados in vitro demonstraram que o baricitinibe reduziu apoptose, necrose,
disfuncdo mitocondrial e de producdo de ERO, além de apresentar reducdo nas citocinas. No
entanto, nos testes in vivo, o farmaco nao reverteu de forma significativa os comportamentos
tipo ansiosos, depressivos e dano cognitivo induzidos pelo LPS e também ndo alterou os niveis
de IL-6 e TNF-a no hipocampo, isso pode ser explicado devido ao ciclo estral que os
camundongos estavam como estro, devido a interacdo com SNC. Neste estudo,embora tenha-
se evidenciado efeito citoprotetor in vitro, 0 BARI ndo conseguiu alcangar efeitos significativos
nos comportamentos. Além disso, destaca-se a influéncia das oscilagdes hormonais naregulacéo
do SNC e sua possivel relagdo com as manifestagdo nos comportamentos mensurados neste
estudo.

Palavras-chave: neuroinflamac&o, transtornos mentais, inibidor de JAK



ABSTRACT

EFFECTS OF BARICITINIB ON  LIPOPOLYSACCHARIDE INDUCED
NEUROINFLAMATION: IN VITRO STUDY IN PC12 CELLS AND ASTROCYTES AND
IN VIVO IN FEMALE C57BL/6 MICE.

Mental disorders are syndromes characterized by clinically significant disturbances in cognition,
emotional regulation, or behavior. According to the World Health Organization (WHO),
approximately 280 million people worldwide are affected by these disorders, with depression
being one of the most prevalent conditions. In this context, there is growing interest in
understanding the pathophysiological mechanisms involved, such as the neuroinflammation
hypothesis, which suggests that inflammatory processes may destabilize the central nervous
system (CNS) microenvironment, contributing to cognitive deficits, anxiety disorders, and
depression. Among the therapeutic targets under investigation, baricitinib (BARI) stands out—
a selective inhibitor of the Janus kinase (JAK) enzyme, which is involved in intracellular signal
transduction and the regulation of key cellular processes, including inflammatory responses.
Given BARI’s mechanism of action, this study aimed to investigate its effects using in vitro
models with PC12 cells and astrocytes, and in vivo models with female C57BL/6 mice
subjected to neuroinflammation induced by lipopolysaccharide (LPS).In the in vitro
experiments, analyses included MTT reduction assay, cell death, mitochondrial function,
measurement of reactive oxygen species (ROS), and quantification of the cytokines IL-1p, IL-
6, and TNF-a. In the in vivo experiments, mice received LPS at doses of 0.5 mg/kg or 1 mg/kg
for 5 or 10 days, followed by treatment with BARI, fluoxetine, or escitalopram at 10 mg/kg.
After the treatments, the animals were evaluated using behavioral tests (open field, hole-board,
novel object recognition, forced swim), estrous cycle analysis via vaginal lavage, and cytokine
quantification in the hippocampus. The in vitro results demonstrated that baricitinib reduced
apoptosis, necrosis, mitochondrial dysfunction, and ROS production, in addition to lowering
cytokine levels. However, in the in vivo tests, the drug did not significantly reverse LPS-
induced anxiety-like, depressive-like behaviors or cognitive impairment, nor did it alter IL-6
and TNF-a levels in the hippocampus. This may be explained by the estrous cycle stages in
which the animals were, such as estrus, metestrus, and diestrus.This study demonstrates that
baricitinib exerts significant effects in modulating neuroinflammation in in vitro assays,
highlighting its cytoprotective potential. Additionally, it emphasizes the influence of hormonal
fluctuations on CNS regulation and their possible association with the behavioral outcomes
observed in this study.

Keywords: neuroinflammation,mental disorders, JAK inhibito
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1 INTRODUCAO

1.1 Transtornos Mentais

De acordo com o Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DMS-5),
transtorno mental ¢ uma sindrome caracterizada por uma perturbagao clinicamente significativa
na cogni¢do, regulacdo emocional ou comportamento de um individuo que reflete uma
disfung@o nos processos psicologicos e bioldgicos. E estao geralmente associados a sofrimento
significativo, comprometimento nas areas sociais, ocupacionais ou em outras areas importantes
de funcionamento. Dentro do DMS-5, ha inumeros transtornos neuropsiquiatricos presentes,
como transtornos de neurodesenvolvimento a saber transtorno do espectro autista (TEA),
Transtorno de Déficit de Atengdo/Hiperatividade, transtorno depressivo, transtorno de
ansiedade, esquizofrenia, transtorno neurocognitivo dentre outros (Amoretti; Lalumera, 2019).

Segundo a Organizac¢do Mundial da Saiude (OMS, 2021), estima-se que 280 milhdes de
pessoas incluindo 5% de todos os adultos, sofre de depressao. A OMS também destaca que uma
em cada quatro familias tem, pelo menos, um membro diagnosticado com algum transtorno
psiquiatrico, sendo que, na maioria das vezes, os familiares assumem o papel de cuidadores
primarios. Esse cendario gera um impacto significativo tanto na qualidade de vida das pessoas
afetadas quanto nas condigdes econdmicas dos lares.

Acerca disso, segundo a OMS (2023) ressaltou que 1 em cada 6 pessoas sofre de
depressdo em algum momento da vida. No ano de 2021, dados do Ministério da Saude sobre a
distribuicao sociodemografica mostraram que a incidéncia de diagndsticos no Brasil foi
registrada em 11,3%, sendo este transtorno mais prevalente entre individuos do sexo feminino,
14,7%, se comparado com individuos do sexo masculino, 7,3%, ressaltando que mulheres sdo
mais suscetiveis aos transtornos psiquiatricos.

As doencas mentais representam a principal causa de carga global de doengas,
superando outras condicOes cronicas, como doencgas cardiovasculares, respiratorias, digestivas,
musculoesqueléticas e neoplasias. Estima-se que as doengas neuropsiquidtricas sejam
responsaveis por cerca de um terco da carga de incapacidade atribuida a todas as doengas, com
a depressdo figurando como a condicgdo com maior impacto  mundial
(Rocha,Hara,Paprocki,2015).

Em virtude disso, as doencas mentais tém repercussdes econdmicas substanciais.
Conforme o Férum Econdmico Mundial e a Escola de Salde Publica de Harvard (2011), as

perdas econdmicas globais associadas a doencas mentais, cardiovasculares, respiratorias
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cronicas, cancer e diabetes mellitus foram estimadas em US$ 47 trilhdes, valor equivalente a
aproximadamente 75% do Produto Interno Bruto (PIB) global em 2010. Dentre essas
condicdes, as doencas mentais foram responsaveis pela maior parte dessa perda econdmica.

Em termos financeiros, o custo global das doencas mentais foi estimado em US$ 2,5
trilhdes em 2010 e devera atingir US$ 6 trilhGes até 2030. Esses valores sdo particularmente
alarmantes quando comparados ao gasto total com saude no mundo em 2009, que foi de US$
5,1 trilhdes, ou ao PIB dos paises de baixa renda, que ndo alcanca US$ 1 trilhdo. Sob qualquer
perspectiva de andlise, é evidente a magnitude do impacto das doencas mentais, tanto em termos
de sofrimento individual e familiar quanto em relagéo ao fardo econémico global. Elas s&o uma
das principais responsaveis pela perda de qualidade de vida, incapacitacdo e mortes precoces,
além de representarem uma parcela significativa dos custos com saide em nivel mundial
(Rocha; Hara; Paprocki, 2015).

A pandemia destacou ainda mais a importancia da saude mental, especialmente devido
aos efeitos do SARS-CoV-2. Embora seja amplamente reconhecido como um virus
predominantemente respiratdrio, ele também possui a capacidade de afetar o Sistema Nervoso
Central (SNC). Essas complica¢des podem ter consequéncias de longo prazo, como o aumento
do risco de desenvolvimento de disturbios neurologicos e neurodegenerativos. Paralelamente,
a pandemia intensificou os impactos psicossociais, agravando problemas de saide mental em
diversas populacdes. Os efeitos foram amplificados pelo isolamento social, mudangas abruptas
no estilo de vida e o medo constante de contaminagdo, criando um ambiente propicio ao
surgimento ou agravamento de transtornos como ansiedade, depressdo, insonia e sintomas
relacionados ao transtorno de estresse pos-traumatico (Sinanovic; Muftic; Sinanovic, 2020).

Esse contexto ¢ refor¢ado, pois o Brasil, por exemplo, registrou um aumento expressivo
na venda de antidepressivos desde o inicio da crise sanitaria. Em 2022, foram comercializadas
112.797.268 unidades de antidepressivos, o que representa um aumento de 36% em relacdo a
dado de 2019, segundo o Conselho Federal de Farmacia (2023), consolidando essa classe de

medicamentos entre os mais consumidos no pais (Magno et al., 2023).

1.2 Fisiopatologia dos Transtornos Mentais

Analisando o contexto e o quadro dos transtornos mentais, pode-se observar uma
prevaléncia de dois transtornos como a depressédo e a ansiedade. A OMS (2021), declarou que
a depressdo é uma doenca que esta presente em aproximadamente 280 milhdes de pessoas. E
caracterizada por mudancgas no humor, perda de prazer pela vida, falta de perspectiva com o

futuro e muitos outros sintomas que incapacitam por afetar o meio social, familiar e a
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autoestima do paciente. Apesar de existir tratamento eficaz para esse transtorno mental, ha
resisténcia quanto a aderéncia, devido a alguns fatores como falta de recursos, de suporte
profissional, efeitos adversos, tempo de laténcia e o estigma social relacionado as doencas
mentais.

Em decorréncia do desenvolvimento gradativo dos sintomas da depressdo, ha uma maior
dificuldade no reconhecimento da doenga por parte do paciente, fazendo com que a busca por
ajuda ocorra quando os sintomas ja estdo avancados. O paciente sente perda de interesse por
inimeras atividades, humor deprimido, alteracdes no sono e apetite, sentimento de culpa e
inutilidade, dificuldade para tomada de decisGes pela dificuldade de concentragéo, e, em muitos
casos, 0 pensamento recorrente sobre o suicidio. Para estabelecimento do diagndstico, é
necessario que alguns desses sintomas estejam presentes de forma cronica e persistente por, no
minimo, duas semanas (Perez-Caballero et al., 2019).

Somado, ressalta-se que essa doenca ainda é bastante negligenciada,o que causa uma
relutdncia em procurar ajuda psiquiatrica, ou até mesmo a resisténcia ao tratamento. Ademais, a
demora para o diagnostico pode acarretar o agravamento dos sintomas e impactos negativos em
outras doencas (Bartkiene et al., 2018).

A depressdo também esté relacionada com outros transtornos psiquicos, um vez que tem
sido mostrado que cerca de 85% dos pacientes depressivos apresentam ansiedade e cerca de
90% daqueles com transtornos de ansiedade apresenta depressao. Os transtornos de ansiedade
sdo quase sempre a condicdo primaria, com inicio geralmente ocorrendo na infancia ou
adolescéncia. Ha estudos que evidenciam que essas comorbidades podem ser explicadas por
um aumento do fator de liberacdo de corticotropina no liquido cefalorraquidiano e, mais
recentemente, tem sido visto que as vias oxidativa, nitrosativa e neuroinflamatorias estdo
relacionadas. Ademais, € mais provavel que o primero episddio de depressdo surja em
decorrecéncia de um fator estressor (Tiller, 2013).

Nesse contexto, ¢ fundamental destacar que, por se tratar de uma doeng¢a multifatorial,
diversas hipdteses tém sido propostas para explicar suas causas, porém hoje os medicamentos
para essas patologias sdo baseados, apenas dentro da teoria de monoaminas, que descreve que
a depressdo ¢ causada por um desequilibrio quimico no cérebro, envolvendo
neurotransmissores como serotonina, dopamina e noradrenalina, que pertencem a classe das
monoaminas (Krishnan; Nestler, 2008). A teoria baseia-se no fato de que fArmacos que elevam
a disponibilidade de monoaminas, como os antidepressivos triciclicos, os antidepressivos
tetraciclicos, os inibidores da monoamina oxidase e os inibidores seletivos da recaptagcdo da

serotonina, t€ém efeito antidepressivo (Haase; Brown, 2015; Korf; Van Praag, 1971).
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Os antidepressivos de primeira escolha sdo os inibidores seletivos da recaptacdo da
serotonina, como fluoxetina, escitalopram, Jonal da USP publicado em (2019). Embora, cerca
de 2/3 dos pacientes deprimidos ndo respondam adequadamente ao tratamento inicial com esses
antidepressivos e aproximadamente 30% ndo respondem a multiplas intervencdes
farmacolodgicas, isso evidencia que a causa subjacente da depressdo vai muito além do
mecanismo das monoaminas (Li et al., 2020).

Além de sua complexa patogénese, a depressdo frequentemente coexiste com a
ansiedade, levando ao surgimento de uma ampla gama de sintomas, tanto fisicos quanto
mentais, que acompanham esses transtornos (Lader, 1983). A depressdo também pode afetar a
fungdo cognitiva, sendo notoriamente ligada a dificuldades na memdria de curto prazo
(Marazziti et al., 2010). Ademais, a depressdo pode alterar a estrutura e funcdo do cérebro,
especialmente em areas responsaveis pela regulacdo do humor e memoria, o que contribui para

a persisténcia desses problemas (Knapman et al., 2010).

1.3 Interacdes hormonais com SNC

Dentro dessa interagdo ha diversos questionamentos, principalmente considerando que
os transtornos psiquiatricos sdo mais prevalentes no sexo feminino. Essa diferenga pode ser
atribuida as flutuagdes hormonais que as mulheres experimentam ao longo da vida, em
diferentes fases de desenvolvimento, como o ciclo menstrual, gravidez, pos-parto, lactacdo e
menopausa. Essas variacdes hormonais podem influenciar a fungdo cerebral e a satide mental.
Evidéncias at¢ o momento sugerem que transtornos como ansiedade e distirbios de humor sao
particularmente suscetiveis as flutuagdes hormonais caracteristicas dessas fases, entretanto, ha
indicios de um efeito protetor dos hormonios reprodutivos femininos em relagdo a esquizofrenia
(Altemus, 2019).

Os estrogénios sdo os principais hormonios sexuais femininos, originalmente
caracterizado por seu papel importante na maturagdo sexual e reprodugdo. Estudos recentes t€ém
demostrado que os estrogénios desempenham papeis criticos em fungdes cerebrais, como
cognicdo, aprendizado, memoria, neurodesenvolvimento e neuroplasticidade (Hamson; Roes;
Galea, 2016). E produzido centralmente pelo cérebro e perifericamente pelos ovarios e outros
tecidos. No cérebro, o estrogénio € produzido em muitas regides, incluindo o hipocampo, cortex,
cerebelo, hipotalamo e amigdala. Os neurdnios sdo o principal local de sintese de estrogénio no
cérebro, mas também podem ser produzidos por astrocitos, mas ndo por microglia ou

oligodendrocitos. O estradiol ¢ a forma bioativa do estrogénio, mas outras formas de estrogénio
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sdo produzidas pelas mulheres estrona e estriol (Nelson; Bulun, 2001)

Dessa forma, exerce diversos efeitos neuroprotetores no cérebro, sendo amplamente
reconhecido por sua capacidade de modular a saude neuronal e as respostas a fatores de estresse
e inflamagdo. Esse hormonio atua principalmente através de dois receptores, o receptor de
estrogénio alfa (ERa) e o receptor de estrogénio beta (ERP), que estdo presentes em varias areas
do sistema nervoso central, incluindo o hipocampo e o cértex pré-frontal (Crider; Pillai, 2017).

Acerca disso, promove a sintese de neurotrofinas, como o fator neurotrofico derivado
do cérebro (BDNF, do inglés brain-derived neurotrophic factor), uma proteina crucial para a
sobrevivéncia, crescimento e diferenciacdo de neuronios. O BDNF também esta envolvido na
plasticidade sinédptica, que ¢ a capacidade do cérebro de modificar as conexdes entre 0s
neurdnios em resposta a experiéncias e estimulos, e no processo de aprendizagem e memoria.
Estudos indicam que o estrogénio regula positivamente a expressao do BDNF, o que sugere que
ele pode contribuir para a manutenc¢ao da saude neuronal e a adaptagdo a mudangas ambientais
ou fisiologicas (Sulzbach, 2011)

Além dos efeitos relacionados as neurotrofinas, o estrogénio também tem um papel
importante na modulagdo da resposta inflamatdria no cérebro. A ativagao dos receptores de
estrogénio (RE) induzida pelo estrogénio resulta na redug¢do da atividade de fatores de
transcri¢dao, como o NF-kB (Fator nuclear kappa B), que est4 fortemente envolvido na regulagao
da inflamagdo e no controle da resposta a fatores de estresse. A ativagdo do NF-kB aumenta a
expressdo de genes pro-inflamatorios, e sua inibi¢do pelo estrogénio ajuda a reduzir a
inflamagdo no cérebro, promovendo um ambiente mais favoravel a sobrevivéncia neuronal
(Harding; Heaton, 2022).

O estrogénio também exerce um efeito protetor contra o estresse do reticulo
endoplasmatico , um processo que ocorre quando a célula enfrenta condi¢des adversas, como
disfungdes no dobramento de proteinas ou disfun¢des metabdlicas. O estresse no reticulo
endoplasmatico pode induzir a morte celular e a inflamacdo. O estrogénio ajuda a aliviar esse
estresse e pode promover respostas celulares de sobrevivéncia e adaptacdo. Além disso, o
estrogénio influencia a diferenciacdo neuronal e a plasticidade sinaptica, processos essenciais
para a formagdo de novas conexdes cerebrais e a adaptacdo as mudangas ambientais. O
mecanismo exato por meio do qual o estrogénio modula o estresse do reticulo endoplasmatico
ainda estd sendo investigado, mas acredita-se que envolva a regulagcdo de proteinas de choque
térmico e outras moléculas que ajudam a restaurar a homeostase celular (Solum; Handa, 2002).

Ademais, o estrogénio pode regular a inflamacdo por mecanismos adicionais

dependentes da sinovilina 1, uma proteina que participa da resposta imune e inflamatoria. A
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sinovilina 1 esta envolvida na modulagdo da inflamagao de células do sistema nervoso central,
como os astrocitos e microglia, e pode ajudar a mitigar os efeitos nocivos da inflamacao no

cérebro (Hamson; Roes; Galea, 2016)

1.4 Neuroinflamacao

A inflamag¢ao ¢ uma resposta imunologica que ocorre na presenca de agentes infecciosos
ou outros estimulos nocivos, sendo mediada por dois tipos principais de ativacado imunoldgica
como a inata e adaptativa. O sistema imunologico inato representa a primeira linha de defesa,
sendo composto por células que circulam constantemente e patrulham o organismo, prontas
para reagir de maneira rdpida. Os receptores dessas células sdo ativados ao reconhecerem
padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) ou a patdgenos (PAMPs). A ativagdo desses
receptores desencadeia a producdo de citocinas, substancias que mediam a resposta inflamatoéria.
O sistema imunologico adaptativo, por sua vez, ¢ ativado quando células especializadas
reconhecem antigenos apresentados por patdgenos, dando inicio a uma resposta imune mais
especifica e duradoura, mediada por células apresentadoras de antigenos (Beurel; Toups;
Nemeroff, 2020).

As células do SNC responsaveis pela defesa a danos sdo chamadas de células gliais. As
microglias, por exemplo, possuem funcdes semelhantes as dos macrofagos, exercendo papel
imunomodulador. Os astrocitos, representam o maior numero, t€ém funcdes essenciais no
suporte tréfico, metabodlico e estrutural dos neurdnios (Khurgel; Ivy, 1996; Sofroniew, 2005).
Além disso, os astrocitos formam uma rede complexa, interconectando-se por meio de jungdes
comunicantes, o que permite a execu¢do coordenada das suas atividades nas diferentes regides
do SNC. Eles desempenham fungdes cruciais, como a manutencdo da integridade da barreira
hematoencefalica, o fornecimento de suporte metabolico aos neurénios, a modula¢do da
composi¢do do fluido intersticial e a regulacdao da troca de ions e moléculas entre o sangue € o
cérebro (Manu et al., 2023)

As células PC12, que podem ser diferenciadas em neurdnios, sdo amplamente utilizadas
para estudar a neurotoxicidade de substancias. Elas permitem avaliar diversos aspectos da
fun¢do neuronal, como a sobrevivéncia celular, o crescimento de neuritos, danos ao DNA e
alteragdes nos niveis de expressao de proteinas. A popularidade das células PC12 se deve a sua
versatilidade, facilidade de cultura e ao grande conhecimento pré-existente sobre seu processo
de proliferagdo e diferenciacdo (Jameson et al., 2000).

No contexto da neuroinflamacdo, células do sistema imunoldgico inato, como
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microglias e macrofagos, interagem com citocinas e sinais inflamatérios provenientes da
periferia, levando a producdo de substancias inflamatdrias no SNC (Mikova et al., 2001).

A ativagdo de microglias e astrocitos desempenha um papel crucial nessa resposta,
liberando tanto moléculas citotdxicas quanto neurotréficas que modulam processos como
migracgdo, adesdo e proliferacdo celular (Polazzi; Monti, 2010; Abraham et al., 2008).

Segundo um estudo de meta-analise com quase 10.000 pacientes, demonstram que
medicamentos anti-inflamatorios podem melhorar os sintomas depressivos, reforcando a
relagdo entre transtornos mentais e neuroinflamacao. Esses efeitos sdo mediados pela interagao
de citocinas inflamatorias com neurotransmissores, como a serotonina (Kohler et al.,2014).

A serotonina (5-HT), um neurotransmissor essencial na regulacdo do humor, ¢
sintetizada a partir do aminoacido triptofano pela enzima triptofano hidroxilase (TPH).
Entretanto, a inflamagao altera o metabolismo do triptofano, desviando-o para a via quinurenina
por meio da acdo das enzimas indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e triptofano 2,3-dioxigenase
(TDO). Essa mudanga reduz a disponibilidade de triptofano para a sintese de serotonina,
comprometendo sua concentragdo nas fendas sinapticas (Belleau; Treadway; Pizzagalli, 2019).
As citocinas pro-inflamatérias acessam o SNC por vias como, via humoral, a permeabilidade
da barreira hematoencefalica (BHE) aumenta, permitindo a entrada de citocinas circulantes,
como o TNF-a ou a via neural, citocinas periféricas influenciam diretamente a atividade de
células nervosas (Tracey, 2002).

Outro neurotransmissor afetado pela neuroinflamagdo ¢ o glutamato, crucial para a
excitotoxicidade observada em vérias condi¢des neuroldgicas. A ativagdo da IDO resulta em
niveis elevados de quinurenina, cujos metabolitos, como o acido quinolinico, estimulam os
receptores NMDA do glutamato, promovendo a liberagdo excessiva de célcio e danos neuronais
(Belleau; Treadway; Pizzagalli, 2019).

Além dos efeitos diretos sobre neurotransmissores, citocinas inflamatdrias prejudicam
a neurogénese e a neuroplasticidade, reduzindo a expressao do fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF), fundamental para a saude neuronal e a adaptagdo ao estresse (Fakra; Marotte,
2021).

Acerca disso, a neuroinflamacdo estd envolvida em doencas neuropsiquiatricas
pelo desequilibrio de citocinas € do microambiente do SNC, sendo assim estudos buscam
simular essa inflamacao por meio de uma endotoxina bacteriana lipopolisacarideo Escherichia

coli para compreender melhor essa via e essa interagao.
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1.4 Lipopolisacarideo

O lipopolisacarideo (LPS) endotoxina bacteriana ¢ uma molécula que se encontra
abundantemente na membrana externa das bactérias gram-negativas, como a Escherichia coli.
E reconhecido molecularmente pelo sistema imunoldgico do hospedeiro através do receptor
tipo Toll-like (TLR4), ativando uma tempestade de citocinas que ativa a resposta imune
periférica e apds uma exposi¢ao prolongada ativa a resposta imune do SNC, conforme mostrado
na (Figura 1). O lipidio A, uma das trés regidoes da molécula do LPS, representa o centro
imunorreativo do LPS devido ao reconhecimento especifico e muito sensivel desta estrutura
por numerosos componentes celulares e humorais da imunidade inata.

Sua estrutura quimica se diferencia entre as espécies de bactérias, mesmo dentro da
mesma espécie. Essas diferencas, e outras geradas dependendo do meio em que as bactérias se
desenvolvem, podem resultar no reconhecimento mais fraco do lipideo A, evadir a resposta
imune inata e afetar a imunidade adaptativa (Fujifilm, 2017).

Com essa ativagao da resposta imune as células da imunidade sao ativadas como a
micréglia e outras células do SNC que sdo moduladores positivos e cruciais de varias fungdes
como a manutencao da neuroplasticidade. No entanto, uma atividade inflamatéria excessiva ou
prolongada de citocinas perturba multiplas fungdes neuronais, incluindo comprometimento da
sinalizacdo, interrupcao da sintese, recaptacao e liberacdo de neutransmissores, podendo assim
gerar comportamentos tipos depressivos (Beurel; Toups; Nemeroff, 2020).

Sendo assim, ressalta- se que os disturbios depressivos sao marcados por profundas
alteragdes na estrutura, fungdo e responsividade cerebral, e por isso, ha maior incapacidade dos
pacientes em se adaptarem ao ambiente. Assim, as mudangas metabolicas que ocorrem durante
os episddios de depressdo sugerem que ha predominancia em determinadas estruturas, como o
hipocampo que ¢ uma regido extremamente estudada na depressdo, e areas que modulam ou
inibem a expressao emocional (cortex pré-frontal), enquanto outras dreas de processamento

sensorial e aten¢do estdo desativadas (cortex pré-frontal dorsolateral) (Engelhardt,2004).
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Figura 1: Interagao do sistémica periférico com o SNC e a produgéo de citocinas.
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LPS (lipopolisacarideo) ao se ligar ao seu receptor TLR4 (toll-like 4), ativa uma tempestade de citocinas e que

consequentemente ativam o sistema imune periférico e do SNC.

1.6 Baricitinibe

O baricitinibe ¢ um inibidor seletivo e reversivel das enzimas Janus quinase (JAK) 1 e
2. Essas enzimas desempenham um papel crucial na transducdo de sinais intracelulares,
essenciais para a regulacao de diversos processos celulares, como a hematopoese e a resposta
inflamatéria. As JAKs atuam por meio da fosforilagdo e subsequente ativacao de substratos,
ativadores de transcricdo conhecidos como STATs (Signal Transducers and Activators of
Transcription). A ativagdo de STATs resulta na expressdo de genes reguladores de processos
celulares vitais, incluindo a resposta a citocinas, que esta associada a modulacao de diversas
patologias inflamatdrias.

A via JAK/STAT tem sido amplamente estudada, especialmente em modelos que
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exploram as respostas neuronais e gliais a lesdes no SNC. Diante disso, ¢ plausivel considerar
que a via JAK/STAT, particularmente a sinalizagdo mediada por JAK2/STAT3, desempenha um
papel critico na indug¢ao e manutencao da depressao de longa duragao, uma vez que essa forma
de plasticidade sinaptica depende diretamente da integridade funcional de mecanismos
moleculares relacionados a sinaliza¢do glutamatérgica e a atividade inflamatoria no SNC. A
ativacao dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) na regido CA1 do hipocampo, essencial
para a depressao de longa duracao, esta sujeita a modulagdo por fatores neuroimunes, como as
citocinas pro-inflamatdrias, cujos niveis elevados foram associados a disfuncao sinéaptica e a

reducdo da neurogénese em modelos animais de depressdo (Shariq et al., 2019).

Evidéncias sugerem que determinados dominios sintomdticos, como sintomas
somaticos, anedonia e fadiga, podem estar particularmente associados a mecanismos mediados
pela via JAK/STAT. Essa hipotese € refor¢ada por estudos com pacientes portadores de doencas
inflamatorias, como a artrite reumatoide, nos quais a elevagdo na produgdo de citocinas pro-
inflamatorias correlaciona-se com comportamentos tipicos de doenga, os quais parecem ser

modulados por essa via de sinalizagdo (Malemud; Miller, 2008).

Sendo assim a principal indicagdo terapéutica do baricitinibe € o tratamento de artrite
reumatoide ativa em adultos, particularmente nos casos de artrite de moderada a grave
intensidade. Além disso, o medicamento ¢ aprovado para o tratamento de dermatite atopica
moderada a grave, uma condi¢do inflamatodria cronica da pele. O baricitinibe foi aprovado pela
Food and Drug Administration (FDA) para administragdo oral uma vez ao dia, com doses

usuais de 2 mg e 4 mg, e ¢ comercializado pela empresa Eli Lilly do Brasil Ltda.

Artrite reumatoide e dermatite atdpica sao doencgas inflamatorias cronicas que t€m sido
associadas a um risco elevado de comorbidades psiquidtricas, como depressdo e ansiedade.
Estudo realizado por Thyssen et al. (2022) demonstrou que pacientes com dermatite atopica
moderada a grave frequentemente apresentam comorbidades emocionais, como ansiedade e
depressao. No referido estudo, foi observada uma melhoria significativa ndo apenas nos
sintomas dermatoldgicos, mas também nos sintomas emocionais associados, apds a
administracdo de baricitinibe nas doses de 2 mg e 4 mg. Esses achados sugerem uma possivel
relag@o entre processos inflamatorios periféricos e manifestagdes neuropsiquiatricas.

Adicionalmente, em modelos experimentais com animais infectados pelo HIV, o
baricitinibe demonstrou reverter anormalidades comportamentais em testes de reconhecimento
de objetos, sugerindo que o firmaco pode atuar no (SNC). A farmacocinética linear do

baricitinibe no cérebro, evidenciada por esses estudos, implica em um acimulo sustentado do
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farmaco em concentracdes adequadas para exercer efeitos anti-inflamatérios e anti-HIV no
SNC. Esse actimulo sugere que, no estado estacionario, o baricitinibe mantém niveis
terapéuticos suficientes para afetar tanto a resposta inflamatéria como as disfungdes
neurocognitivas (Gavegnano et al., 2019).

Em sintese, o baricitinibe, além de sua acdo bem estabelecida em doencgas inflamatorias
periféricas, como a artrite reumatoide e a dermatite atdpica, apresenta potencial terapéutico no
manejo de comorbidades neuropsiquidtricas associadas a inflamacao, além de efeitos
promissores no tratamento de distirbios cognitivos no contexto de infec¢des virais cronicas.
Esses achados reforcam a necessidade de mais investigagdes sobre o impacto de inibidores de

JAK no SNC e suas aplicagdes terapéuticas em doencas neuropsiquiatricas.

Figura 2: Representagdo do mecanismo de a¢do do BARI e sua interagdo com as citocinas.
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JAK sdo enzimas Janus quinase que sdo ativadas em resposta inflamatoria, as enzimas sdo fosforizadas
representada pela letra P, conforme a imagem e ativam as STATs (Signal Transducers and Activators of
Transcription). A ativagdo de STATs resulta na expressdo de genes reguladores de processos celulares vitais,

incluindo a resposta a citocinas.
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2 JUSTIFICATIVA

Os transtornos mentais representam o principal agravo de doengas, superando outras
condi¢des cronicas. Estima-se que as doencas neuropsiquidtricas sejam responsaveis por
aproximadamente um tergo da carga global de incapacidade, com a depressdo sendo a condi¢ao
com maior impacto. Esse panorama destaca a crescente relevancia da compreensao dos fatores
subjacentes as patologias neuropsiquiatricas, dado o impacto significativo na qualidade de vida
dos individuos (Rocha; Hara; Paprocki, 2015).

Nessa condi¢cdo hd uma preocupacdo, pois estima-se que cerca de dois tergos dos
pacientes com depressdo ndo apresentem resposta adequada ao tratamento inicial com
antidepressivos e que, aproximadamente, 30% dos pacientes ndo respondam a multiplas
intervengoes farmacologicas (Li et al., 2021).

Nesse contexto, estudos sobre os transtornos mentais vem crescendo e buscando
reforcar outras hipoteses envolvidas na fisiopatologia da depressdo. Estudos indicam que
pacientes com dermatite atopica, estdo mais suscetiveis ao desenvolvimento de transtornos
psiquiatricos, possivelmente devido a interacdo entre a inflamagdo sistémica e alteragdes no
ambiente cerebral, resultando em disfun¢do neuronal e afetando negativamente o estado
emocional e cognitivo dos pacientes (Giridharan, et al.,2023).

Diante dessa problematica, esse estudo tem como objetivo aprofundar a compreensao
do BARI, um medicamento cuja ac¢do ja demonstrou melhorias significativas nos sintomas de
depressao e ansiedade em pacientes com dermatite atdpica (Thyssen et al., 2022). Embora seu
uso na clinica ja seja bem estabelecido em condigdes inflamatdrias, ainda sdo pouco explorados
os mecanismos que se relacionam essa substdncia com SNC e sua potencial influéncia nos
transtornos mentais.

Para abordar essa lacuna, este estudo buscou investigar esses efeitos do BARI no SNC,
primeiramente em testes in vitro € em seguida, em testes comportamentais e avaliagao de
citocinas hipocampais em camundongos para avaliar seus possiveis efeitos na depressdo,
ansiedade e cognicdo. Compreender melhor essa interacdo do BARI com o SNC podera
contribuir para os avancos do conhecimento na é4rea, mas também poderia abrir novas
possibilidades terap€uticas. O objetivo € oferecer perspectivas translacionais e oferecer
melhoria na qualidade de vida em pacientes que convivem com transtornos mentais associado

a doencas inflamatorias.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar os efeitos do baricitinibe (BARI) sobre as alteragdes comportamentais,

celulares e neuroquimicas em modelo de neuroinflamacéo induzida por lipopolissacarideo.

3.2 Especificos

. Avaliar o potencial protetor BARI contra os danos celulares induzidos por LPS
em células PCI12 e astrocitos a fim investigar os perfis de morte celular, estresse oxidativo e
despolarizagao mitocondrial.

. Determinar os efeitos do BARI nos niveis de citocinas pro-inflamatorias (TNF-
a, IL-1P e IL-6) em células PC12 e astrdcitos desafiados com LPS.

. Avaliar o efeito do BARI sobre as alteragdes comportamentais relacionadas ao
processo inflamatorio induzido por LPS nos testes campo aberto, placa perfurada, nado forcado
e reconhecimento de objetos.

o Analisar o potencial do BARI sobre as citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-
6 no hipocampo dos camundongos submetidos ao LPS.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Substincias utilizadas

4.1.1 Baricitinibe

O baricitinibe (OLUMIANT ®) foi obtido por meio de doagdes nos Hospitais Sao José,
Waldemar de Alcantara e Hospital Geral de Fortaleza. A dose utilizada nos testes in vivo foi
determinada a partir de estudos que definiram 10 mg/kg como dose experimental, escalonada
para humanos em 2 mg (Reece et al., 2021). Para o preparo, o comprimido revestido foi
desintegrado com auxilio de uma seringa e dissolvido em agua destilada, sendo a solugao
preparada diariamente durante os experimentos.

Nos testes in vitro, o seguinte protocolo: um comprimido de 4 mg de BARI foi
dissolvido em 5 ml de DMSO (solu¢do mae, contendo 100% de DMSO). Em seguida, 7,5 ul da
solugdo mae foram adicionados a 150 ul de PBS, formando a solugdo de trabalho. Para o
experimento, 40 ul dessa solucdo foram adicionadas no primeiro po¢o € nos demais foi
realizada diluicdo seriada, apds o teste de ensaio de redugdo do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazdlio brometo (MTT) foram selecionadas as concentragdes de trabalho 1,25 uM,

0,63 UM, 0,31 uM.

4.1.2 Lipopolissacarideo

Para a inducdo da inflamacdo sistémica, foi utilizado lipopolissacarideo (LPS) de
Escherichia coli, sorotipo 055:B5 (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, EUA). Todas as so-
lugBes foram preparadas dissolvendo o LPS em solucéo salina estéril a 0,9%. A selecéo das
doses nos experimentos in vivo seguiu dados prévios da literatura: a dose de 0,5 mg/kg foi
baseada em estudo realizado por Oliveira (2021) com 0 mesmo grupo de pesquisa, enquanto a

dose de 1 mg/kg foi adotada conforme descrito por Ali et al. (2020).

Para os experimentos in vitro, as células foram tratadas com LPS na concentragéo de 50
pg/mL, diluido em tampéo salino fosfatado (PBS) estéril, com pH ajustado para 7,4. A escolha

dessa concentracédo foi fundamentada em dados previamente publicados por Rebougas (2024).
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4.1.3 Antidepressivo de referéncia

Para o controle nos testes in vivo foi utilizado o antidepressivo oxalato de escitalopram
ou fluoxetina (EMS®) que foram dissolvidos em solucdo salina 0,9%, obtendo-se a dose de
10mg/kg. A dose foi definida com base em estudos anteriores com modelo animal (Ali et al.,

2020).

4.2 Testes In vitro

Os testes in vitro, todos foram realizados em colaboragdo com o laboratério de
Bioprospec¢do Farmacéutica e Bioquimica Clinica (LBFBC), com apoio do Prof. Dr. Tiago

Lima Sampaio.

4.2.1 Manutencio e cultivo celular

As linhagens celulares utilizadas foram de feocromocitoma de rato, células PC12
(Apabcam, Rio de Janeiro, RJ, BRA) e astrécitos de murinos, isoladas e atribuidas pelo grupo
da Universidade Federal de Sdao Paulo (Erustes et al 2018).

As células PC12 constituem uma linhagem derivada de feocromocitoma da glandula
adrenal de rato, originalmente estabelecida a partir de um meduloblastoma adrenal
transplantavel (Greene e Tischler, 1976). Como células de origem catecolaminérgica, as PC12
possuem a capacidade de sintetizar, armazenar e liberar catecolaminas, especialmente
dopamina e norepinefrina. Sob estimulo do fator de crescimento nervoso (NGF), essas células
sofrem diferencia¢do, adquirindo caracteristicas semelhantes as de neurdnios simpaticos. Essa
diferenciagdo se reflete em mudangas morfoldgicas e funcionais, como a emissdo de
prolongamentos celulares, formacao de estruturas andlogas a sinapses € desenvolvimento de
propriedades de excitabilidade elétrica (Xie et al., 2023).

Por sua vez, os astrocitos, células amplamente distribuidas na substancia cinzenta e
branca do cérebro e da medula espinhal, apresentam notavel heterogeneidade morfoldgica e
funcional. Eles desempenham um papel fundamental na manuten¢do da homeostase do sistema
nervoso central (SNC). A maioria das sinapses no SNC encontra-se envolta por prolongamentos
perissindpticos de astrocitos, estruturas ultrafinas que constituem um "bergo astroglial"

essencial para a formagdo, maturagdo e manutencdo das conexdes sinapticas. Esses
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prolongamentos sdo ricamente dotados de transportadores que regulam os niveis de ions e
neurotransmissores na fenda sinaptica, além de fornecerem suporte metabolico local e atuarem
na remogao de espécies reativas de oxigénio, contribuindo assim para a prote¢ao neuronal e o
equilibrio do microambiente sinaptico (Verkhratsky, Nedergaard e Leif, 2015).

As células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco modified e Eagles minimal
essential medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino em garradas de cultivo
de polietileno (75cm?, volume de 250mL), incubadas na estufa com as seguintes condigdes:
temperatura de 37°C e atmosfera de 5% de CO», e o crescimento foi observado, em microscopio
de inversdo, a cada 24 horas.

Apobs as células atingirem cerca de 80% de confluéncia, o meio de cultura foi
cuidadosamente removido. Em seguida, as células foram lavadas com PBS (solugdo salina
tamponada com fosfato) estéril para remover residuos e componentes do meio. Para desprender
as células da superficie do frasco, foi utilizada tripsina a 0,05% em uma solu¢do de EDTA a
0,53 mM. A tripsina facilita o desligamento das células, enquanto o EDTA auxilia na remog¢ao
de ions que contribuem para a adesao celular.

Uma vez em suspensao, as células foram contadas em uma camara de Neubauer, um
tipo de hemocitometro especifico para esta finalidade. Para avaliar a viabilidade celular,
utilizou-se o corante azul de Tripan. Este corante € excluido por células viaveis com membranas
integras; no entanto, ele penetra em células inviaveis, cuja membrana perdeu a integridade,
tingindo-as de azul. Dessa forma, na contagem foram consideradas apenas as células nao
coradas, indicativas de viabilidade.

Posteriormente, as células vidveis foram subcultivadas em placas de diferentes tama-
nhos, de acordo com a necessidade do experimento: em placas de 96 po¢os, com uma concen-
tracdo de 1 x 10° células/mL, e em placas de 24 pocos, com uma concentragao de 5 x 10* célu-

las/mL.

4.2.3 Delineamento Experimental

O protocolo experimental foi elaborado com o objetivo de investigar os efeitos do BARI
em astrocitos e células PC12 apos a exposi¢ao ao LPS. Inicialmente, foi determinada a concen-
tracdo ideal de BARI para avaliagdo da viabilidade celular e a citotoxicidade das subastancias.
Com base no estudo realizado por Gavegnano et al. (2019), que demonstrou auséncia de toxi-
cidade em concentragdes entre 0,001 M e 10 M, esse trabalho selecionou para os experimentos
uma faixa de concentracdes de 5 uM a 0,08 pM, visando melhor adequagdo ao modelo celular

utilizado.
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As células foram primeiramente expostas ao LPS por 24 horas para indugdo de uma
resposta inflamatoéria. Em seguida, iniciou-se o tratamento com BARI nas concentragdes pre-
viamente estabelecidas (5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM, 0,31 uM, 0,16 uM e 0,08 uM),
mantendo-se a exposi¢do combinada ao LPS + BARI por mais 24 horas.

Ap6s esse periodo, foram realizadas andlises para avaliagdo dos seguintes parametros:
morte celular, alteragdes no potencial de membrana mitocondrial, producao de espécies reativas
de oxigénio (ERO) e niveis de citocinas pro-inflamatorias. O delineamento experimental deta-

lhado esta ilustrado na Figura 3.

Figura 3: Delineamento Experimental dos experimentos in vitro.
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4.2.4 Teste de viabilidade celular

Para avaliar a citotoxicidade do baricitinibe nas linhagens celulares PC12 e astrécitos,
foi realizado o teste de reducdo do MTT [Brometo de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazélio], conforme descrito por Mosmann (1983).

Primeiro, as células foram cultivadas como previamente descrito e plaqueadas em uma
concentracdo de 1 x 10° células /mL em placas de 96 pogos, onde permaneceram incubadas
overnigth a fim de garantir aderéncia na placa. Em seguida, foi adicionado o baricitinibe nas
concentragdes de 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,63 uM, 0,31 uM, 0,16 uM e 0,08 uM. A placa foi
incubada por 24h.

Apbs o periodo de incubacdo, as placas foram centrifugadas (2800 rpm, 5 minutos, a
25°C) e lavadas com PBS. Em cada poco, foi adicionada uma solugdo de MTT (concentracdo
de 5 mg/mL, em um volume de 10%), e as placas foram incubadas por 3 horas. O MTT, um
composto amarelo, foi reduzido em células viaveis pela acdo de desidrogenases mitocondriais
e citoplasmaticas, formando cristais de formazan, de cor roxa.

Ao final da incubacdo, o sobrenadante foi descartado, e 100 uL de DMSO puro foi adi-
cionado para lisar as células e dissolver o formazan. A placa foi colocada em um agitador por
30 minutos para homogeneizacéo e, por fim, a absorbancia foi medida em um leitor de micro-
placas a 562 nm, conforme mostrado na figura 4.

Para avaliar a os danos causados por LPS, utilizamos a técnica de citometria de fluxo,
que permite analisar as caracteristicas fisicas e moleculares de células em suspensdo. Esse
método organiza as células em um tUnico fluxo, permitindo que elas passem individualmente
por um feixe de luz. A interagdo entre as células e o feixe gera sinais que sdo captados por
detectores e posteriormente processados e analisados. Dessa forma, conseguiu-se avaliar a
conformidade e integridade das células tratadas com 50 ug/mL de LPS, ou seja, cé€lulas que
receberam apenas LPS, comparando-as com o grupo controle (células nao tratadas com LPS)
quanto com o grupo tratado com LPS seguido de baricitinibe as mesmas descritas anteriormente
com base no ensaio de MTT. A analise foi realizada utilizando a marcagdo com 7-Amino-
Actinomicina D (7-AAD) e a Anexina V conjungada com Ficoeritrina (ANX/PE), que indica

apoptose e necrose celular.
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Figura 4: Fluxograma das etapas do teste de viabilidade celular para avaliacdo da citotoxicidade do BARI.
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4.2.4 Avaliacao da integridade de membrana e exposicao da fosfatidilserina

Para avaliar o mecanismo de morte celular foi utilizada os marcadores 7-Amino-
Actinomicina D (7-AAD) e a Anexina V conjungada com Ficoeritrina (ANX/PE). A 7-AAD ¢
um derivado fluorescente da actinomicina D, que quando ¢ excitado no comprimento de onda
480nm emite uma fluorescéncia em 647nm. Esse fluorocromo intercala entre as fitas de DNA,
porém em células vidveis € incapaz de atravessar a membrana plasmatica, portanto quando as
células apresentam a marcacdo significa que apresenta perda da integridade da membrana
plasmatica, caracteristicas importantes para avaliar necrose celular (Chan; Mcculley; Kessel,
2017).

O marcador Anexina V, ¢ amplamente utilizado para detectar apoptose em células. A
anexina € uma proteina que tem afinidade pela fosfatidilserina que normalmente esta localizada
na face interna da membrana plasmatica. Durante a apoptose a fosdatilserina ¢ translocada para
a face externa da membrana celular, tornando a ligagdo com anexina V possivel (Figura 5).

Para executar a andlise, as células foram suspensas com 50 pL de tripsina, e em seguida,
foram centrifugadas (2800rmp/5 min/ 25°C) e foi adicionado 100uL de tampao de ligagao e em
seguida adicionou-se 5 pL / cada pogo de (Anx+/7-AAD+). O procedimento foi realizado

utilizando um kit comercial (4dnexin V PE Apoptosis Detection Kit I, BD Biosciences). Apos
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15 minutos de incubagdo em ambiente sem luz, foi adicionado 400 pL de tampao de ligagdo em

cada tubo e as células foram analisadas no citometro de fluxo (F4CSCalibur — BD Biosciences).

Para analise dos resultados, foram consideradas as células ndo marcadas como viaveis, células

com dupla marcacao sdo consideradas em processo apoptético tardio, marcadas com Anexina

V, indicativo de apoptose e com 7AAD, debris celulares (podendo ser sugestivo necrose),

conforme representado na figura 5 (Rocha; Hara; Paprocki, 2015).

Figura 5: Demonstragdo do funcionamento do teste de marcagéo e avaliacdo de apoptose e necrose.
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4.2.5 Avaliacao do potencial transmembranico mitocondrial

Para a anélise do potencial de membrana mitocondrial foi utilizado o corante Rodamina
123 (Rho123) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Ele ¢ capaz de ligar-se a mitocondria de
células vivas. Por ser um corante fluorescente catidnico, torna-se permeavel a membrana da
célula, incorporando-se no interior da organela, ja que possui elevado potencial elétrico
negativo, emitindo fluorescéncia vermelha. Alteragdes no potencial mitocondrial
transmembranico induz o efluxo de Rodamina 123, reduzindo a fluorescéncia (Figura 6)
(Johnson et al., 1980).

Alteracdes ao nivel da integridade mitocondrial (potencial transmembranico) podem ser
detectados em ensaios de citometria de fluxo por aumento da fluorescéncia verde no citoplasma
comparado a fluorescéncia vermelha mitocondrial, indicando uma difusdo da Rhol23 da
mitocondria para o citosol em células danificadas (Figura 6). Sendo assim, o fluorocromo
Rodamina 123 liga-se as membranas mitocondriais e inibe o transporte de elétrons, dificultando
a respiracao celular. A intensidade de fluorescéncia relativa produzida pela marcagdo de

mitocOndrias ativas foi coletada através do filtro de fluorescéncia vermelha.

Figura 6: Representacdo do teste de analise do potencial transmembranar mitocondrial com o corante Rodamina
123.
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4.2.6 Avaliaciao da Producao de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) no Citoplasma

O cnsaio baseia-se na introducdo da sonda nao fluorescente 2',7'-diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA) nas células, fornecendo um substrato oxidavel (DCFH). O
DCFH-DA ¢ um composto estavel e lipofilico, capaz de atravessar a membrana plasmatica. No
citoplasma, enzimas citosélicas, como as esterases, desacetilam o DCFH-DA para formar a
2',7'-diclorofluoresceina (DCFH), que fica retida no citoplasma devido a sua polaridade.
Espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas durante a explosao respiratoria oxidam o DCFH,
formando a 2',7'-diclorofluoresceina oxidada (DCF-oxi), que emite fluorescéncia verde com
excitagdo em 488 nm e detecgao entre 515-545 nm sensor (Figura 7).

A intensidade da fluorescéncia verde produzida pela formagdo de DCF-oxi ¢
proporcional a capacidade oxidativa da célula, refletindo a quantidade de metabolitos
oxidativos produzidos (Aranda et al., 2013).

O processo de marcagdo foi realizado no escuro. Doze horas antes da leitura, 10 pL de
DCF foram adicionados a cada poco, seguido de incubacdo em estufa por 12 horas. No dia da
leitura, as células foram tratadas com 100 pL de tripsina para suspensdo, transferidas para tubos
de eppendorf e centrifugadas (2800 rpm, 5 min, 25°C). O sobrenadante foi descartado, as
células foram lavadas com 500 puL de PBS, centrifugadas novamente, e finalmente ressuspensas
em 200 pL de PBS para leitura no citometro.

Os resultados de DCFH e Rhodaminal23 foram obtidos a partir da intensidade relativa
de fluorescéncia, calculada com base nos valores absolutos de intensidade e expressa em média
geométrica. A média do grupo controle foi atribuida como valor 1,0, e as médias dos demais

grupos foram expressas em valores proporcionais (Pokorny et al., 2014).



Figura 7: Demonstragdo de como funciona o teste para analise de espécie reativa de oxigénio através da
conversdo de DCFH-DA em DCFH e DCF-oxi.
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Fonte: Rebougas, 2024.

5.0.7 Avaliacao dos niveis de IL-1p, IL-6 e TNF- a no sobrenadante das células
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Para avaliar a atividade do baricitinibe na neuroinflamagao, foi utilizado um

ensaio imunologico (ELISA) comercial (Biolegend, EUA) para medir os niveis das citocinas

pro-inflamatorias IL-1p, IL-6 e TFN-a. Os experimentos foram realizados com sobrenadantes

de culturas celulares de PC12 e astrocitos, que foram divididos em trés grupos experimentais:

grupo LPS: recebeu apenas lipopolissacarideo (LPS), grupo LPS + Baricitinibe: recebeu LPS e

foi tratado com baricitinibe, grupo controle: apenas as células sem nenhum tratamento. As

etapas do teste de ELISA, foram seguidos conforme o manual do fabricante.
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4.3 Testes in vivo

4.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, com peso entre
14 e 20 g, provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceara (UFC). Os animais foram mantidos em condi¢des controladas,
com temperatura de 22 + 1°C e ciclo claro/escuro de 12 horas. Foram alojados em gaiolas
ventiladas, com 5 camundongos por gaiola, e apenas fémeas para esse trabalho foram incluidas
no rack para garantir a sincronia do ciclo estral. Agua e ragdo foram fornecidas ad libitum.
Os experimentos seguiram os principios éticos de experimentacdo animal e foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFC, sob o namero
2015120523, conforme detalhado no Anexo A.

4.3.2 Delineamento experimental

Os animais passaram por um periodo de adaptagdo necessario antes da realizagdo dos
testes experimentais. Para a sincronizagao do ciclo estral, os camundongos foram mantidos na
mesma estante, em caixas proximas, porém sem contato direto com outros animais, de modo a
sincronizar seus ciclos.

Apo6s o periodo de adaptacdo, foi iniciado o protocolo experimental, cujo objetivo era
avaliar os efeitos do BARI em um modelo de inflamag¢do induzido por LPS. Foram realizados
trés protocolos sendo que no protocolo 1 teve como foco a analise comportamental de parame-
tros relacionados a atividade exploratoria, ansiedade, cogni¢do e sintomas depressivos. Foram
utilizados os testes de campo aberto, reconhecimento de objetos e teste do nado forgado. Adi-
cionalmente, foi testado um protocolo experimental ndo previamente explorado pelo grupo de
pesquisa desse trabalho, a exposi¢ao continua ao LPS por cinco dias. O antidepressivo de refe-
réncia utilizado para comparagao foi a fluoxetina, conforme estabelecido em estudos anteriores
(Ali et al., 2020).

Visando aprofundar a avaliagdo dos efeitos ansioliticos e antidepressivos, este protocolo
incluiu os testes de campo aberto, nado forcado e o teste da placa perfurada. Neste protocolo,
utilizou-se o escitalopram como antidepressivo positivo controle. Além disso, a dose de LPS

foi aumentada com o intuito de investigar se uma intensidade maior da inflamacao poderia
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provocar alteragdes comportamentais mais evidentes, especialmente em relacio ao fendtipo de-
pressivo.

Considerando que a exposi¢ao ao LPS por cinco dias utilizada nos protocolos anteriores,
nao foi suficiente para induzir um comportamento depressivo nos animais, assim o protocolo 3,
optou-se por um regime prolongado de administracdo do LPS por dez dias consecutivos conhe-
cido pelo grupo de pesquisa desse trabalho, analisado por Oliveira, 2021. O objetivo foi verifi-
car se uma exposi¢ao inflamatoria mais duradoura poderia gerar alteracdes comportamentais
mais consistentes, permitindo a caracterizagdo de um modelo mais fidedigno de depressao in-

duzida por inflamagao.

Protocolo 1

Neste protocolo, os camundongos receberam inje¢des intraperitoneais didrias de LPS
0,5 mg/kg durante 5 dias e uma hora ap6s cada administracao de LPS, os animais foram tratados
por via oral com solugao salina (controle), baricitinibe (10 mg/kg) ou fluoxetina (10 mg/kg).Os
grupos experimentais (n=8-10 animais) (Figura 8).

- Controle (CT): animais foram submetidos a uma administragdo (i.p) diaria de solucao
salina 0,9% e a mesma solu¢ao por via oral durante os 5 dias.

- SAL+ BARI: animais receberam salina (i.p) uma vez ao dia e baricitinibe 10mg/kg
por (v.0) durante 5 dias.

- SAL+FLU: animais receberam uma vez ao dia injegoes (i.p) de solucdo salina 0,9% e
fluoxetina (10mg/kg) por (v.0) durante 5 dias.

- LPS 0,5mg/kg + SAL: foram tratados com LPS 0,5mg/kg (i.p) uma vez ao dia e salina
(v.0) durante 5 dias.

- LPS 0,5mg/kg + BARI 10mg/kg: receberam uma vez ao dia LPS (i.p) e BARI (v.0)
durante 5 dias.

- LPS 0,5mg/kg + FLU 10mg/kg: receberam LPS (i.p) uma vez ao dia e FLU (v.0) du-
rante 5 dias.

Apenas no protocolo 1 foi realizado o teste reconhecimento de objetos, pois os resulta-
dos indicaram que o LPS induziu déficit cognitivo no protocolo de cinco dias, e que o BARI
apresentou nao reverteu esse déficit. Nos demais protocolos, buscou-se compreender a ativi-
dade do BARI nos comportamentos preditivos de depressdo e ansiedade, uma vez que, no

primeiro protocolo, essa atividade ndo foi observada.
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Protocolo 2

O procedimento foi semelhante ao descrito no Protocolo 1, com a diferenca de que,
neste caso, o controle antidepressivo padrao foi substituido por escitalopram (10 mg/kg) em
vez de fluoxetina e a dose do LPS foi usada a de 0,5mg/kg ou 1mg/kg conforme ilustrado na
Figura 9.

- Controle (CT): animais receberam injec¢des i.p de solugado salina 0,9% e mesma solugao
por via oral durante 5 dias.

- LPS 0,5mg/kg + SAL: receberam LPS 0,5mg/kg (i.p) e salina (v.0) durante 5 dias.

- LPS 1mg/kg + SAL: receberam LPS 1mg/kg (i.p) e salina (v.0) durante 5 dias.

- LPS 0,5mg/kg + BARI 10mg/kg: receberam LPS (i.p) e BARI (v.0) durante 5 dias.

- LPS Img/kg + BARI 10mg/kg: receberam LPS (i.p) e BARI (v.0) durante 5 dias.

- LPS 0,5mg/kg + ESC 10mg/kg: receberam LPS (i.p) e ESC (v.0) durante 5 dias.

Protocolo 3

Neste protocolo de maior duragdo, os camundongos receberam LPS (0,5 mg/kg) por via
intraperitoneal (i.p) por 10 dias. A partir do 6° dia, iniciou-se a administragdo oral diaria de
solugdo salina (controle), baricitinibe (10 mg/kg) ou escitalopram (10 mg/kg), realizada uma
hora apds a injecao de LPS, sendo mantido este tratamento mantido até 10° dia do experimento
(Figura 10). Os grupos, contendo 8-10 animais por grupos que estao representados a seguir:

- Controle (CT): animais receberam injecdes (i.p) de solucao salina 0,9% e mesma so-
lugdo por (v.0) durante 10 dias.

- LPS 0,5mg/kg + SAL: foram tratados com LPS 0,5mg/kg (i.p) uma vez ao dia durante
dez dias e no 6° ao 10° receberam solucao salina (v.0).

- LPS 0,5mg/kg + BARI 10mg/kg: foram tratados com LPS 0,5mg/kg (i.p) uma vez ao
dia durante dez dias e no 6° ao 10° receberam baricitinibe (v.0).

- LPS 0,5mg/kg + ESC 10mg/kg: receberam com LPS 0,5mg/kg (i.p) uma vez ao dia
durante dez dias e no 6° ao 10° receberam escitalopram (v.0).

Nos protocolos 1 e 2 (duragdo de 5 dias), os camundongos foram submetidos a testes
comportamentais no 6° dia; enquanto que no protocolo 3 (duracdo de 10 dias), esses testes foram
realizados no 11° dia. Esses testes buscavam avaliar os efeitos dos tratamentos na atividade e
no comportamento dos animais.

Depois dos testes comportamentais, os animais foram submetidos a uma analise do ciclo
estral, feita por meio de lavado vaginal. Em seguida, os camundongos foram eutanasiados, e a

area dissecada do cérebro foi o hipocampo, para posterior realizagdo das analises neuroquimicas.
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Figura 8: Delineamento experimento do protocolo 1 de exposi¢do ao LPS 0,5mg/kg durante 5 dias.
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Figura 9: Delineamento experimento do protocolo 2 de exposi¢ao ao LPS 0,5mg/kg ou LPS 1mg/kg durante 5 dias.
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Figura 10: Delineamento experimento do protocolo 3 de exposi¢do ao LPS 0,5mg/kg durante dez dias.
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4.4 Testes Comportamentais

4.4.1 Campo Aberto

O teste do campo aberto foi realizado em um aparato quadrangular com dimensdes de
32 cm x 32 cm. Cada animal foi colocado individualmente no centro do dispositivo e teve 6
minutos para explorar livremente o ambiente, sendo 1 min de adaptagdo e 5 minutos de teste.
Durante o experimento, foram observados e registrados os seguintes parametros
comportamentais: distancia percorrida e o tempo na zona central. Ap6s cada sessdo, o aparelho
foi higienizado com uma solugdo de alcool diluido para evitar interferéncias entre os testes.
Todo o procedimento foi gravado e posteriormente analisado utilizando o software Anymaze,

garantindo maior precisdo nos resultados (Figura 11) (Chem; Lit;Archer 1973).

Figura 11: Demonstragdo do teste campo aberto
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4.4.2 Teste Nado Forcado

O teste do nado for¢ado ¢ considerado um teste padrao ouro para averiguar o0 compor-
tamento depressivo-simile em roedores. Trata-se de um teste no qual o animal ¢ colocado indi-
vidualmente em cilindros de acrilico contendo dgua (altura: 35 cm; didmetro: 24 cm) com tem-
peratura entre 25-27°C, durante 6 minutos, sendo (1 min de adaptagdo e 5 min de teste) evitando
o desconforto. O teste avalia o comportamento de desesperanga e/ou desmotivagdo do animal,
mensurado pelo tempo de imobilidade, considerado este parametro quando o animal faz apenas
movimentos minimos para manter a cabeca fora da dgua. Todo o procedimento foi gravado e
posteriormente analisado utilizando o sofiware Anymaze, garantindo maior precisdo nos resul-

tados (Figura 12) (Porsolt et al., 1978).

Figura 12: Teste nado forcado
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4.4.3 Teste da placa perfurada

O teste da placa perfurada utilizado para avaliar o comportamento exploratério em
camundongos foi o proposto por File e Wardill, (1975). Este teste apresenta um aparato qua-
drangular de 20 x 20 cm com 16 orificios espacados uniformemente, suspenso a uma altura de
45cm aproximadamente. Durante 5 minutos foi avaliado, individualmente, a frequéncia em que
o animal colocou a cabega dentro dos orificios, também denominado de “mergulhos” ou head
dips. Tal teste € importante para avaliar o comportamento ansioso dos animais, visto que os
animais possuem medo de altura, e de locais abertos, dessa forma quanto maior a frequéncia de

exposicao aos orificios, menor o comportamento ansioso-simile (Figura 13).

Figura 13: Teste placa perfurada
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4.4.5 Teste de Reconhecimento do objeto novo

Este teste ¢ baseado na tendéncia natural dos animais a buscarem o novo (Ennanceur;
Delacour, 1988). Inicialmente, os animais foram habituados e colocados em um aparato de acri-
lico (30x30x15) durante 5 minutos. Posteriormente, eles foram retirados e submetidos a outra
caixa por 15 minutos, até o inicio da fase de treino.

Nesta fase de treino, o animal foi colocado novamente no aparato de acrilico contendo
2 objetos iguais (OI) e durante 5 minutos, foi permitido explorar o ambiente e os objetos. Apds
15 min de intervalo, ocorreu efetivamente o teste, o animal foi colocado novamente na arena
teste e um dos objetos iguais foi substituido pelo objeto novo (ON). Durante 5 minutos, o tempo
que o animal explorou cada um dos objetos foi anotado (Aquino et al.,2020) (Figura 14). O
resultado foi expresso como indice de reconhecimento a um objeto novo, sendo obtido a partir
da seguinte férmula:

Indice de reconhecimento: (tempo ON - tempo OI)/ (tempo ON + tempo OI)
Figura 14: Teste reconhecimento de objetos
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4.4.6 Determinacio do Ciclo Estral

O ciclo reprodutivo dos roedores, conhecido como ciclo estral, tem uma duragdo média
de 4 a 5 dias. Em camundongos, esse ciclo ¢ dividido em quatro fases: proestro, estro, metaestro
e diestro, durante as quais os niveis de estrogénio variam significativamente (Marcondes; Bi-
anchi; Tanno, 2002). A determinagdo da fase do ciclo estral ¢ considerada fundamental, uma
vez que os niveis hormonais, especialmente o estrogénio, podem interferir diretamente nos re-
sultados experimentais (Rocks; Cham; Kundakovic, 2022). A identificacao da fase do ciclo foi
realizada por meio do método de lavagem vaginal seguido da analise citoldgica do esfregaco.

No esfregaco vaginal, predominam células epiteliais superficiais com nucleo arredon-
dado, células epiteliais cornificadas e leucdcitos, sendo que a composicao celular varia con-
forme a fase do ciclo estral. Durante o proestro, observa-se uma predominancia de células epi-
teliais nucleadas, caracterizadas por nicleos bem arredondados. Na fase de estro, predominam
células epiteliais cornificadas. No metaestro, ha a presenca de células cornificadas associadas a
um aumento no numero de leucocitos. Por fim, no diestro, verifica-se um elevado niimero de
leucdceitos acompanhado por células epiteliais nucleadas (Zhao et al.,2012)

O procedimento experimental envolveu a realizagdo de um lavado vaginal com 100 pL
de soro fisioldgico a 0,9%. Para isso, a ponteira foi cuidadosamente posicionada proéximo a
entrada do canal vaginal do animal, permitindo a lavagem sem o despejo direto do soro. O
processo foi repetido até que a maxima quantidade de células dispersas no muco fosse coletada,
seguindo-se a coloragdo e identificacdo celular conforme o protocolo descrito por (McLean;
Byrne; Kerlin, 2012),Ap0s a secagem, os esfregagos foram corados com Violeta Cristal a 0,1%
e analisados em microscopio Optico com objetiva de 10x, possibilitando a observacao dos tipos
celulares presentes e a identificacdo da fase do ciclo estral (Figura 15).

Esse método detalhado possibilitou uma avaliacdo das fases do ciclo estral, essencial

para compreender possiveis interferéncias do ciclo nos comportamentos analisados.
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Figura 15: Demonstracdo do protocolo lavado vaginal.
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4.5 Teste neuroquimico

4.5.1 Dosagem de Citocinas

A éarea dissecada foi o hipocampo, posteriormente homogeneizada em tampao PBS (8
volumes) contendo inibidor de protease (EMD Biosciences). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos, € o sobrenadante foi coletado para analise. A con-
centracdo das citocinas IL-6 e TNF-a foi determinada utilizando o método ELISA (R&D® Sys-
tems, Minneapolis, MN, EUA), conforme as instrugdes do fabricante. As amostras foram ana-

lisadas em volumes de 50 pL, e os resultados foram expressos em pg/g de tecido.
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4.6 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism versao
8.0 para Windows (GraphPad Software®, San Diego California EUA). Inicialmente, os
resultados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, para verificar a normalidade da amostra.
Em seguida, foi utilizado o teste de analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Sindak'’s,
para resultados paramétricos, ou Kruskall-Walis seguido do teste de Dunn (post hoc) para os
nao paramétricos. Em todas as analises estatisticas, os valores foram representados pela Média
+ Erro Padrio da Média (EPM) ou mediana (25percentil-75percentil), com valores

significativos quando p<0,05.
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5.0 RESULTADOS

5.1 Testes In vitro

5.0.1 Teste de viabilidade celular

A avaliagdo da citotoxicidade do BARI foi realizada em células das linhagens de
astrocitos e PC12, utilizando o ensaio de MTT apos 24 horas de exposi¢do. As concentragdes
testadas em ambas as linhagens foram 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,63 uM, 0,31 uM, 0,16 uM e
0,08 uM. Nos astrocitos, os resultados de viabilidade celular foram (CT: 99,24 + 5,07; 5 uM:
76,29 £ 4,7, 2,5 uM:87,29 + 3,7; 1,25 uM: 92,15 + 3,91; 0,63 uM: 97,28 + 4,82; 0,31 uM:
97,57 £ 5,30; 0,16 uM: 97,98 £ 5,19; 0,08 uM: 101,8 + 4,66), observando-se que apenas a
concentracdo de 5 uM reduziu significativamente a viabilidade celular quando comparada ao
grupo controle, sugerindo toxicidade nesta concentragao as demais concentracdes ndo causaram
reducdo significativa na viabilidade celular, indicando auséncia de toxicidade (Figura 16 A).

Nas células PC12, os resultados foram (CT: 98,51 + 3,27; 5 uM: 92,88 + 4,98; 2,5 uM:
97,12 £3,93; 1,25 uM: 99,30 + 3,78; 0,63 uM: 95,86 * 3,60; 0,31 uM: 96,96+ 3,13; 0,16 uM:
98,73 £ 2,71; 0,08 uM: 104,0 + 2,12), demostrando que nenhuma das concentragdes testadas
causou redug¢do significativa na viabilidade celular em comparagao ao controle, indicando que
o BARI ndo apresentou toxicidade nessas condigdes experimentais (Figura 16 B).

Com base nos resultados obtidos, optou-se por trabalhar com as concentragdes de 1,25
uM, 0,63 uM e 0,31 uM para os experimentos subsequentes, tanto para astrocitos quanto para
células PC12, ja que estas concentragdes demonstraram auséncia de citotoxicidade significativa
em ambas as linhagens celulares e sdo as trés concentragdes mais altas em comparagdo as

demais.



Figura 16: Teste de viabilidade celular de redugdo de MTT analisando atividade do baricitinibe nos astrocitos

(16 A) e células PC12 (16 B).
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Os resultados sdo mostrados como média + EPM- *p <0,05 vs CT. Para anélise estatistica, foi utilizado ANOVA,

seguido de pos-teste de Tukey. CT: Controle negativo; BARI: baricitinibe.
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5.0.2 Avaliacio do mecanismo de Morte Celular

Para avaliar a integridade celular, utilizamos a marcagdo com Anexina V e 7-AAD,
que distingue diferentes estados celulares com base na integridade da membrana. A marcagao
positiva para Anexina V (Anx+) indica apoptose inicial, enquanto o 7-AAD positivo (7-AAD™)
¢ indicativo de morte celular.

A marcacdo dupla (Anx"; 7-AAD") sugere apoptose tardia ou transi¢do para necrose. Os
grupos experimentais foram: CT (controle, células nao tratadas), LPS (células tratadas com LPS
50 pg/mL) e LPS + BARI, nas concentra¢des de BARI 1 (1,25 uM), BARI 2 (0,63 uM) e BARI
3 (0,31 uM).

Nos astrocitos, foi observada uma redugao percentual no nimero de células viaveis no
grupo tratado apenas com LPS em comparagdo ao grupo controle. Por outro lado, o tratamento
com BARI aumentou significativamente o quantitativo de células viaveis em relagdo ao grupo
LPS (CT: 95,06 £ 0,09; LPS: 91,71 £0,18; LPS + BARI 1: 96,51 +£0,11; LPS + BARI 2 : 94,78
+ 0,06; LPS + BARI 3: 94,78 £ 0,06) (Figura 17 A).

Analisando o processo de apoptose (Anx"; 7-AAD"), houve um aumento significativo
no percentual nas células submetidas ao LPS em comparagdo com o controle, e a redugdo
significativa desse dano foi visualizado apds o tratamento com o BARI (CT: 0,18 + 0,02;
LPS:1,01 £0,04; LPS + BARI 1: 0,33+ 0,01; LPS + BARI 2: 0,62 £0,04; LPS + BARI 3: 0,62
+ 0,04). No processo de necrose (Anx"; 7-AAD") o percentual foi significativo no grupo LPS
em relagdo ao controle, mas o tratamento com BARI diminuiu de forma significativa esses
niveis (CT: 3,06 £ 0,06; LPS: 6,33 = 0,16; LPS + BARI 1: 2,65 + 0,09; LPS + BARI 2: 3,91 +
0,07; LPS + BARI 3: 3,91 £ 0,08). E na marcagdo dupla (Anx"/7AAD"), indicativa de apoptose
tardia, foi menor nos grupos tratados com BARI, reforcando sua ag¢do protetora contra a morte
celular (CT: 1,69 + 0,05; LPS: 0,95 + 0,04; LPS + BARI 1: 0,68 = 0,03; LPS + BARI 2: 0,72 +
0,07; LPS + BARI 3: 0,72 £ 0,07) (Figura 17 A).

Na linhagem PC12, observamos uma reducao nas células viaveis tratadas com LPS
comparada com o grupo controle, quando tratadas com o BARI aumentou significativamente
em relagdo ao grupo LPS (CT: 95,29 + 0,22; LPS: 87,28 £ 0,58; LPS +BARI 1:91,89 + 0,93;
LPS + BARI 2: 90,49 + 0,18; LPS + BARI 3:93,22 + 0,22) (Figura 17 B).

No processo de apoptose (Anx"; 7-AAD") ocorreu um aumento no percentual nas células
submetidas ao LPS comparadas com o controle, e ndo houve reducdo significativa apés o
tratamento com o BARI (CT: 0,05 £ 0,00; LPS: 0,54 £ 0,06; LPS + BARI 1: 0,22+ 0,04; LPS
+ BARI 2: 0,29 +0,02; LPS + BARI 3: 0,24 + 0,01) (Figura 17 B).
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J& no processo de necrose o percentual foi significativo no grupo LPS em relagao ao
controle, mas o tratamento com BARI diminuiu de forma significativa esses niveis (CT: 3,88 +
0,22; LPS: 10,24 £ 0,48; LPS+ BARI 1: 5,39+ 0,55; LPS + BARI 2: 5,99 £ 0,15; LPS + BARI
3: 4,53 + 0,14). E na marcacdo dupla (Anx"/7AAD"), indicativa de apoptose tardia, foi maior
no grupo LPS comparado com o grupo controle e nos grupos tratados, ndo evidenciou nenhum
resultado significativo, exato na concentracdo BARI 3 que nao foi capaz de reverter o efeito do
LPS (CT: 0,78 = 0,02; LPS: 1,93 + 0,08; LPS + BARI 1: 2,50 + 0,37; LPS + BARI 2: 3,21 +
0,05; LPS + BARI 3: 2,01 £0,17) (Figura 17 B).

Figura 17: Andlise da atividade do baricitinibe na morte celular, apds a exposicéo do LPS.
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Os resultados sdo mostrados como média + EPM p<0,05. CT vs***p<0,05 LPS; BARI ##p<0,05 vs LPS.Para

analise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido por Tukey. CT: Controle negativo, LPS: Lipopolissacarideo,
BARI 1: Baricitinibe 1,25 pM, BARI 2: Baricitinibe 0,63 pM; BARI 3: Baricitinibe 0,31 pM.
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Figura 18: Graficos de densidade mostram a avaliacdo comparativa da via de morte celular. Células necroticas foram marcadas com 7AAD, e apoptoticas com anexina V, em células PC12 e

astrocitos.
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Grafico A: Astrocitos e B: PC12, no eixo x anexina V, marca células com apoptose inicial, no eixo y marca células com apoptose tardia ou necrose celular. Ct: Células sem tratamento; LPS:

Células tratadas com LPS, LPS + B1 1,25 uM; LPS + B2 0,62 uM; LPS + B3 0,31 uM
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Figura 19: Imagens microscépicas das células astrocitos e PC12

A

Figura A observamos os astrocitos e na Figura B as células PC12, em ambas nota-se o comportamento das mesmas expostas ao LPS e tratadas com o baricitinibe, comparado ao grupo controle,
a area demarcada demostra a densidade de células e suas principais diferencgas entre os grupos analisados. CT: Controle, LPS: Lipopolissacarideo, BARI 1: Baricitinibe 1,25 pM, BARI 2:

Baricitinibe 0,63 uM; BARI 3: Baricitinibe 0,31 uM.
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5.0.3 Avaliacao do potencial transmembranico mitocondrial

Neste estudo, em células da linhagem de astrocitos, observou-se que o grupo tratado
com LPS apresentou uma reducdo significativa na fluorescéncia, em comparagdo ao grupo
controle, indicando que o LPS comprometeu a integridade mitocondrial. Nos grupos tratados
com BARI, ndo houve reversao significativa do dano causado pelo LPS. Embora tenha sido
observada uma melhora no grupo tratado com a concentragdo B2, essa diferenca ndo foi
estatisticamente significativa CT: 1,04 (0,75-1,17); LPS: 0,54 (0,45-0,63); LPS + BARI 1: 0,25
(0,21 -0,25); LPS + BARI 2: 0,75 (0,69 -0,76); LPS + BARI 3: 0,24 (0,21- 0,27) (Figura 20 A).

Na linhagem PC12, as células submetidas ao LPS também apresentaram reducdo na
fluorescéncia em comparagdo ao grupo controle, porém, essa reducao nao foi estatisticamente
significativa. Por outro lado, os grupos tratados com BARI demonstraram aumento na
fluorescéncia em relagdo ao grupo LPS, sendo este aumento estatisticamente significativo.
Esses resultados sugerem que o BARI exerce uma atividade protetora nas células PC12 CT:
0,99 (0,99 — 1,00); LPS: 0,68 (0,65-0,79); LPS + BARI 1: 1,16 (0,84- 1,18); LPS + BARI 2:
1,15 (0,90 — 1,19); LPS + BARI 2: 1,16 (1,05 — 1,17) (Figura 20 B).

Figura 20: Avaliacdo da integridade mitocondrial, através da fluorescéncia.
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Os valores estdo representados como mediana (Percentil25-percentil 75)."p<0,05 vs CT;"p<0,05 vs
LPS; ;*"*p<0,05 vs LPS. Teste de Kruskall Wallis, seguido de Dunn. CT: Controle, LPS: Lipopolissacarideo, BARI
1: Baricitinibe 1,25uM, BARI 2: Baricitinibe 0,63 pM; BARI 3: Baricitinibe 0,31 pM.

Figura 21— Histograma representativo do ensaio de Rodaminal23 demonstrando o potencial transmembranico



mitocondrial em células astrocitos (A) e PC12 (B).
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Em A e B estdo apresentados o grupo controle em preto, LPS em vermelho e o grupo tratado com baricitinibe nas

tonalidades de azul, sendo o mais escuro BARI 1 (1,25 pM), azul mais claro BARI 3 (0,31 uM ). Os picos

representam a contagem de eventos (células) e suas respectivas fluorescéncias.
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5.0.4 Analise da producio de espécies reativas de oxigénio (ERO)

Para analisar a atividade antioxidante do baricitinibe em células astrocitos e PC12,
foi realizada uma andlise de citometria baseada na marca¢do com DCF, que permite medir a
fluorescéncia gerada pela oxidagdo do DCF pelas espécies reativas de oxigénio (EROs).

Nos astrocitos, observou-se que as células submetidas ao LPS apresentaram um
aumento significativo na fluorescéncia, indicando uma maior produ¢do de EROs. Em
contrapartida, os grupos tratados com baricitinibe demonstraram uma atividade antioxidante
eficaz, reduzindo significativamente os niveis de fluorescéncia CT: 1,06 (0,91 — 1,11); LPS:
2,11 (1,98-2,16); LPS + BARI 1 1,06 (1,03- 1,09); LPS + BARI 2: 1,11 (1,04 — 1,32); LPS +
BARI 3: 0,67 (0,59 — 0,98) (Figura 22 A).

De forma semelhante, nas células PC12, as células submetidas ao LPS ndo houve
aumento na fluorescéncia em relagdo ao grupo controle. No entanto, os grupos tratados com
baricitinibe mostraram uma reducao significativa dessa fluorescéncia quando comparados ao
grupo LPS, comprovando a atividade antioxidante do baricitinibe com significancia estatistica
CT: 0,99 (0,99 — 1,01); LPS: 1,63 (1,33-1,69); LPS + BARI 1 0,73 (0,69- 0,74); LPS + BARI
2:0,78 (0,76 — 0,85); LPS + BARI 3 0,74 (0,70 —0,77) (Figura 22 B).

Figura 22: Andlise da atividade antioxidante do baricitinibe através da marcacéo de DCF
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Os valores estio representados como mediana (Percentil25-percentil 75).""p<0,05 vs CT;*p<0,05; ;*##p<0,05vs
LPS;##5<0,05; ;##p<0,05 vs LPS. Teste de Kruskall Wallis, seguido de Dunn’s (post hoc). CT: Controle, LPS:
Lipopolissacarideo, BARI 1: Baricitinibe 1,25uM, Baricitinibe 2: 0,63 uM; Baricitinibe 3: 0,31 uM

Figura 23: Histograma representativo do ensaio de DCFH-DA demonstrando a produgao de espécies reativas de
oxigénio em células astrocitos (A) e PC12 (B)
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Nos graficos A e B estdo apresentados o grupo controle em preto, LPS em vermelho e o grupo tratado com
baricitinibe nas tonalidades de azul, sendo o mais escuro BARI 1 (1,25 uM), azul mais claro BARI 3 (0,31 pM ).
Os picos representam a contagem de eventos (células) e suas respectivas fluorescéncias.

5.0.5 Avaliac¢ao de citocinas pré-inflamatorias
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Para avaliar a atividade anti-inflamatoria do BARI, foram mensurados os niveis de IL-
1B, IL-6 e TNF-a no sobrenadante das culturas celulares utilizando o teste de ELISA.

Nos astrocitos, observou-se que o tratamento com LPS, acarretou um aumento nos
niveis de TNF-a em 47,51% em comparagdo ao controle. O tratamento com BARI na
concentracdo B1 mostrou uma redugao de 12,98%, enquanto na concentragdo B2 nao houve
reversao (CT: 1,81+0,37; LPS: 2,67+0,49; BARI: 2,45+0,47; LPS+BARI 1: 1,95+0,12;
LPS+BARI 2: 4,00+0,87) (Figura 24A). Ja nas células PC12, o LPS provocou um aumento
expressivo de TNF-a, de 98,25% em relagdo ao controle, evidenciando o efeito inflamatério do
LPS. Nos tratamentos com BARI, observou-se reducdo de TNF-a de 31,55% na concentragao
B1 e de 26,22% na concentragao B2 (CT: 1,72 + 0,46; LPS: 3,41 + 0,31; LPS+BARI: 0,90 +
0,25; LPS+BARI 1: 2,28+0,64; LPS+BARI 2: 2,50 + 0,72) (Figura 24 B).

Na analise da citocina IL-6 em astrdcitos, observou-se que a exposicdo ao LPS
apresentou um aumento de 62,25% nos niveis dessa citocina em comparacdo ao controle. O
tratamento com BARI na concentracao BARI 1 foi capaz de reverter esse aumento em 17,13%,
demonstrando uma redugdo significativa, enquanto a concentragdo B2 ndo apresentou efeito
relevante (CT: 7,55 +2,40; LPS: 12,25+ 2.31; BARI: 13,16 £6,19; LPS + BARI 1: 8,78 = 1,67;
LPS + BARI 2: 11,86 + 0,94) (Figura 24 C). Por outro lado, nas células PC12, o LPS nao
induziu o aumento de IL-6 esperado, apresentando uma reducao inesperada nos niveis da
citocina. Além disso, os tratamentos com BARI, tanto nas concentracdes BARI 1 quanto BARI
2, ndo mostraram alteracdes significativas nos niveis de IL-6 (CT: 5,10 = 1,53; LPS: 2,98 +
0,092; BARI: 4,05+ 0,51; LPS + BARI 1: 4,97+ 0,72; LPS + BARI 2: 4,57 + 0,62) (Figura 24
D).

Na avaliacdo da citocina IL-1B em astrdcitos, a exposicdo ao LPS apresentou um
aumento de 84,21% em relacdo ao controle, enquanto o tratamento com BARI na concentragao
B1 mostrou uma reducao de 53,80% nos niveis de IL-1pB, indicando uma atividade anti-
inflamatoria robusta. J& a concentragdo B2 ndo apresentou reversdo significativa (CT: 32,55 +
2,05; LPS: 59,96 + 15,54; BARI: 40,73 + 6,46; LPS + BARI 1: 32,89 + 4,17; LPS + BARI 2:
55,10+ 3,71) (Figura 24 E). Nas células PC12, os niveis de IL-1p ndo apresentaram alteracdes
significativas em nenhuma das condic¢des analisadas (CT: 30,38 £+ 1,35; LPS: 27,97 + 2,09;
BARI: 29,45 +1,89; LPS + BARI 1: 31,71 £ 0,19; LPS + BARI 2: 27,36 + 0,95) (Figura 24 F).

Esses resultados destacam a atividade anti-inflamatoria do BARI na concentracao 1 em
astrocitos, especialmente na reversao dos efeitos do LPS, enquanto nas células PC12 os efeitos
inflamatorios induzidos pelo LPS e as respostas ao tratamento com baricitinibe foram menos

evidentes.
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Figura 24: Avaliacdo da atividade na redug@o de citocinas com os grupo tratados com o BARI por meio da
quantificacdo de citocinas (TNF-a, IL-6, IL-1) no sobrenadante de culturas de astrdcitos e células PC12.
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Os resultados sdo mostrados como média + EPM. Para anélise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pos-
teste de Tukey. CT: Controle negativo; LPS: Lipopolissacarideo; BARI: Baricitinibe 1: 1,25uM, Baricitinibe 2 :
0,63 uM; Baricitinibe 3: 0,31 pM.

6.0 Resultados In vivo
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6.0.1 Teste Campo Aberto

O teste de campo aberto € utilizado para avaliar a atividade exploratdria dos animais,
por meio de parametros como distancia percorrida. Além disso, é empregado para analisar o

comportamento ansioso, observando o tempo gasto na zona central.
8.0.1.1 Distancia Percorrida

No protocolo 1, foi analisada a distancia percorrida pelos animais como medida da
atividade exploratoria. Observou-se que o grupo tratado com LPS apresentou uma reducio na
distancia percorrida, indicando menor exploracdo do aparato quando comparado ao grupo
controle. Os grupos ndo apresentaram resultados significativos, porém podemos ver uma
diminuic¢do da distancia percorrida do grupo LPS em comparagdo aos grupos controles (CT:
54,33 £ 5,78; SAL + BARI: 53,36 = 4,98; SAL + FLU: 54,52 + 4,59; LPS 0,5mg/kg: 31,26 +
1,64; LPS 0,5mg/kg + BARI : 37,42 + 5,32; LPS 0,5mg/kg + FLU: 32,89 + 6,19) (Figura 25
A).Ja no protocolo 2, foi administrado LPS nas doses 0,5mg ou 1mg, e o controle positivo foi
substituido pelo ESC para avalia¢do mais detalhada do comportamento exploratorio, observou-
se que o LPS, nas doses de 0,5 mg e 1 mg, causou leve reduc¢do na distancia percorrida (CT:
8,41 +0,79; LPS 0,5 mg/kg: 7,59 + 1,08; LPS 1 mg/kg: 7,52 £ 0,94; LPS 0,5 mg/kg + BARI:
5,83 £0,43; LPS 1 mg/kg + BARI: 7,93 +0,57; LPS 0,5 mg/kg + ESC: 8,29 +0,52) (Figura 25
B). Entre os grupos tratados, a maioria manteve valores semelhantes ao controle, exceto o grupo
BARI + LPS 0,5 mg, que apresentou discreta diminui¢ao na distancia percorrida.

No protocolo 3, a distancia percorrida foi novamente analisada, mas ndo foram
identificadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (CT: 10,63 + 1,01; LPS
0,5mg/kg: 10,11 + 0,66; LPS 0,5mg/kg + BARI: 7,62 + 0,84; LPS 0,5mg/kg + ESC: 8,60 +
0,54) (Figura 25 C). Esses resultados sugerem que, nesse periodo, nem o LPS nem os

tratamentos testados afetaram de maneira significativa a atividade exploratéria dos animais.
8.0.1.2 Tempo na Zona Central

O parametro de tempo na zona central foi avaliado como um indicativo do nivel de
ansiedade dos animais, considerando que animais ansiosos tendem a permanecer predominan-
temente na periferia do aparato. No protocolo 1, foi analisado o efeito do LPS e do tratamento
com BARI ou FLU. Os resultados ndo demonstraram resultados significativos (Controle: 29,89
+ 4,08; SAL + BARI: 29,1445,16; SAL+ FLU:33,83 +5,04; LPS 0,5 mg: 17,33 + 1,73; LPS
0,5mg/kg + BARI : 20,05 + 3,46; LPS 0,5mg/kg + FLU: 21,78 + 5,23) (Figura 25A). J& no
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protocolo 2, o LPS foi administrado nas doses de 0,5 mg/kg ou 1 mg/kg, sendo o controle
positivo substituido pelo ESC, permitindo uma avaliagdo mais detalhada do comportamento
exploratorio. Observou-se que o grupo LPS 1 mg/kg apresentou uma diminuicao significativa
no tempo na zona central em comparagao ao grupo controle, enquanto o grupo LPS 0,5 mg/kg
nao demonstrou alteracoes relevantes. No entanto, o tratamento com BARI em associagdo ao
LPS resultou em uma diminui¢do adicional no tempo na zona central (CT: 22,84 + 5,58;LPS
0,5 mg/kg: 28,93 + 4,98; LPS 1 mg/kg: 8,82 +1,90; LPS 0,5 mg/kg + BARI: 9,74 + 1,54; LPS
1 mg/kg + BARI: 21,46 £ 5,05; LPS 0,5 mg/kg + ESC: 14,46 + 2,74) (Figura 25 B).

No protocolo 3 observou-se que apesar de ndo terem sido estatisticamente significativos,
houve uma reducao no tempo de permanéncia na zona central nos animais que receberam ape-
nas LPS, em comparacgédo ao grupo controle. O tratamento com BARI néo foi capaz de reverter
o efeito do LPS, enquanto o ESC mostrou um aumento no tempo na zona central em relagéo ao
LPS, embora essa diferenca também n&o tenha sido estatisticamente significativa (CT: 28,50
(18,45-70,40); LPS 0,5mg/kg: 19,10 (13,05-23,75); LPS 0,5mg/kg + BARI: 9,95 (8,95 -24,43);
LPS 0,5mg/kg + ESC: 24,10 (10,65- 49,10) (Figura 25 C).

Figura 25: Efeito do baricitinibe na atividade locomotora e exploratodria foi avaliado pela distancia percorrida no
teste campo aberto, em protocolos de 5 e 10 dias.
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Os resultados sdo mostrados como média + SEM. *p <0,05 vs CT; p <0,05 vs CT. Para andlise estatistica, foi
utilizado ANOVA, seguido de pds-teste de Sindak’s . CT: Controle negativo; LPS: Lipopolissacarideo;
SAL:Salina; BARI: Baricitinibe, FLU: Fluxetina; ESC: Escitalopram.

Figura 26: Efeito do baricitinibe na atividade ansiolitica, pelo tempo na zona central do campo aberto, em

protocolos de 5 e 10 dias.
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Nos graficos A e B os resultados sdo representados como média + EPM. *p <0,05 vs LPS 0,5mg; *p <0,05 vs
CT. Para analise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pds-teste Sindak’s.O grafico C Os valores estdo
representados como mediana (Percentil25-percentil 75) .Teste de Kruskall Wallis, seguido de Dunn'’s (post hoc).
CT: Controle, LPS: Lipopolissacarideo, BARI: baricitinibe ESC: Escitalopram.
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6.0.2 Teste Placa Perfurada

O teste da placa perfurada foi utilizado para avaliar o comportamento ansioso dos
animais. No protocolo 2, observou-se 0s seguintes resultados para o nimero de "head dips"
(CT: 34,09 £ 3,24; LPS 0,5mg/kg: 14,91 £2,87; LPS 1mg/kg: 21,82+ 2,52; LPS 0,5mg/kg +
BARI: 22,45 + 3,57; LPS 1mg/kg + BARI : 20,40+1,29; LPS 0,5mg/kg + ESC: 27,55 + 5,32)
(Figura 27 A). Esses dados indicam uma reducdo significativa nos "head dips" no grupo tratado
com LPS 0,5 mg e ha uma diminui¢do também no tratamento com LPS 1 mg/kg em comparacao
ao grupo controle, sugerindo que o LPS foi capaz de induzir um comportamento ansioso, ja no
grupo tratado houve um aumento da exploracdo do animal em comparacéo ao LPS. No proto-
colo 3, resultados demonstraram que, a0 comparar 0 grupo controle com o grupo LPS, houve
uma reducdo no numero de "head dips" no grupo LPS (CT: 23,00 £ 1,11; LPS 0,5mg/kg: 17,50
+2,39). Isso indica que os animais do grupo LPS apresentaram maior comportamento ansioso,
evidenciado por uma menor exploracdo em comparagao ao grupo controle, ja nos grupos trata-
dos com BARI e ESC, os resultados mostraram que os tratamentos ndo foram capazes de re-
verter o comportamento ansioso induzido pelo LPS, conforme resultados (LPS 0,5mg/kg
+BARI: 21,63 +2,33; LPS 0,5mg/kg + ESC: 13,38 +1,32). (Figura 27 B)
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Figura 26: Efeito do tratamento do baricitinibe 10mg/kg no teste placa perfurada, avaliagdo do comportamento
ansioso no protocolo de 5 e 10 dias.
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Os animais (n=6-8animais/grupo), receberam durante 5 dias LPS 0,5 mg/kg ou 1mgkg por via intraperitoneal e
concomitantemente receberam os tratamentos por via oral como ESC 10mg/kg ¢ BARI 10mg/kg. Os valores
estdo representados como média + EPM. “p<0,01vs. Teste One-way ANOVA ,seguido pos teste de Sidak’s CT:
Controle; SAL: Salina; LPS: Lipopolisacarideo; BARI: Baricitinibe; ESC: Escitalopram.
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6.0.3 Teste Nado Forc¢ado

No teste nado for¢ado, o tempo de imobilidade € o principal pardmetro analisado, sendo
que periodos mais longos de imobilidade podem indicar comportamento depressivo.

No protocolo 1, foi observado que o LPS 0,5mg/kg ndo causou um aumento
significativo no tempo de imobilidade, enquanto o grupo LPS 0,5mg/kg + FLU apresentou
maior tempo de imobilidade em compara¢do ao grupo LPS 0,5mg/kg isolado. Esses dados
sugerem que o LPS 0,5mg/kg, em si, ndo foi suficiente para induzir comportamento depressivo
significativo, ap6s os 5 dias de administracdo. A FLU ndo demonstrou seu efeito terapéutico
esperado neste protocolo e que o BARI ndo mostrou resultado antidepressivo nesse protocolo
(CT: 68,50 £ 19,08; SAL + BARI: 118,10 +18,87; SAL + FLU: 147,10 £ 7,25; LPS 0,5mg/kg:
78,30 £9,36 ; LPS 0,5mg/kg + BARI :88,60 + 13,08; LPS + FLU: 135,60 +12,34) (Figura 28
A).

Posteriormente, foi realizado o protocolo 2 utilizando LPS nas doses de 0,5 mg e 1 mg,
além do controle positivo com ESC. Os resultados obtidos foram: (CT: 99,06 + 20,42; LPS
0,5mg/kg :139,3 +17,68; LPS 1mg/kg:139,5 + 16,20; LPS 0,5mg/kg + BARI: 1455 + 24,61,
LPS 1mg/kg+ BARI: 55,82 + 14,11; LPS 0,5mg/kg + FLU: 171,8 £+ 16,05) (Figura 28 B), os
dados indicam que o LPS, em ambas as doses, aumentou o tempo de imobilidade em relagao
ao grupo controle, embora essa diferenga ndo tenha sido estatisticamente significativa.
Observamos uma diminuicdo significativa no tempo de imobilidade no grupo BARI + LPS 1
mg/kg em comparagdo ao grupo LPS 1 mg/kg, sugerindo um efeito de reversdo do dano
induzido pelo LPS na dose mais alta. Por outro lado, o grupo LPS 0,5 mg/kg+ ESC nao
apresentou diferengas significativas, indicando auséncia de efeito protetor relevante do ESC
nessa condigao.

No protocolo 3 obtivemos como resultados (CT: 130,5 + 12,52; LPS 0,5mg/kg: 207,8
+ 20,53) o LPS 0,5mg/kg foi capaz de aumentar o tempo de imobilidade do animal, em
comparagdo ao grupo controle, sendo capaz causar um comportamento depressivo-simile. Nos
grupos tratados (LPS 0,5mg/kg + BARI: 175,8 £ 20,70; LPS 0,5mg/kg + ESC: 206,0 + 13,83)

ndo foram capazes de reverter o dano causado pelo LPS.
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Figura 28: Efeito do tratamento do baricitinibe 10mg/kg no teste nado forgcado no protocolo de 5 dias de LPS.
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Os animais (n= 6-8 animais/grupo), receberam 5 dias LPS 0,5 mg/kg ou LPS 1mg/kg por via intraperitoneal e
concomitante os tratamentos por via oral FLU 10mg/kg ou ESC 10mg/kg ou BARI 10mg/kg . Os valores estdo
representados como média = EPM. *p<0,01vs LPS; ¥p<0,01vs LPS Img ;"*p<0,01 vs CT . Teste One-way
ANOVA, seguido pos teste Sidak’s. CT: Controle, LPS: Lipopolissacarideo, SAL:Salina; BARI: Baricitinibe, FLU:

Fluoxetina, ESC: Escitalopram.
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6.0.4 Reconhecimento do Objeto Novo

O teste de reconhecimento de objetos avalia a memoria de curto e longo prazo. Neste
trabalho, analisamos a memoria de curto prazo em um protocolo de 5 dias de administragao de
LPS, associado aos tratamentos com BARI e FLU (CT: 0,24 + 0,09; LPS 0,5mg/kg: -0,09 +
0,07; LPS 0,5mg/kg+ BARI: 0,06 + 0,12; LPS 0,5mg/kg +FLU: 0,23 +£0,07). Observou-se que
o LPS apresentou uma redugdo no indice de reconhecimento de objetos em contrapartida, os
grupos tratados com baricitinibe e fluoxetina mostraram aumento desse indice em comparagao

com o grupo tratado apenas com LPS 0,5mg/kg (Figura 29).

Figura 29: Efeito do baricitinibe na memoria curto prazo mensurado no teste reconhecimento de objetos.
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Os animais (n=8/10animais/grupo), receberam durante 5 dias LPS 0,5 mg/kg por via intraperitoneal e
concomitantemente receberam os tratamentos por via oral como FLU 10mg/kg e BARI 10mg/kg. Os valores
estdo representados como média +£ EPM. “p<0,01vs CT; #p<0,01vs LPS 0,5mg. Teste One-way ANOVA , seguido
pos teste de Sidak’s. CT: Controle, LPS: Lipopolissacarideo, BARI: Baricitinibe, FLU: Fluoxetina.
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6.0.5 Ciclo Estral

Para a andlise do ciclo estral, realizou-se o lavado vaginal apos a observag¢do dos
comportamentos dos animais. Observou-se que eles estavam predominantemente nas fases de
estro e metaestro, em processo de transi¢do. Protocolo 1: A maioria dos animais encontrava-se
na fase de estro; Protocolo 2: Os animais estavam em metaestro e diestro, sugerindo uma fase
de transi¢do; Protocolo 3: A maioria estava em estro, enquanto alguns apresentavam-se em
metaestro, também indicando um estagio de transi¢ao.

Na fase de estro, nota-se a predominancia de células epiteliais cornificadas, que sdo
irregulares, anucleadas e resultantes do processo de queratinizagdo associado a maturagdo
celular e a exposi¢do ao estrogénio (Figura 30 A).

Na fase de metaestro, observa-se uma mistura de células epiteliais cornificadas e
leucocitos (Figura 30 B), enquanto na fase de diestro ha a presenga de células cornificadas,
células epiteliais nucleadas e um numero significativo de leucécitos (Figura 30 C). Além disso,

nas fases de metaestro e diestro, hd presenca de estrogénio e aumento de progesterona.

Figura 30: Esfregago vaginal representando as diferentes fases do ciclo estral dos camundongos.

A B C

A figura (A) ilustra o estagio de estro, enquanto a figura (B) representa o metaestro e a figura (C) diestro. Cada
fase do ciclo ¢ identificada por meio de citologia vaginal, com base nas células presentes no esfregago vaginal.
Nas imagens, observam-se células epiteliais cornificadas (indicadas pela seta amarela), leucdcitos (indicados
pela seta vermelha), células epiteliais nucleadas (indicadas pela seta verde).
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6.0.6 Teste Neuroquimico

8.0.6.1 Dosagem de Citocinas

A analise das dosagens de citocinas no hipocampo dos niveis de TNF-a e IL-6 no grupo
LPS em comparagdo ao grupo controle e aos grupos tratados. Observou-se que ndo houve
redugdo dessas citocinas, nos grupos tratados com baricitinibe e fluoxetina TNF — o, CT: 20,45
(11,33-32,07); LPS 0,5mg/kg 36,76 (14,41-65,45); LPS 0,5mg/kg + BARI: 21,17 (13,51 -
26,00); LPS 0,5mg/kg + FLU: 27,26 (9,19-50,95) (Figura 31 A) e a citocina IL-6, CT: 154,0
(56,61-217,00); LPS 0,5 mg/kg: 296,00 (89,00 -352,00); LPS 0,5mg/kg + BARI 1: 192,70
(95,35 -270,50) ; LPS 0,5mg/ kg + FLU: 189,80 (49,03 -389,40) (Figura 31 B).

Figura 31: Analise da atividade antiinflamatoéria do baricitinibe por meio da quantificacao de citocinas (TNF-a,
IL-6) no hipocampo em animais submetidos a exposicao de LPS.
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Nos graficos A e B os valores estdo representados como mediana (Percentil25-percentil 75). Teste de Kruskall
Wallis, seguido de Dunn'’s (post hoc). CT: Controle, LPS: Lipopolissacarideo, BARI: baricitinibe FLU: Fluoxetina.

7.0 DISCUSSAO
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Os transtornos mentais t€ém se tornado uma questdo de grande preocupacao global,
considerando o aumento expressivo no nimero de pessoas afetadas. Segundo estimativas da
Organizag¢do Mundial da Satde (OMS), aproximadamente 450 milhdes de pessoas em todo o
mundo sofrem de transtornos psiquiatricos. Entre os mais prevalentes destacam-se os
transtornos de ansiedade, depressao e déficits cognitivos (Rocha; Hara,Paprocki,2015)

Nesse contexto, de crise mundial em saude mental, este trabalho teve como objetivo
explorar o potencial do BARI, um medicamento amplamente utilizado no manejo da artrite
reumatoide e dermatite atdpica.

Assim, buscou-se compreender qual o efeito do baricitinibe nas células do SNC, como
os astrocitos e células PC12. Os astrocitos sdo células da glia, que desempenham papéis
fundamentais, como regulamentacdo do metabolismo do glutamato, defesas antioxidantes e
respostas inflamatorias/ imunes. As células PC12 sdo amplamente estudadas, pois exibem
caracteristicas semelhantes a neur6nios e auxiliam na compreensdo das doengas neuroldgicas,
incluindo sobrevivéncia neuronal, proliferacao e diferenciagdo (Zaho et al.,2023).

Neste estudo, investigada a atividade do baricitinibe (BARI) em células PCI12 e
astrocitos por meio de diferentes abordagens experimentais. Inicialmente, realizou-se o teste de
reducdo de MTT para avaliar a citotoxicidade da substancia. Os resultados mostraram que
apenas na concentracdo de 5 pM foi toxica para astrocitos, enquanto nas células PC12 nao
houve evidéncias de toxicidade. Estudo anterior em mondcitos também indicaram a auséncia
de toxicidade significativa dentro da faixa de concentracdes testadas (0,001 uM a 10 pM),
reforcando a seguranga do baricitinibe (Gavegnano et al., 2019).

Nesse contexto, ao chegarmos na compreensao da faixa de concentragao viavel para as
células, buscamos compreender a atividade do baricirinibe na prote¢ao de células PC12 e
astrocitos contra os danos induzidos por LPS, que ¢ conhecido por desencadear inflamacao
podendo gerar morte celular por apoptose ou necrose . Utilizamos a marcagdo com anexina V
e 7-AAD para avaliar as respostas celulares, sendo a anexina V indicativa de apoptose e o 7-
AAD de necrose (Zimmermann; Meyer, 2011). A dupla marcacdo permite avaliar células
apoptoticas tardias e necroéticas, gerando morte celular.

Nas células de astrdcitos, observou-se que a exposi¢ao ao LPS resultou em um aumento
significativo das células marcadas por anexina V e 7-AAD, indicando que o LPS foi capaz de
induzir tanto apoptose quanto necrose, o que estd de acordo com achados previamente
reportados na literatura (Rebougas, 2024). No entanto, quando as células foram tratadas com

baricitinibe, observou-se uma reducdo significativa na apoptose e necrose, sugerindo que o
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baricitinibe foi capaz de proteger essas células contra os danos induzidos pelo LPS. Isso pode
ser explicado pela capacidade do baricitinibe de inibir a via JAK/STAT, especialmente a
ativacao de STAT3, que esta fortemente envolvida na transducdo de sinais pro-inflamatérios e
antiapoptoticos. A inibicdo dessa via pode modular negativamente a expressao de citocinas
inflamatoérias e de proteinas antiapoptoéticas, como Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) e Bcl-x1 (B-cell
lymphoma-extra large) aumentando, assim, a susceptibilidade das células a apoptose e
promovendo a protecao contra necrose assim visto nas células PC12 (Duan et al., 2013).

Ao comparar os resultados em células PC12, que sdo mais sensiveis a estimulos
neurotoxicos, notamos que o LPS induziu um aumento nas células marcadas por 7-AAD,
evidenciando necrose, mas nao foi observada uma significativa inducdo de apoptose, o que
pode sugerir que as células PC12 apresentam uma resposta diferente das células de astrocitos
quando expostas ao LPS. Este fendmeno pode ser atribuido a natureza diferente dessas células,
enquanto os astrdocitos desempenham um papel ativo na resposta imunoldgica e inflamatoria,
as c¢lulas PC12, embora também neurotroficas, sdo menos suscetiveis a inducdo de apoptose
quando comparadas aos astrécitos, que sdo células de defesa do sistema nervoso central (Ng &
Ma, 2019).

A protegao conferida pelo baricitinibe foi observada de maneira mais pronunciada nas
células astrocitos, onde tanto a apoptose quanto a necrose foram mitigadas, e nas células PC12,
onde a protecao foi mais evidente contra a necrose. Como discutido por Duan et al., (2013) a
ativacdo de STAT3, mediada por JAKs, € critica para a expressdao de genes que regulam a
sobrevivéncia celular, incluindo proteinas antiapoptdticas. No entanto, a inibi¢ao dessa via pode,
paradoxalmente, ndo apenas aumentar a sensibilidade das células a apoptose em algumas
condi¢des, mas também reduzir a inflamacdo e estresse oxidativo, proporcionando uma
protecdo contra necrose.

Portanto, os dados obtidos neste estudo corroboram a literatura existente ao demonstrar
que o baricitinibe, ao inibir a via JAK/STAT, modula a resposta inflamatodria e a morte celular,
proporcionando prote¢do contra necrose €, em menor grau, contra apoptose, dependendo do
tipo celular e do contexto do estimulo. Essa diferenciacdo na resposta ao LPS pode estar
relacionada ao papel especifico das células PC12 e astrocitos na modulagdo da inflamagao e do
estresse celular (Zhang,2018). Assim, o baricitinibe se apresenta como um possivel agente
terapéutico para proteger as células neuronais e gliais contra danos induzidos por inflamacao,
com implicacdes em doengas neurodegenerativas e outras condi¢des inflamatorias do sistema
nervoso.

No contexto da morte celular, diversos fatores favorecem o processo apoptotico,
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incluindo a ativagdo de sinalizagdes pro-inflamatorias, a geracdo excessiva de Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO), a falha na homeostase redox e a produgcdo de mediadores
inflamatorios. As ERO desempenham papéis importantes na sinalizacdo celular e na defesa
contra microrganismos invasores. Contudo, quando produzidas em excesso, levam a danos
celulares, incluindo necrose. O cérebro ¢ particularmente vulnerdvel ao estresse oxidativo
devido ao seu alto consumo de oxigénio, elevada concentragdo de lipidios (suscetiveis a
peroxidacdo) e sistemas antioxidantes relativamente menos eficientes. Esses fatores tornam as
ERO uma das principais causas de neurodegeneracdo, além de estarem envolvidas na
patogénese do transtorno depressivo maior (Bhatt; Nagappa; Patil, 2020).

Neste estudo, buscou-se analisar se o baricitinibe tem uma atividade antioxidante nas
células PC12 e astrdcitos através da marcagdo (DCFH-DA). Observou-se que o tratamento com
LPS aumentou significativamente a fluorescéncia, indicando elevacao na produgdo de ERO,
corroborado com Reboucas (2024). No entanto, nos grupos tratados com baricitinibe, houve
uma reducao significativa na fluorescéncia, sugerindo uma atividade antioxidante.

Nossos achados estdo em concordancia com os dados reportados por estudo de Wang et
al., (2023), que demonstrou que a hiperativa¢ao da via JAK2/STAT3 suprime a expressdo ¢ a
atividade da glutationa peroxidase (GPx3), uma enzima chave na neutralizagdo de ERO em
células renais. A reducdo da GPx3 contribui para o acimulo de espécies reativas e o
desequilibrio redox. O baricitinibe, como um inibidor seletivo dessa via, interfere promovendo
um equilibrio redox e a redu¢dao de ERO. Esses resultados sugerem que a modulacio do eixo
JAK2/STAT3 pelo baricitinibe pode ser um mecanismo importante na atividade antioxidante,
com implicagdes relevantes na neuroprote¢do e na redugdo de processos inflamatérios.

Além disso, ¢ fundamental destacar a importdncia das mitocOndrias, organelas
intracelulares responsaveis pela producao de trifosfato de adenosina (ATP), a principal fonte de
energia celular. O cérebro, como tecido de maior demanda energética, € especialmente sensivel
a disfun¢do mitocondrial. Quando ocorre essa disfungao, seja devido ao estresse oxidativo ou a
fatores inflamatorios, ha alteragdes significativas na cascata bioquimica celular. Dentre essas
alteragoes, os danos a cadeia de transporte de elétrons tém sido apontados como um fator crucial
na patogénese de diversos transtornos neuropsiquiatricos (Rezin et al., 2009).

Neste cendrio, utilizou-se a marcacdo com Rhodamine 123 (Rhol123), que permite
identificar células viaveis por meio da fluorescéncia mitocondrial. Observou-se um aumento
significativo da fluorescéncia nas células do grupo controle em comparacao ao grupo tratado
com LPS, indicando que o LPS causou disfungdo mitocondrial. Nos grupos tratados com

baricitinibe, especialmente nas células PC12, foi verificado uma atividade protetora
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mitocondrial.

Os resultados indicam que o baricitinibe, por sua acdo como inibidor seletivo de
JAK1/JAK?2, reduz a producdo de espécies reativas de oxigénio, resultando em menor estresse
oxidativo e consequente preservacao das membranas mitocondriais. O acimulo de ERO nas
células pode causar danos as mitocondrias, comprometendo sua funcdo e levando a morte
celular. Ao diminuir os niveis de ERO, o baricitinibe parece exercer um efeito protetor,
mantendo a integridade mitocondrial e prevenindo o agravamento dos danos celulares (Crider;
Pillai, 2017)

Atuando a nivel intracelular, Bari modula a atividade de enzimas Janus, interrompendo
a sinalizagdo de diversos mecanismos, incluindo aqueles que sao mediados por receptores de
citocinas (Dowty et al., 2019).

Nesse contexto, foi avaliada a agdo do BARI sobre niveis de citocinas pro-inflamatorias,
como a IL-1, TNF-a e a IL-6 desempenham um papel crucial na regulagdo de processos
neuroinflamatdrios. Pesquisas recentes sugerem uma relagdo entre inflamacdo e alteragdes
estruturais cerebrais, concluindo que a IL-1P estd associada a alteracdes mediadas por
mecanismos inflamatérios e pode ser relevante na fisiopatologia de condigdes como
esquizofrenia e outros transtornos mentais (Williams et al., 2022).Além disso, citocinas como
0 TNF-a e a IL-6, tém sido amplamente estudadas, pois estudos, como Lee e Giuliani (2019)
revelaram que pacientes com depressdo apresentam niveis significativamente elevados dessas
citocinas . Sendo assim, este trabalho mensurou essas citocinas em células PC12 e astrocitos
apos a exposi¢ao de LPS e tratadas com o baricininibe, visto a reversdo dos danos causados
pelo LPS, evidenciando assim atividade antiinflamatéria do BARI, corroborando com a
literatura de (Mcinnes et al.,2019).

Compreendida a atividade protetora do baricitinibe na apoptose € necrose celular, em
virtude de suas propriedades antioxidantes e de protecao mitocondrial em células astrociticas e
PC12, o estudo avangou para os testes in vivo. Esses testes visaram avaliar o impacto do
baricitinibe no sistema nervoso central (SNC), utilizando o teste de campo aberto, que avalia a
atividade exploratoria do animal e permite verificar se a substincia estudada possui efeito
estimulador ou depressor no SNC. Além disso, foi analisado o tempo de permanéncia na zona
central do aparato, uma vez que animais com comportamento tipo ansioso que tendem a
explorar mais as regides periféricas (Chen et al., 2024).

O estudo buscou aprofundar a compreensdo dos efeitos do baricitinibe no SNC,
organizando-se em trés linhas do tempo experimentais. No protocolo 1, foi utilizado um

protocolo de cinco dias, no qual os animais receberam tratamentos orais com baricitinibe e
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fluoxetina. Uma hora ap6és a administragdo dos medicamentos, foi administrado
lipopolissacarieo (LPS) na dose de 0,5 mg/kg por via intraperitoneal. Os resultados indicaram
que o LPS isoladamente reduziu a distancia percorrida pelos animais no teste de campo aberto,
evidenciando seu efeito depressor sobre o SNC. Além disso, o LPS diminuiu o tempo de
permanéncia na zona central do aparato, o que sugere comportamento ansioso-simile.

Por outro lado, a fluoxetina nao apresentou efeitos significativos, tanto estimulatorios
quanto depressores, corroborando resultados prévios da literatura (Ali et al., 2020). De forma
semelhante, o baricitinibe também nao demonstrou efeitos estimulantes ou depressores no SNC
No que diz respeito a protecao promovida pelos tratamentos, nem o a fluoxetina ¢ nem o
baricitinibe resultaram em dados significativos nesta etapa.

No protocolo 2 foi adotado o mesmo protocolo experimental, mas com a inclusdo de
doses de LPS de 0,5 mg/kg e 1 mg/kg, além de um controle positivo utilizando escitalopram
(10 mg/kg). No teste de campo aberto, a analise da distancia percorrida mostrou que o LPS ndo
induziu alteracdes significativas. Quando avaliado o tempo de permanéncia na zona central,
observou-se que o LPS, em ambas as doses, também nao causou danos comportamentais. Esse
resultado pode ser explicado pelo fato de que os animais dessa linha experimental estavam nas
fases de metaestro e diestro do ciclo estral, caracterizadas por niveis elevados de progesterona
e presenca de estrogénio, os quais exercem efeitos protetores, conforme relatado por Barbosa
et al., 2019. Os grupos tratados com baricitinibe e escitalopram ndo apresentaram efeitos
significativos nesses parametros comportamentais.

No protocolo 3, foi utilizado um protocolo de exposi¢do ao LPS por 10 dias
consecutivos, com a dose de 0,5 mg/kg. A partir do sexto dia, os animais passaram a receber 0s
tratamentos. No teste de campo aberto, os pardmetros avaliados incluiram a distancia total
percorrida e o tempo gasto na zona central do aparato. Observou-se que a administracao de LPS
reduziu ambos os parametros, indicando um comportamento inibitdorio nos animais,
caracterizado por menor exploragdao do ambiente e aumento da permanéncia na zona periférica.
Esse comportamento sugere a presenga de ansiedade nos animais expostos ao LPS, resultado
que estd em concordancia com dados previamente descritos na literatura (Oliveira,2021).

Por outro lado, os grupos tratados com baricitinibe ou escitalopram nao apresentaram
alteracdes estatisticamente significativas nesses parametros, sugerindo que, nas condigdes
experimentais descritas, esses tratamentos ndo reverteram os efeitos comportamentais
induzidos pelo LPS nesse teste.

Para investigar se o baricitinibe apresenta atividade ansiolitica, utilizamos como

parametro a quantidade de head dips, um indicativo comportamental amplamente utilizado para
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avaliar ansiedade em modelos animais. Animais ansiosos tendem a evitar a exploracao e
preferem permanecer imdveis no aparato experimental.

Neste estudo, observou-se que no protocolo 2, a administracdo de LPS na dose de 0,5
mg reduziu significativamente o nimero de head dips em comparacdo ao grupo controle
sugerindo um comportamento ansioso-simile nos animais e os grupos tratados com o
escitalopram e baricitinibe ndo causaram efeito significativo, porém foi capaz de proteger o
efeito do LPS. Em contrapartida, a dose de LPS de 1 mg ndo produziu o mesmo efeito. Esse
resultado pode ser atribuido a um possivel processo de adaptagdo imunoldgica a dose mais
elevada de LPS, como se tratasse de uma modulagdo na expressdao de genes envolvidos na
resposta inflamatoria, sugerindo uma reprogramacao do sistema imunoldgico para minimizar
danos teciduais durante exposigdes repetidas a endotoxina (Melo,2008).

Nos resultados obtidos com o protocolo 3, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas. E isso pode ser explicado, pois utilizou-se fémeas, que estavam
na fases do ciclo estral, estro, metaestro e diestro. O estro ¢ uma fase caracterizada por niveis
elevados de estrogénio, o que pode influenciar a resposta biologica ao LPS e ao tratamento,
sendo esse um fator importante a ser considerado para entender as variagdes nos resultados
entre os estudos e o metaestro ¢ uma fase que ha presenca de estrogénio e progesterona e diestro
ha picos de progesterona (Azevedo, 2021) que seus efeitos decorrem na interacdo
principalmente do seu metabolito alopregnanolona  (ALLO) no receptor GABA-A,
apresentando atividade ansiolitica, anticonvulsivante, sedativa e anestésicas (Barbosa et al.,
2019).

Para compreender melhor a agdo do baricitinibe no comportamento depressivo, utilizou-
se teste do nado forcado, reconhecido como padrao-ouro para avaliar comportamentos
depressivos em roedores. No protocolo 1, observou-se que o tratamento com LPS ndo aumentou
o tempo de imobilidade dos animais, enquanto o grupo tratado com fluoxetina apresentou um
tempo significativamente maior de imobilidade.

Esses resultados podem ser interpretados a luz de estudos prévios, que investigaram o
comportamento de camundongos geneticamente modificados para auséncia do gene do
transportador de serotonina (5-HTT knockout). Esses animais exibem caracteristicas
comportamentais semelhantes & comorbidade de ansiedade e depressdo, como aumento do
tempo de imobilidade. A hipotese € que a eliminagdo do transportador de serotonina mimetiza
a acao dos inibidores seletivos de recaptagcdo de serotonina (ISRS), bloqueando a recaptacao da
serotonina e elevando sua concentragdo na fenda sinaptica.

Esse aumento de serotonina, por sua vez, ativa excessivamente os autorreceptores pré-
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sindpticos 5-HT1A, que exercem um mecanismo de feedback negativo, reduzindo a liberagao
adicional de serotonina. Esse fenomeno, conhecido como downregulation adaptativa, pode
contribuir para o aumento do tempo de imobilidade observado no grupo fluoxetina no protocolo
de cinco dias. Esses achados refor¢am a ideia de que a ativagdo prolongada dos receptores 5-
HT1A pode levar a alteragdes comportamentais associadas a depressao (Anyan; Amir, 2018).

Por outro lado, a auséncia de aumento no tempo de imobilidade no grupo tratado com
LPS sugere que o estimulo inflamatério agudo nao foi suficiente para induzir comportamento
depressivo mensuravel no FST nesse modelo experimental. Isso pode estar relacionado a
intensidade da resposta neuroinflamatéria desencadeada pelo LPS, no protocolo 2 o grupo LPS
0,5mg e Img percebe-se um aumento do tempo de imobilidade, porém nao foi significativo.
Por outro lado, no grupo LPS 1 mg + BARI, houve uma reducdo significativa no tempo de
imobilidade. Esse achado estd em concordancia com o estudo de Matsushita et al. (2022), que
demonstrou um efeito do baricitinibe no teste de preferéncia por sacarose, um modelo preditivo
de depressdo.ja que no protocolo 3 dias de exposicao de LPS 0,5mg, observou que o LPS foi
capaz de causar aumento no tempo de imobilidade, sendo um indicativo de um comportamento
depressivo, resultado corroborado com o trabalho de (Oliveira,2021). Porém os grupos tratados
ndo tiveram resultado significativos e isso pode ser explicado devido o tempo de tratamento,
pois os antidepressivos tem um tempo de laténcia para gerar um efeito e o baricitinibe
demostrou um efeito na nivel SNC apos 6 ou 7 dias de tratamento (Gavegnano et al.,2019)

Um estudo realizado por Rubin (2018), evidenciou que aproximadamente 20% das
pessoas diagnosticadas com deméncia apresentam concomitantemente sindrome depressiva,
sugerindo que a depressdo em fases iniciais da vida pode constituir um fator de risco relevante
para o desenvolvimento de deméncia. Baseando-se nessa relagdo, nosso estudo buscou avaliar
os efeitos do baricitinibe na cogni¢ao por meio do teste de reconhecimento do objeto novo,
amplamente utilizado para investigar a memoria em modelos animais.

No presente estudo, os resultados mostraram que a exposi¢dao ao LPS foi capaz de
diminuir o reconhecimento de objetos, indicando que, ap6s 5 dias de exposi¢ao ao LPS, podem
ocorrer danos que afetam a cogni¢ao. Esses achados corroboram outros estudos sobre os efeitos
do LPS na fung¢do cognitiva, como os resultados de Oliveira (2021), que utilizou um protocolo
de exposi¢des prolongadas ao LPS por 10 dias.

Nos grupos tratados, observou-se que a fluoxetina foi eficaz em reverter os danos
causados pelo LPS. Em contraste, o grupo tratado com baricitinibe ndo apresentou reversao
significativa dos déficits cognitivos. Essa diferenca pode ser atribuida ao tempo de tratamento,

uma vez que o teste realizado avaliou a memoria de curto prazo. Em um estudo realizado por
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Gavegnano et al. (2019), foi demonstrado que o baricitinibe, administrado em doses de 10
mg/kg e 50 mg/kg, foi eficaz na reversdo de déficits cognitivos relacionados a memoria de
longo prazo em camundongos infectados pelo virus HIV, ap6s 6 a 7 dias de tratamento. Nesse
estudo, o teste de reconhecimento de objetos foi realizado em dois intervalos de tempo (5
minutos ¢ 2 horas apds a exposicdo aos objetos), com efeitos significativos observados
especificamente no intervalo de 2 horas, sugerindo que o baricitinibe impacta processos de
memoria de longo prazo.

No estudo atual, optou-se por trabalhar com fémeas, considerando as evidéncias que
apontam maior susceptibilidade das mulheres ao desenvolvimento de depressio em
comparagao aos homens, conforme relatado pela OMS, 2023. Além disso, estudos como o de
Hamson et al. (2016) indicam que mulheres sdo mais propensas a desenvolver formas mais
graves de deméncia, bem como a sofrer um declinio cognitivo mais acentuado associado a
doenca de Alzheimer. Essas diferengas sexuais nas caracteristicas ¢ comportamentos t€m sido
frequentemente atribuidas ao envolvimento das flutuagdes hormonais, como os estrogenos e
progesteronas.

Com base nesse contexto, este trabalho investigou o impacto de fatores hormonais no
comportamento de modelos animais. Para as variagdes hormonais, foi realizado o controle do
ciclo estral das fémeas envolvidas no estudo. No protocolo 1 e 3 os camundongos estavam na
fase de estro, enquanto no protocolo 2 estavam na fase metaestro e diestro. A fase estro ¢
caracterizada por alta receptividade e niveis elevados de estrégenos. O estrogeno ¢ um
hormdnio esteroide, exerce seus efeitos por meio da ligacdo aos receptores (ERa) e o (ERp), os
quais podem atuar como fatores de transcri¢do, regulando diretamente a expressdo génica ou
modulando outras vias de sinalizagdo intracelulares (Mishra; Davies; Albensi, 2023).

Evidéncias cientificas indicam que o estrogénio desempenha um papel crucial na
regulacdo da inflamagdo no SNC, particularmente por meio da reducdo da expressdao de
citocinas pro-inflamatorias. Esse efeito anti-inflamatério do estrogénio estd associado a sua
acao neuroprotetora contra doencas neurodegenerativas, como a doenga de Alzheimer (Hamson;
Roes; Galea, 2016b).A neuroinflamagdo cronica € um dos principais fatores contribuintes para
a neurodegeneracdo, ¢ o fator nuclear kappa-B (NF-kB) ¢ um regulador central da resposta
inflamatoria. O estrogénio, especialmente na forma de 17B-estradiol (E2), demonstrou inibir a
ativacdao do NF-kB, o que resulta na reduc¢do da transcri¢ao de genes relacionados a inflamacgao
no SNC. Esse mecanismo ajuda a diminuir os danos neuronais induzidos pela inflamagao
cronica, contribuindo para efeitos neuroprotetores em condi¢cdes neurodegenerativas (Yan et

al.,2023)



87

As fases de metaestro e diestro no ciclo estral sdo marcadas por uma reducao nos niveis
de estrogénio e pelo predominio de progesterona, que atinge picos elevados na fase diestro.

Embora o estrogénio esteja presente em quantidades reduzidas durante essas fases, ele
desempenha um papel significativo na regulag@o neural, incluindo a intera¢do com o sistema
GABAérgico. O estrogénio modula a atividade do receptor GABA-A, influenciando a
neurotransmissao inibitoria e contribuindo para a regulacdo do equilibrio neural e do
comportamento emocional (Barbosa et al., 2019).

Além disso, a progesterona, sintetizada tanto nos ovarios quanto in situ no sistema
nervoso central, também exerce efeitos substanciais sobre o sistema GABAérgico. Seu
metabolito ativo, a alopregnanolona (ALLO), se liga com alta afinidade aos receptores GABA-
A, aumentando a eficacia da neurotransmissdo inibitoria. Essa interagdo resulta em
propriedades ansioliticas, anticonvulsivantes, sedativas e anestésicas, que sao amplamente
documentadas na literatura cientifica (Reddy,2010).

Estudos experimentais com modelos animais demonstraram que a progesterona e seus
metabolitos possuem efeitos neuroprotetores. Em pesquisas envolvendo lesdes do nervo ciatico,
foi observado que a progesterona promove a mielinizagdo e acelera o reparo neuronal. Além
disso, em modelos de degeneracdo neural, como no sistema dopaminérgico, a progesterona
apresentou propriedades protetoras, possivelmente mediadas por sua capacidade de modular
tanto os receptores GABA-A quanto outros sistemas neuroquimicos relacionados.

Dessa forma, a interagdo do estrogénio e da progesterona com o sistema GABA¢rgico
destaca sua importancia ndo apenas na regulacdo do ciclo reprodutivo, mas também na
manutengdo da homeostase neural e no desenvolvimento de potenciais intervengdes
terapéuticas (Barbosa et al., 2019).

Além disso, este trabalho buscou investigar a atividade anti-inflamatéria do baricitinibe
no hipocampo de animais submetidos a administracdo de LPS. Observou-se que o LPS ndo
aumentou significativamente os niveis de citocinas inflamatorias em comparacdo ao grupo
controle. Esse achado pode ser justificado pelo protocolo de exposi¢cdo ao LPS, que, segundo
Rebougas (2024), ¢ associado a danos e aumento de citocinas em protocolos com 10 dias de
duracgdo. Assim, ¢ possivel inferir que o tempo de exposi¢do empregado neste estudo nao foi
suficiente para provocar um aumento expressivo dos danos inflamatorios.

Nos grupos tratados com fluoxetina, ¢ importante destacar que o mecanismo de agao
desse farmaco estd relacionado a inibigdo seletiva da recaptacao de serotonina, ndo diretamente
a modulacao de citocinas. No caso do baricitinibe, os resultados ndo evidéncia uma redugao

significativa para proporcionar um efeito anti-inflamatorio, possivelmente devido ao tempo
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limitado de tratamento. Esses fatores ressaltam a necessidade de estudos adicionais para
elucidar o impacto do tempo de exposi¢ao e tratamento no contexto investigado.

Nesse contexto, esse estudo sugere que o protocolo experimental de 5 dias ndo foi
suficientemente sensivel para detectar alteragdes significativas no comportamento depressivo.
No entanto, esse protocolo foi eficaz em causar danos que puderam ser mensurados por meio
de testes preditivos de ansiedade e fungao cognitiva. Por outro lado, o protocolo de 10 dias foi
capaz de induzir danos que previram comportamentos ansiosos, além de evidenciar um
comportamento depressivo no teste do nado for¢ado.

E importante destacar que algumas variaveis podem ter influenciado os resultados, uma
vez que este estudo foi conduzido com camundongos fémeas, as quais apresentam flutuagdes
hormonais ao longo de seu ciclo estral, o que pode ter interferido nas respostas comportamentais
observadas.

Além disso, destaca-se que o baricitinibe demonstrou atividade relevante em modelos
celulares utilizando astrocitos e células PC12, apresentando efeitos protetores contra a morte
celular, baixa toxicidade e propriedades anti-inflamatérias. Contudo, em estudos in vivo, os
resultados nao foram estatisticamente significativos. Observou-se, que ndo houve reversao dos
efeitos induzidos pelo LPS. Es sugere que estudos adicionais sdo necessarios para compreender
melhor os mecanismos de agdo, incluindo a extensdo do tempo de tratamento e o emprego do

ativo puro em vez do comprimido revestido.

A utilizagdo de comprimidos revestidos de baricitinibe foi uma limita¢do, uma vez que
dificultou a determinacdo exata da dose efetivamente ingerida pelos animais. Além disso, o
tempo de tratamento utilizado pode ter sido insuficiente para permitir uma avaliagdo abrangente
dos potenciais efeitos protetores do farmaco. Outro aspecto relevante a ser considerado ¢ o
impacto do estado fisiologico e comportamental dos animais na sensibilidade ao medicamento.
Por exemplo, estudos anteriores, como o Dossat et al. (2018) mostraram que fémeas da
linhagem C57BL/6J em fase receptivas (estro) ndo responderam a baixas doses de cetamina,

enquanto fémeas ndo receptivas e machos demonstraram resposta a0 mesmo tratamento.

Adicionalmente, a auséncia de um grupo controle composto por machos representou
uma limitagdo significativa neste estudo. Essa lacuna dificultou a analise comparativa entre os
sexos e a avaliagdo do impacto potencial de hormdnios, como o estrogénio, sobre os resultados
observados. Estudos futuros devem considerar essas variaveis para fornecer uma analise mais

robusta e detalhada sobre os efeitos do baricitinibe em diferentes contextos experimentais.
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8.0 CONCLUSAO

Neste estudo, concluiu-se que o baricitinibe demonstrou atividade protetora em células
astrocitos e PC12, promovendo prote¢ao contra apoptose, necrose € morte celular. O composto
também protegeu a integridade da membrana mitocondrial e reduziu o estresse oxidativo
induzido por LPS. Nos experimentos in vivo, os resultados sugerem que a fase do ciclo estral,
bem como a presenca de estrogénio e progesterona, influéncia nos desfechos, possivelmente
devido ao papel protetor desses hormonios. Esses achados reforgam a necessidade de estudos
futuros com camundongos fémeas e machos para elucidar melhor a interagdo entre flutuagdes

hormonais e doengas neuropsiquiatricas.

Além disso, o protocolo de administracdo de LPS por cinco dias mostrou-se eficaz em
induzir danos, evidenciados por comportamentos ansiosos e déficits cognitivos. No entanto, o
protocolo nao foi suficiente para causar comportamentos depressivos em fémeas, porém no
protocolo de dez dias foi visto que o LPS causou danos suficientes para causar comportamento
depressivo-simile. O baricitinibe apresentou efeitos protetores nos testes in vitro, nos testes in
vivo, evidenciou a importincia de testes comportamentais com camundongos fémeas e a
interagdo das flutuacdes hormonais e o sistema nervoso central. Assim, sugere-se a realizacao
de novos estudos que explorem tratamentos mais prolongados com o baricitinibe, visando
compreender melhor seu potencial terapéutico em doencas neuropsiquiatricas, considerando a

protecdo observada em células do sistema nervoso central.
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Tabela 1: Resumo dos resultados do protocolo 1 obtidos apds o tratamento com baricitinibe e fluoxetina em
animais submetidos a exposi¢do ao LPS.

Protocolo 1 (In vivo)

Testes LPS LPS IE)PSS
comportamentaise | CT | SAL + BARI | SAL + FLU 0,5 mg/kg '
o 0,5 mg/kg mg/kg +
neuroquimicos + BARI
FLU
Campo aberto — dis- NS NS NS ldistancia NS NS
tancia percorrida percorrida
Campo aberto — | tempo
tempo na zona cen- NS NS NS na zona NS NS
tral central
| tempo
Nado forcado NS NS Ttempode | o NS NS
imobilidade
central
. | indice de | tempo
Reconhecimento do |\ | Yoconneci- | 1 fempode | o ona NS NS
objeto novo imobilidade
mento central
Citocina TNF-a NM NM NM NM NM NM
Citocina IL-6 NM NM NM NM NM NM
Ciclo Estral Estro

t aumento significativo (p<0,05);

mensurado; SAL: salina; LPS: lipopolissacarideo; BARI: baricitinibe; FLU: fluoxetina.

V' diminuigdo significativa (p<0,05); NS: ndo significativo, NM: néo
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Tabela 2: Resumo dos resultados do protocolo 2 obtidos ap6s o tratamento com baricitinibe e escitalopram em
animais submetidos a exposi¢do ao LPS.

PROTOCOLO 2
LPS LPS LPS
Testes LPS LPS
comportamentais CT | o5 mg/kg | 1mgikg | 9° ma/kg | 1mg/kg+ | 0,5 mglkg
+ BARI BARI + ESC
Campo aberto —dis- | g NS NS NS NS NS
tancia percorrida
Campo aberto — } tempo | | tempo
tempo na zona cen- NS NS na zona na zona NS NS
tral central central
| nimero
Placa perfurada NS | demergu- | NS NS NS NS
(hole-board)
Ihos
Nado Forcado NS NS NS NS | ftempode o
imobilidade

Ciclo Estral

Metaestro e Diestro

t aumento significativo (p<0,05);

mensurado; SAL: salina; LPS: lipopolissacarideo; BARI: baricitinibe; ESC: escitalopram.

V diminuigdo significativa (p<0,05); NS: ndo significativo; NM: néo

Tabela 3: Resumo dos resultados do protocolo 3 obtidos ap6s o tratamento com baricitinibe e fluoxetina em
animais submetidos a exposicao ao LPS.

PROTOCOLO 3
LPS 0,5 LPS
com ;)rre'[sz;;[rensentais il 0 5Ln|:S/k T | U Mg
P P MIKY | gARl | +ESC
Campo aberto —dis- | Ng | ¢ distancia NS NS
tancia percorrida percorrida
| tempo na
Campo aberto — NS zona central NS NS
tempo na zona central
Placa perfurada (hole- NS NS NS NS
board)
1 tempo de
Nado Forcado NS imobilidade NS NS
Ciclo Estral Metaestro

t aumento significativo (p<0,05);

mensurado; SAL: salina; LPS: lipopolissacarideo; BARI: baricitinibe; ESC: escitalopram.

| diminuigdo significativa (p<0,05); NS: ndo significativo; NM: ndo
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Sveicede fedmes = Camd

UNIVERSIDADE :
. FEDERAL Do CEARA T s e

c.ﬂ\nmqmapmpmnmma “lvestigacio do potencial antidepressivo de coichicing ¢ baridtinibe em
medelo de por andeo (LPS) de Escherichia cof em camundonges CSTSUG",
protocolas moCEM#NISIMZB sob 2 bikd, de Francisca Cléa Florenco de Sousa ¢
oquipe; Paclls Emanveila Carvaio de Ohwela; lardja Stéfane Lopes Sales; Larice de Carvalbo Valke; Manoels de
Olivelra Retougas, Shalfa Nara Aires Bandelna; Guendalina Gluva Corsl; Ketsya OUveira dos Santos Albuguengue,
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noemas editadas pefo Censelho Naconat de Controle da Experimentacdo Animal {CONCEA), ¢ fol APROVADA pela
Comisz3o de Etica no Uso de Anmals da Universidade Federal do Ceard (CEUAUFC) ma reunido de 14/07/2023.

We certify that the peoposal “lwestigation of the antidepressant potential of colchicine and barictinib in 3 moded of
neurcinfiammation induced by kpopelysaccharide (LPS) from Escherichia coll in CSTBLS mice”, utikzing 300 Isogenics
mice (300 femaies), protocal number CEUA 2015120523 oo seaetd, Under the responsidility of Francisca Cléa
Florenco de Sousa and team; Paoka Emanualia Canaiho de Olvaia: larcha Stéfane Lopes Sales; Larice de Canalho
Vale: Manoefa de ODveda Rebougas, Sheda Mara Aires Bandewa, Guendaina Giutla Corsl; Xetsya Oliveda dos Santos
Aoquerque; Leticia Rizza de Froktas Magathdes - which involves the production, maintenance ander use of animals
belonging to the phvylum Ch subphrylum Vesteb (except human beings), for scientific research purposes o
teaching - nmm;mummumaomwa.zom Decree 6299 of july 15, 2009, a5 wel as with the
nules issued by the Naticnal Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the
Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Ceard (CEUA.UFC) in the maeting of 07/14/2023
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