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RESUMO

A depressdo € um transtorno crénico e recorrente, cuja prevaléncia na populacdo em geral
situa-se entre 3-11%, sendo altamente incapacitante e associada a aumento da morbidade por
causas médicas e do risco de suicidio. A descoberta de novos antidepressivos com
mecanismos de acao diversos é esperada, na perspectiva de que haja um aumento nas taxas de
remissdo associados ao tratamento farmacoldgico da depressdo. A leptina foi inicialmente
descrita como um hormdnio anti-obesidade e posteriormente, descobriu-se a expressdo das
formas longas do receptor da leptina em estruturas limbicas relacionadas a regulacdo do
humor. Estudos em humanos sugerem seu envolvimento na fisiopatologia da depressdo. A
acdo da leptina no teste do nado forcado assemelha-se aqueles descritos para os
antidepressivos, logo é possivel que os receptores cognatos de dopamina (DA) envolvidos na
fisiopatologia da depressédo estejam envolvidos na atividade antidepressiva da leptina. Assim,
0 presente trabalho investigou o envolvimento da DA e seus receptores (D1- e D2-simile) em
animais submetidos ao desafio imune pela administracdo sistémica de LPS (0,5 mg/kg, ip).
Para tanto foram avaliados os comportamentos relacionados a depressdo: nado forcado,
atividade locomotora e preferencia por sacarose, 24 h apds a administracdo da endotoxina,
respectivamente, ponto de tempo chave para o desenvolvimento de comportamentos tipo
depressivo. Também foram feitas analises neuroquimicas através da avaliacdo dos niveis de
peroxidacdo lipidica (TBARS), glutationa reduzida (GSH), IL-1 p e BDNF nas areas
cerebrais: cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado. Os resultados mostraram que 24
horas p6s a administracdo de LPS ocorreu aumento da imobilidade no teste do nado forgado,
reducdo da preferéncia por sacarose e nenhuma alteracdo no campo aberto quando comparado
aos animais controle caracterizando um comportamento tipo-depressdo induzido por esta
endotoxina. A Leptina foi capaz de restaurar os comportamentos alterados pelo LPS aos
niveis semelhantes ao controle. Nas alteracdes neuroquimicas ocorreu queda dos niveis de
GSH em todas as &reas cerebrais estudadas de animais tratados com LPS, aumento da
peroxidacao lipidica e da IL-1pB, o que esta relacionado a hipdtese oxidativa e inflamatdria da
depressdo. O tratamento com leptina foi capaz de prevenir as alteracdes induzidas por LPS
nos niveis de IL-1p no cortex pré-frontal e corpo estriado e aumentar os niveis de BDNF no
hipocampo, semelhante a Imipramina. Estes achados mostram que neste modelo 0 mecanismo

antidepressivo da leptina envolve um possivel efeito antiinflamatério deste horménio.

Palavras-chaves: Lipopolissacarideo, depressdo, leptina, sistema dopaminérgico.



ABSTRACT

Depression is a chronic and recurrent disorder, whose prevalence in the general population is
between 3-11%, being highly disabling and associated with increased morbidity due to
medical reasons and risk of suicide. The discovery of new antidepressants with different
action mechanisms is expected, with the hope that there is an increase in remission rates
associated with the pharmacological treatment of depression. Leptin was first described as an
anti-obesity hormone and later the expression of the long form of the leptin receptor in limbic
structures related to mood regulation was discovered. Studies in humans suggest its
involvement in the pathophysiology of depression. The action of leptin in the forced
swimming test resembles those described for antidepressants, so it is possible that the cognate
receptors of dopamine (DA) involved in the pathophysiology of depression are involved in
the antidepressant activity of leptin. Thus, the present study investigated the involvement of
DA and its receptors (D1 and D2-like) in animals subjected to immune challenge by systemic
administration of LPS (0.5 mg / kg, ip). To do so we evaluated the behaviors related to
depression: forced swimming, locomotor activity and preference for sucrose, 24 h after
administration of endotoxin, respectively, key time-point for the development of depressive-
like behaviors. Neurochemical analyzes were also done by evaluating the levels of lipid
peroxidation (TBARS), reduced glutathione (GSH), IL-1 B and BDNF in brain areas:
prefrontal cortex, hippocampus and striatum. The results showed that 24 hours after the
administration of LPS there was an increase of immobility in the forced swimming test,
reduction of sucrose preference and no change in open field when compared to control
animals, featuring a depression-like behavior induced by this endotoxin. Leptin was able to
restore the behaviors altered by LPS similar to the control levels. In neurochemical changes
there was a decrease of GSH levels in all brain areas studied in animals treated with LPS,
increased lipid peroxidation and IL-1B, which is related to oxidative and inflammatory
hypothesis of depression. Leptin treatment was able to prevent the LPS-induced changes in
IL-1B levels in the prefrontal cortex and striatum and increase BDNF levels in hippocampus,
similar to Imipramine. These findings show that in this model, the antidepressant mechanism

of leptin involves a possible anti-inflammatory effect of this hormone.

Keywords: Lipopolysaccharide, depression, leptin, dopaminergic system.
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1 INTRODUCAO

1.1 Depresséo

A depressdo é um transtorno cronico e recorrente, caracterizado pela presenca de
cinco ou mais dos seguintes sintomas: humor deprimido, anedonia, sensagéo de inutilidade ou
culpa excessiva, dificuldade de concentracdo, fadiga ou perda de energia, distdrbios do sono,
problemas psicomotores, perda ou ganho significativo de peso, idéias recorrentes de morte ou
suicidio, de acordo com o Manual Diagndstico e Estatistico de Distdrbios Mentais (DSM-1V-
TR, 2000) da Associagdo Psiquiatrica Americana (APA). Esses sintomas aparecem com
frequéncia e podem combinar-se entre si (QUEVEDO, 2009).

Sua prevaléncia na populacdo em geral varia entre 3-11% (FLECK, 2009;
MUELLER et al.,, 1999; POSTERNAK et al., 2006). Em grande parte dos estudos de
realizados em comunidades no Brasil e no mundo, a prevaléncia de depressédo durante um ano
estd entre 8 a 12%, havendo associacdo com o género feminino e ser solteira. Além disso,
possui 0 pico de prevaléncia no final da meia-idade (VILLANO; GNANHAY, 2011). Uma
metanélise de 23 estudos estimou a prevaléncia da depressdo durante a vida em 6,7%
(WARAICH et al., 2004). A depresséo esta associada a incapacidade funcional (PENNINX et
al., 1999) e ao comprometimento da saude fisica (EVANS et al., 2005). Além do mais, a
depressédo esta associada a maior utilizacdo de servigos de saude (JOHNSON et al., 1992) e a
maior risco de suicidio em todas as faixas etarias (HARRIS; BARRACLOUGH, 1997).

Uma informacédo importante obtida com a pratica clinica diaria é a observacéo de
que inibidores da recaptacdo de monoaminas e outros moduladores da funcédo
monoaminérgica melhoram os sintomas em cerca de 50% dos pacientes deprimidos e
produzem uma remissdo em 30% - 40% dos pacientes (CARVALHO et al., 2007; THASE et
al., 2001; TRIVEDI et al., 2006). Estes dados ilustram a enorme heterogeneidade genética de
resposta ao tratamento e esforcos estdo sendo feitos para identificar preditores
farmacogenéticos de uma resposta favoravel ao tratamento com agentes monoaminérgicos
(GARRIOCK et al., 2010; UHER et al., 2009).

1.1.1 Hipdteses e Fisiopatologia da Depressao

No inicio da década de 60, surge a hipdtese monoaminérgica da depressao,

baseada na resposta terapéutica com drogas que aumentam 0s niveis de monoaminas e
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melhoram os sintomas depressivos. A partir de entdo, postulou-se que a depressdo mental é
devido a deficiéncia da atividade monoaminérgica do cérebro (SCHILDKRAUT, 1965).
Recentemente afirma-se que este transtorno mental resulta, em parte, de uma deficiéncia na
atividade monoaminérgica na fenda sindptica (ELHWUEGI, 2004).

Uma caracteristica da hip6tese monoaminérgica que por muito tempo foi
desconsiderada € que ela propSe um mecanismo Unico para depressdo e para drogas
antidepressivas: a depressdo resulta de uma diminuicdo dos niveis de funcionamento de
noradrenalina (NA) e/ou serotonina (5HT), os quais 0s antidepressivos restauram. Essa
mesma simetria € vista em muitas hipoteses recentes, no entanto, a suposicdo de simetria esta
incorreta. H& muitas diferencas entre as bases neurais da depressao e acdo antidepressiva, e a
acdo dos antidepressivos ndo pode ser descrita como revertendo e normalizando 0s processos
que séo disfuncionais no cérebro em depressdo (WILLNER et al., 2013).

Uma evidéncia de que o cérebro de um paciente tratado com antidepressivos ndo
estd em um estado normal vem de estudos em que os efeitos antidepressivos dessas drogas
sdo blogueados por tratamentos agudos. Por exemplo, no trabalho de Willner et al. (2005),
pacientes deprimidos que tinham sido tratados com sucesso com ISRSs, receberam uma dose
baixa de sulpirida, blogqueador do receptor D2 de dopamina (DRD2). Isso causou um retorno
do humor deprimido nos pacientes tratados, enquanto no grupo controle ndo tratado com
antidepressivos e ndo deprimido gerou uma leve melhora do humor. Portanto, outras vias de
sinalizacd@o e neurotransmissores podem estar relacionados com a fisiopatologia da depresséo,
descritos no quadro 1.

Assim, desde a década de 80, processos imunoinflamatorios vendo sendo
relacionados com a etiologia da depressdo (DANTZER et al., 2008). E relatado que uma
infeccdo bacteriana gera comportamento de doenca (do inglés, sickness behavior) e poderia
causar depressao através de alteracGes no estresse oxidativo e nitrosativo celular e nas redes
de citocinas (LEONARD; MAES, 2012). Desta forma, o comportamento tipo-depressivo em
animais pode ser induzido com um estimulo inflamatorio periférico de forma aguda, embora
0s mecanismos envolvidos ainda estejam parcialmente desconhecidos (DANTZER et al.,
2008).
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Quadro 1 - Sistemas de neurotransmissores e mecanismos de transducgéo de sinal envolvidos
na fisiopatologia da depressao

Alteracéo:

Autor:

via da L-arginina / 6xido nitrico (NO)

TOMAZ et al. (2014)

sistema glutamatérgico

PETRIE et al. (2000)

canais de calcio(Ca) e potassio (K+)

GUO et al. (1996)

sistema opioide

GABILONDO et al. (1995)

sistema GABAérgico

NAKAGAWA et al. (1996)

Proteina  cinase  ativada  por  mitdgeno
(MAPK)/cinase regulada por sinal extracelular
(ERK).

DWIVEDI et al. (2001)

Proteina ligante ao elemento responsivo ao AMPc
(CREB);
Fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF).

MANJI et al. (2000)

Proteina cinase C (PKC);
Proteina cinase A (PKA);
Glicogénio sintase cinase 3 (GSK-3).

PICCHINI (2004)

Proteina antiapoptotica Bcl2.

PERERA et al. (2007)

Liberacdo de citocinas pro-inflamatorias associadas
com a ativacao do sistema imune.

DUNN; SWIERGIEL (2005)

Aumento dos niveis plasmaticos de
glicocorticoides;

Desregulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA).

PERERA et al. (2007)
PITTENGER; DUMAN (2008)

Aumento no estresse oxidativo.

BILICI et al. (2001)

Fonte: adaptado de TOMAZ, 2014.
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Apesar dos avangos recentes na compreensdo da fisiopatologia da depresséo
(KRISHNAN; NESTLER, 2008), o tratamento farmacoldgico deste transtorno até a presente
data baseia-se em farmacos que exploram a antiga hip6tese monoaminérgica da depressdo
(RACAGNI; POPOLI, 2010; SCHILDKRAUT, 1965). A pesquisa de novos farmacos
antidepressivos com mecanismos farmacodinamicos distintos vem sendo alvo de esforgos
cientificos crescentes (ALAMO; LOPEZ-MUNOZ, 2009; BERTON; NESTLER, 2006), na

esperanca de incrementar as taxas de remissao terapéutica.

1.1.2 Modelos animais de depressao

Por volta de 1865, Claude Bernard em seus estudos fisiologicos deu origem ao
uso de animais como modelo de estudo, transpondo para a fisiologia humana. Em seu trabalho
"Introducdo ao Estudo da Medicina Experimental”, tentou estabelecer as regras para o estudo
experimental da medicina e enfatizava a aplicabilidade da experimentacdo animal aos
humanos. Atualmente, modelos animais sdo usados em todos os campos da pesquisa biologica
(FAGUNDES; TAHA, 2004).

Assim, muitos modelos animais séo utilizados com o proposito de elucidar alguns
aspectos da fisiopatologia da depressao, sendo indispensaveis para o estudo de novos alvos de
drogas antidepressivas (CRYAN et al.,, 2002; CRYAN; SLATTERY, 2007). O maior
contratempo desses métodos é a incapacidade de medir os diferentes niveis de
emocionalidade conhecidos apenas em humanos (WONG; LICINIO, 2001).

Assim, os modelos devem seguir critérios para sua validacdo: 1) validade de face:
as manifestacbes comportamentais devem ser semelhantes aos sintomas observados em
pacientes; 2) validade de constructo: as alteracdes fisiopatoldgicas que ocorrem em pacientes
com depressdo também devem ocorrer nos animais; 3) validade preditiva: as alteracGes
comportamentais devem ser revertidas por tratamentos efetivos na clinica (ABELAIRA et al.,
2013).

Muitos sd@o os modelos animais de depressdao desenvolvidos com base nos
critérios de validade, e ainda mais estdo sendo estudados. O quadro 2 mostra alguns desses

modelos e os critérios de validade de cada um.
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Quadro 2 - Modelos animais e seus critérios de validade

Critérios

Modelo

Face Constructo | Preditiva
Testes do nado forgado e suspenséao de cauda - - +
Estressores cronicos (por exemplo, desamparo
aprendido, estresse cronico leve e derrota social) " * '
Privacdo materna + + +
Estimulagéo do sistema imune (por exemplo,
endotoxinas e citocinas pro-infamatorias) * * *

Fonte: adaptado de QUEVEDO; SILVA, 2013.

O teste do nado forcado, também conhecido como o teste de Porsolt, € 0 modelo
animal mais amplamente utilizado na pesquisa da depressdo, mais especificamente como um
filtro para tratamentos antidepressivo (LUCKI, 1997; PORSOLT, 2000). O teste envolve
colocar um roedor em um tanque cheio com agua e deve ser medido o periodo em que o
animal fica imovel ou o tempo de laténcia para tornar-se imovel. Uma possivel interpretacdo
dele é que os antidepressivos podem aumentar respostas ativas de enfrentamento para o
estresse da natacao.

Uma variante do teste do nado forcado, utilizado em camundongos, é o teste de
suspensdo de cauda (STERU et al., 1985). A principal vantagem destes dois testes € 0 seu
rendimento relativamente elevado e facilidade de utilizacdo, além disso, podem ser utilizados
para avaliar comportamentos do tipo depressivos em outros modelos animais. Entretanto,
ambos tém apenas validade preditiva.

Quanto aos testes que envolvem resposta de um animal ao estresse, um deles é o
desamparo aprendido. Nele, alguns animais que estdo expostos ao choque inescapéavel,
posteriormente, deixam de escapar de uma situacdo em que a fuga é possivel (HITZEMANN,
2000; WILLNER, 1984). A interpretacdo é que qualquer diferenca encontrada entre 0s
grupos pode ser atribuida a variavel psicolégica de controle sobre a rescisdo de choque.
Animais com desamparo aprendido mostram vérias alteracbes neurovegetativas que sao
reminiscentes de depressdo, como alteragdes dos movimentos oculares rapidos do sono,
reducdo do peso corporal, comportamento sexual diminuido, e niveis de CRF (fator liberador

de corticotropina) e corticosterona elevados.
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Vaérios testes, relacionados com o desamparo aprendido e com base na exposicao
de animais ao estresse incontrolavel tém sido utilizados em ratos. No paradigma do estresse
crénico leve, roedores sdo expostos a uma variedade de tensdes relativamente suaves
(isolamento de habitacdo, perturbacgdes de ciclos claro-escuro, alimento breve ou privacao de
agua, inclinacdo das gaiolas) intermitentemente por periodos relativamente longos de tempo
(por exemplo, vérias semanas) (WILLNER, 1997).

Outro modelo baseado em estresse € a derrota social. Aqui, um animal é exposto
repetidamente a um animal agressivo e dominante, em alguns laboratérios nenhum contato
fisico é envolvido, em outros os animais derrotados experimentam coacdo fisica leve
(BLANCHARD et al., 2001).

A vantagem desses testes com estressores cronicos é que eles cumprem os trés
critérios de validade para modelos animais. Ha relatos de apresentacdo de comportamento
anedonico, inferido a partir de uma reducdo no consumo de sacarose, bem como uma
variedade de sequelas cardiovasculares ou neuroenddcrinas, que sao revertidas por tratamento
antidepressivo em longo prazo em alguns estudos (WANG, J. et al., 2013; WILLNER et al.,
1992). A principal desvantagem deles € a sua baixa reprodutibilidade.

Modelos que envolvem a manipulacdo de ambiente de vida precoce tém sido
utilizados, incluindo o estresse pré-natal, manuseamento poOs-natal precoce, e privacao
materna. O enriquecimento ambiental tem sido utilizado como um estimulo reciproco. Os
modelos de estresse precoce produzem alteragdes neuroendocrinas e comportamentais em
ratos e camundongos que persistem na vida adulta. Estudos voltados a compreensdo dos
mecanismos neurobiologicos das varias anormalidades s6 agora estdo comecando a ser
utilizados (CALDJI et al., 2000; FRANCIS et al., 1996; LADD et al., 2000; MEANEY,
2001).

Diversos estudos recentes ddo atencdo especial ao papel do sistema imune na
depressao, ja que mediadores inflamatdrios interagem com vias relacionadas a esse transtorno,
como metabolismo de neurotransmissores, fun¢des neuroendodcrinas e plasticidade neural. As
criticas em relacdo a esses modelos que envolvem o sistema imune sdo relacionadas ao fato de
ainda ndo se entender completamente a complexidade entre a comunicacdo do cérebro e esse
sistema (QUEVEDQO; SILVA, 2013).

Apesar disso, 0 modelo de comportamento depressivo induzido pela
administracdo sistémica de um lipopolissacarideo de bactéria gram-negativa, LPS, vem sendo

cada vez mais utilizado para sele¢cdo de novos farmacos antidepressivos, pois € de facil uso e
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de boa reprodutibilidade (CRYAN et al., 2002; CRYAN; SLATTERY, 2007; CUSTODIO
etal., 2013; LEONARD; MAES, 2012; NESTLER et al., 2002a; NESTLER et al., 2002b).

1.1.3 Lipopolissacarideo

Assim, para gerar um modelo de comportamento depressivo, o LPS é
administrado de forma sistémica no animal. A endotoxina, como também é conhecida, é uma
molécula derivada da membrana celular externa de bactérias gram-negativas. O LPS ¢é
liberado da membrana quando a bactéria se multiplica ou é fagocitada e degradada pelas
células do sistema imune. Uma molécula altamente tdxica, o LPS é considerado atualmente o
fator responsavel pelas manifestagdes de infeccbes por bactérias gram-negativas e por
inflamacéo sistémica (SCHWARZ; BILBO, 2011).

Sua estrutura é composta por: (1) lipideo A, o glicolipideo, considerado o
responsavel pela atividade antigénica do LPS, posicionado na regido mais interna da molécula
em relacdo a membrana e formando uma regido hidrofobica; (2) core, uma camada de
polissacarideo, que fica no centro da molécula, e (3) antigeno O, composto por cadeias
repetidas de oligossacarideos, posicionado na regido externa, que juntos formam a parte
hidrofilica da molécula (Figura 1) (BILBO; SCHWARZ, 2012; RAETZ; WHITFIELD,
2002).

Figura 1 - Composicéo e estrutura do LPS
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Fonte: http://pathmicro.med.sc.edu/portuguese/chapter_4_bp.htm
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O LPS desencadeia vias de sinalizacdo intracelular através de sua ligacdo a
receptores proprios que resultam nas reacdes inflamatorias. E um antigeno fraco e nio
especifico, mas que ndo é muito facilmente neutralizado pelos anticorpos, ativando assim a
cascata do complemento. Essa ativacdo envolve a formacdo de cininas, importantes
mediadores da inflamacdo, além da ativacdo de plaquetas, de mastdcitos, de basofilos e de
células endoteliais (SHIMADA et al.,, 2012). Os macréfagos sdo assim induzidos a
secretarem citocinas pro-inflamatorias IL-1, 1L-6 e IL-8, fator de necrose tumoral alpha
(TNF-a), 6xido nitrico, interferons, fator ativador de plaquetas (PAF) e prostaglandinas
(CHRISTIANSEN et al., 2012).

Os receptores que reconhecem o LPS sdo denominados receptores Toll-like 4
(TLR4). O reconhecimento do LPS também é mediado por outras moléculas como a proteina
CD14 que pode estar sobre a forma soltvel (sCD14) na circulacdo ou ancorada a membrana
celular (mCD14), a proteina mieloide diferenciadora 2 (MD-2) podendo também ser
encontrada nas formas soluvel ou ancorada, e ainda a proteina ligante de LPS (LBP, do inglés,
Lipopolysaccharide Binding Protein). Essas proteinas na versdo solivel atuam como
auxiliares, sendo responsaveis por transportar o LPS para o receptor TLR4, ou para o
complexo entre o receptor TLR4 e a proteina MD-2, sendo este complexo considerado a
forma principal de reconhecimento do LPS (AKIRA; TAKEDA, 2004; SHIMAZU et al.,
1999).

A ativacdo dos receptores TLR4 pode desencadear diversas vias de sinalizacdo,
sendo uma das principais a via do fator de transcricdo NFKB (do inglés, Nuclear Factor
kappa B) que apds a sua translocacdo do nucleo, promove a transcricdo de diversos genes
assim aumentando a expressao de citocinas pro-inflamatérias (RAETZ; WHITFIELD, 2002).

O LPS administrado por via sistemica ou intracerebral desencadeia a ativacdo da
microglia e subsequentemente 0 aumento da expressdo de citocinas. Assim, desde a década de
90, a administracdo sistemica do LPS vem sendo utilizado como modelo para induzir
neuroinflamacdo (BAN et al., 1992; LAYE et al., 1994).

Nos estudos recentes de neuroinflamacdo, as alteracbes de comportamento
causadas pelo LPS sao relacionadas ao tempo decorrido ap6s administracdo sistémica do LPS.
Assim, as alteracbes comportamentais durante o pico de liberacdo de citocinas, ou de curto
prazo, foram qualificadas como comportamento de doenca, enquanto as alteragdes apds o pico
de citocinas, ou de longo prazo, foram qualificadas como comportamento do tipo depressivo
(DANTZER et al., 2008; LEONARD; MAES, 2012).
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Em trabalhos no nosso grupo de pesquisa, foram identificados sintomas tipo-
depressivos em camundongos, além de alteragdes de niveis de peroxidacdo lipidica, GSH e
nitrito em todas as areas do cérebro, quando medidos 24 horas apds o tratamento com LPS
(CUSTODIO et al., 2013). Além disso, também foi demonstrado que a doxiciclina,
tetraciclina sintética de longa acdo, é comparavel a imipramina, um triciclico utilizado na
pratica clinica, em efetivamente melhorar o comportamento tipo depressivo induzido por LPS
(MELLO et al., 2013). Também foi investigada e verificada uma possivel acdo neuroprotetora
do NO no mesmo modelo (TOMAZ et al., 2014).

1.1.4 Neuroinflamacéo

Sabe-se que existe uma extensa comunicacdo entre o sistema imune e 0 sistema
nervoso central (SNC). Atualmente, o termo neuroinflamacdo tem sido utilizado para
descrever a investigacdo dessa comunicacdo e assim determinar o papel dos processos
inflamatdrios na fisiopatologia das diversas doencas do SNC, tais como depressao, Alzheimer,
Parkinson, esquizofrenia, transtorno afetivo bipolar, autismo (MAES et al., 2011a).

A inflamacdo do SNC é caracterizada por alteracGes patologicas tais como
aumento de ativacdo glial, aumento da concentracdo de citocinas pré-inflamatorias, aumento
da permeabilidade da barreira hematoencefalica e migracdo de leucdcitos. Entre os principais
fatores que conduzem este processo estdo a interleucina-1p (IL-1pB), interleucina-6 (IL-6),
fator de necrose tumoral-a (TNF-a), quimiocinas e radicais livres de oxigénio, todos sendo
indutores das vias de sinalizacdo em cascata que contribui para a etiologia e 0 agravamento de
diversas desordens neurodegenerativas (CHEN et al., 2008; GODBOUT et al., 2005).

O processo inflamatério envolve inicialmente a sintese e liberacdo de mediadores
pro-inflamatorios, e em nivel periférico células geradas a partir da cascata do complemento,
neutrofilos e macrdfagos, gerando radicais livres (espécies reativas de oxigénio) nos locais de
infeccdo (figura 2). No SNC os responsaveis por esse papel sdo a ativacdo da microglia e
astroglia, muitas vezes referidas como gliose, nos locais de lesdo. Ambas sdo consideradas
células tanto sintetizadoras como alvo de mediadores pro-inflamatérios e de geradores de
radicais livres (CZAPSKI et al., 2010).



24

Figura 2 - Esquema do inicio do processo inflamatdrio apos lesdo e contato com patdégenos
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Agentes patogénicos provocam a liberagdo de substancias quimicas por parte de células, como os mastdcitos.
Essas mesmas substancias liberadas geram uma dilatacdo dos vasos sanguineos, permitindo a passagem de
sangue e plasma, bem como neutrdfilos, mondcitos e leucdcitos atraidos por quimiotaxia. Os mondcitos
convertem-se em macrofagos, que liberam fatores pré-inflamatorios. Fonte: http://migre.me/IKHI8

Os efeitos danosos da ativacao glial podem ser gerados por respostas anormais ou
prolongadas ao insulto neural primario, ou a desordem ou lesdo do SNC pode diretamente
gerar sua ativacdo. Em contrapartida, a microglia e os astrocitos sdo fontes de fatores troficos
possivelmente importantes na plasticidade, desenvolvimento e reparacdo do SNC, e estdo
envolvidas em processos fisiologicos como estresse, dor e respostas autondémica e imune
(CZAPSKI et al., 2010).

Assim, a inflamacao sistémica pode gerar processos relacionados a patogénese de
algumas doencas neurodegenerativas. Um desses processos € 0 estresse oxidativo,
caracterizado pelo desequilibrio entre a producdo de espécies reativas do oxigénio (EROSs),
geradas por processos inflamatdrios e consideradas oxidantes, e 0s agentes antioxidantes,
resultando em um estado pro-oxidante prejudicial as fungdes vitais (GUTTERIDGE;
HALLIWELL, 2010).

A producdo de EROs, como o anion superoxido (O), peréxido de hidrogénio
(H20,) e radical hidroxila (-OH), é consequéncia natural da respiracdo aerobica. Entretanto
estas espécies podem causar danos estruturais aos componentes celulares, incluindo proteinas,
acidos nucléicos, carboidratos e lipidios. O organismo possui mecanismos antioxidantes
celulares enzimaticos e ndo enzimaticos, que controlam e regulam a acgdo de radicais livres e
de EROs, protegendo assim o organismo da oxidacdo de biomoléculas. Este sistema

antioxidante compreende as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa
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peroxidase (GPx), além de agentes oxidantes como a-tocoferol, &cido ascorbico, bilirrubina
(HUBER et al., 2008) (Figura 3).

Figura 3 - Mecanismos de defesa celulares contra dano por EROs
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A enzima SOD, junto com catalase ou GPx eliminam varias espécies de oxigénio danosas. Ligantes de metais
(Lactoferrin) e antioxidantes sequestradores de radicais (p.e., Vitamina E) limitam mais ainda o dano. Fonte:
http://www.rndsystems.com/resources/images/5270.gif

O estresse oxidativo € o subproduto da fosforilacdo oxidativa, participando de
varios processos celulares homeostaticos, como: apoptose, mitose e resposta a lesdes ou
infeccdes. Entretanto, em muitos processos celulares, o nivel de producdo de EROs pode
aumentar a ponto de superar 0s mecanismos antioxidantes celulares, caracterizando, assim, o
estresse oxidativo. Uma vez que apresenta um alto consumo de oxigénio e conteudo lipidico,
substrato para a peroxidacdo lipidica, o SNC é bastante afetado por esse tipo estresse
(GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010).

A vitamina E, as enzimas SOD, catalase e GPx e seu substrato glutationa (GSH)
tendem a ter uma concentracdo mais elevada em locais onde danos por EROs sdo mais
provaveis (por exemplo, em locais mais altamente oxigenados) e potencialmente mais
prejudiciais. Além disso, como EROs tém meia-vida extremamente curta, eles sdo dificeis de
medir diretamente.(MOSLEN, 1994). Assim, o que pode ser medido sdo os varios produtos
do dano produzido pelo estresse oxidativo, tais como as substdncias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS, do inglés, thiobarbituric acid reactive substances).

De vérias formas o estresse oxidativo pode contribuir para a patogénese da
depressdo: i) Quando os antioxidantes e enzimas antioxidantes estdo diminuidos, hd uma
maior resposta inflamatéria, o que pode gerar aumento nos niveis de citocinas, mediando mais
sintomas de inflamacgdo; ii) Algumas das citocinas pré-inflamatorias podem aumentar a
atividade da enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), elevando assim o metabolismo do
triptofano pela via da quinurenina, que gera compostos como o &cido quinolinico, estimulante

da neurotransmissdo glutamatérgica (MAES et al., 2011a).
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Desta maneira, 0s transtornos psiquiatricos podem estar relacionados a um
excesso de EROs, ja que estas moléculas sdo fatores de prejuizos importantes em inimeros
processos lesivos. Em corroboracdo, foi detectada uma correlagdo do aumento de estresse
oxidativo com sintomas depressivos em pacientes, comprovado pelo aumento da peroxidagédo
lipidica e pela reducdo das defesas antioxidantes no plasma de pacientes (TSUBOI et al.,
2006).

Existem varias linhas de evidéncia em humanos que certas citocinas e outros
sistemas regulados pelo estresse podem induzir sindromes do tipo depressivo em individuos
sem histéria de transtornos de humor. Por exemplo, a depressdo é relatada como um efeito
colateral frequentemente limitante em pacientes com hepatite C ou a esclerose multipla
tratados com interferon-o ou varias interleucinas (FONTANA et al., 2000; MAIER et al.,
1999). Do mesmo modo, a depressdo tem sido relatada como um efeito colateral grave em
pacientes que utilizam derivados de acido retindico para o tratamento de acne grave
(BERNSTEIN; LEVENTHAL-ROCHON, 1996).

1.2 Sistema Dopaminérgico

A busca de uma possivel base neuroanatbmica da depressdo induzida por
citocinas tem recaido sobre os circuitos cerebrais que estdo envolvidos no processamento de
emocoOes e retardo psicomotor, ja que ambos estdo alterados em pacientes com depressao
clinica. Embora as observacdes feitas em estudos animais sejam indiretas e qualitativas em
relacdo ao comportamento tipo depressivo induzido por LPS, elas apontam para um possivel
papel do hipocampo, amigdala expandida e hipotdlamo na fisiopatologia da depressao
(DANTZER et al., 2008).

As monoaminas mais estudadas na depressdo sdo a noradrenalina e serotonina,
mas atualmente a dopamina vem recebendo mais énfase neste estudo. O sistema
dopaminérgico é distribuido para regibes do cérebro restritas, conhecidas como projecdes
dopaminérgicas mesocortical, mesolimbica e nigroestriatal. O sistema dopaminérgico
mesocortical fornece projecoes para o cortex pré-frontal medial e cingulado, ao passo que o
sistema dopaminérgico mesolimbico inerva o ndcleo accumbens (NAc), bem como a
amigdala e o septo (figura 4) (NESTLER; CARLEZON, 2006).

O sistema dopaminérgico tem sido implicado na depressdo, e a dopamina no NAc
tem sido de interesse particular, j& que esta é associada a recompensa, motivacdo e prazer

(KOOB; BLOOM, 1988). Complementarmente, anormalidades dopaminérgicas nas areas
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limbicas do cérebro foram observadas em diversos modelos animais de depressdo
(DREMENCOQV et al., 2005; KRAM et al., 2002; ZANGEN et al., 2001). PerturbacGes da
funcéo deste sistema na via mesolimbica causam anedonia, um sintoma cardinal da depressao

em humanos, bem como em roedores (WILLNER et al., 1992).

Figura 4 - Vias dopaminérgicas e suas respectivas areas cerebrais envolvidas
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Fonte:http://oneurotransmissor.blogspot.com.br/2013/05/patologias-causas-esquizofrenia.html

1.2.1 Circuitos Dopaminérgicos de Recompensa e possiveis areas afetadas na Depressao

As vias de recompensa sdo responsaveis por direcionar os sentimentos de
motivacdo, recompensa e comportamento (VOLKOW et al., 2011a). As propriedades de
reforco da auto-estimulacdo intracraniana direta em roedores levaram a apreciacdo de uma
série de regides subcorticais criticas para 0s comportamentos de recompensa e apetitivo. As
duas principais estruturas envolvidas nos efeitos da auto-estimulacdo intracraniana sdo o
hipotdlamo lateral e o feixe prosencefalico medial, este 0ltimo contendo projecdes
dopaminérgicas ascendentes da area tegumentar ventral (ATV) para 0 NAc (NESTLER;
CARLEZON, 2006).
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O NAc estd envolvido na motivacdo, recompensa, funcdo motora e de
aprendizagem. Seus neurbnios estdo anatomicamente situados para integrar sinais
dopaminérgicos relacionados a recompensa a impulsos de entrada glutamatérgicos no cortex
pré-frontal, hipocampo e amigdala (SCHLAEPFER et al., 2008). Estudos recentes tém
demonstrado que o NAc pode desempenhar um papel importante na etiologia e fisiopatologia
da depressao.

Um estudo recente indicou que uma das regides do NAc, o core esta envolvido no
controle do comportamento dirigido a fins por processos associativos, enquanto o shell do
NAc controla 0 aumento dos efeitos de drogas (ITO et al., 2004). Impulsividade aumentada é
freqlientemente observada na depresséo, portanto, é concebivel que o NAc esteja envolvido
na habilidade de resolver problemas, ja que se assume que o aumento da impulsividade deve
ter algum efeito sobre tomadas de decisdo ou tentativas de suicidio (SHIRAYAMA; CHAKI,
2006). Outro estudo demonstrou que a habituacdo das respostas dopaminérgicas a estimulos
aversivos ndo foi observado no core do NAc, mas foi observado no shell, indicando que o seu
nacleo manipula valores motivacionais genéricos enquanto o shell integra valéncia
motivacional e novidade (BASSAREOQO; DI CHIARA, 1999).

Além disso, foi relatado que o estresse cronico reduz o aumento dos impulsos de
saida de dopamina no shell do NAc induzido por cocaina (GAMBARANA et al., 1999),
indicando uma diminuicdo da capacidade de resposta a ambos os estimulos aversivos e
prazerosos. Estes estudos ddo apoio a relacdo proposta entre comportamento depressivo e
atividade dopaminérgica no NAc (SHIRAYAMA; CHAKI, 2006). Esta hipdtese ¢ fortalecida
por estudos que descrevem como agentes dopaminérgicos, tais como inibidores da recaptacao
da dopamina, presumivelmente por aumento da concentracdo de dopamina sinaptica
disponivel, foram bem sucedidos no tratamento de depressdo severa (GARATTINI, 1997;
ZUNG, 1983).

A droga psicotomimética fenciclidina, um antagonista ndo competitivo do
receptor N-metil D-Aspartato (NMDA), elevou niveis extracelulares de dopamina no shell do
NAc mas ndo no core (MARCUS et al., 2001). Fenciclidina, quando injetado diretamente no
shell, mas ndo no core, resulta em atividade de recompensa (CARLEZON et al., 1998). Estes
resultados sugerem que impulsos de entrada dopaminérgicos (e glutamatérgicos) para a regido
shell do NAC podem estar mais envolvidos no efeito de recompensa do que impulsos
semelhantes ao ndcleo do NAc (SHIRAYAMA; CHAKI, 2006).

Neurdnios do NAc mostram inimeras mudancgas induzidas por estresse e
antidepressivos (NESTLER; CARLEZON, 2006). Um exemplo é a modulacdo da proteina
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ligante do elemento de resposta ao AMPc (CREB, do inglés cCAMP response element-binding
protein): enquanto o estresse do isolamento social prolongado reduz a atividade de CREB e
gera um fenotipo predominantemente ansioso (WALLACE et al., 2009), estressores ativos ou
drogas de abuso aumentam a atividade de CREB e promovem anedonia, na presenga de uma
série de recompensas naturais e narcéticas (NESTLER; CARLEZON, 2006). Estudos de
neuroimagem com humanos deprimidos mostram que indices quantitativos de anedonia sdo
associados com baixo volume do NAc (WACKER et al., 2009), bem como hipoativacéo desta
area cerebral durante tarefas simples de recompensa de incentivo (PIZZAGALLI et al., 2009;
SMOSKI et al., 2009).

Um estudo recente realizado em ratos tratados com LPS indicou que as alteragdes
eletrofisioldgicas, metabdlicas e morfologicas foram relacionadas com uma diminuigdo no
namero de células neuronais no hipocampo e cortex (SEMMLER et al., 2008). Estudos com
microscopia eletronica também revelaram muitas alteracfes patoldgicas no hipocampo 48 h
apos administracdo sistémica de LPS, tais caracteristicas morfologicas séo evidéncia de morte

celular por apoptose apos tratamento com LPS (CZAPSKI et al., 2010).

1.2.2 Padrdes de atividade celular e Receptores Dopaminérgicos

Em condicBes basais, neur6nios dopaminérgicos na ATV oscilam entre padrbes
de atividade tonica (baixa freqliéncia de potenciais de acdo regular) e padrdes de atividade
fasica (rajadas de potenciais de acdo) (SCHULTZ, 2002). Recompensas inesperadas
produzem um aumento transitorio no disparo fasico (codificando de um "erro de previsao de
recompensa"), que é suficiente para reforcar comportamentos antecedentes (TSAI et al.,
2009). Drogas de abuso agem sobre os circuitos de recompensa e auxiliares através de
diferentes mecanismos, no entanto, todos eles levam para 0s mesmos efeitos dopaminérgicos
no ATV e NAc (KRISHNAN; NESTLER, 2010). Todas as principais classes de drogas de
abuso aparentam sinalizar uma recompensa, pelo menos em parte, por artificialmente
aumentar a transmissdo de dopamina especialmente no NAc, como, por exemplo, a cocaina
que bloqueia o transportador de dopamina (NESTLER; CARLEZON, 2006).

No geral, parece gque os efeitos de recompensa e condicionamento das drogas séo
predominantemente dirigidos por disparos fasicos que levam a aumentos grandes e
transitorios de DA (KRISHNAN; NESTLER, 2010). Em contraste, as mudancas redutivas na
fungdo executiva que ocorrem no vicio estdo relacionadas com as mudangas nos neurénios

dopaminérgicos de disparo ténico e resultam em niveis mais baixos, mas mais estaveis de DA
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(WANAT et al., 2009). Isto, por sua vez, aponta para os receptores D1 (DRD1), que sdo
receptores de baixa afinidade por DA que estimulam a sinalizacdo AMP ciclico, estando
envolvidos tanto em recompensa por intoxicagdo aguda, assim como no condicionamento,
uma vez que estes estdo associados com as altas concentracbes DA necessaria para estimular
DRD1s. Em contraste, os receptores de dopamina D2 (DRD2), que inibem a sinalizagdo AMP
ciclico, sdo estimulados por neurdnios dopaminérgicos de disparo fasico e ténico (VOLKOW
etal., 2011b).

Foi sugerido que uma reducdo nos DRD2 esta associada a comportamentos de
dependéncia, independentemente de ser devido a alimentacdo (WANG, G. J. et al., 2001) ou
as drogas, como visto em individuos com abuso de substancias (HIETALA et al., 1994;
VOLKOW et al., 1993; WANG, G. J. et al., 1997). Comer é um comportamento altamente
reforcador que ndo sé fornece o0s nutrientes necessarios para a sobrevivéncia, mas que
também induz sentimentos de gratificacdo e prazer. A alimentacdo aumenta a concentragéo de
DA extracelular no NAc (BASSAREO; DI CHIARA, 1999), que é um efeito que pode
contribuir para reforcar o efeito de euforia, bem como o de drogas de abuso.

Tem sido postulado que os transtornos compulsivos, como dependéncia em
drogas, jogos e obesidade refletem uma "sindrome de deficiéncia de recompensa”, que se
acredita ser devido, em parte, a uma reducdo de DRD2s (BLUM et al., 1996). Assim, drogas
de abuso sdo consumidas por seres humanos ou auto-administradas em animais de laboratdrio
porque eles sdo inerentemente gratificantes, um efeito que é mediado através de suas
propriedades que aumentam DA no sistema mesolimbico (WISE, 2009). No entanto, no caso
da dependéncia, estudos de imagem revelaram que o disturbio afeta ndo apenas o circuito
dopaminérgico de recompensa, mas também outras vias dopaminérgicas envolvidas na
modulacdo de condicionamento, habitos, motivacdo e funcbes executivas (controle inibitorio,
a atribuicdo de relevancia, e tomada de decisGes), e que os déficits de DA também podem
participar da maior reatividade ao estresse e perturbacdo da consciéncia interoceptiva
associadas com a dependéncia (VOLKOW et al., 2011b).

1.2.3 Recompensa X Depressao

Dadas as caracteristicas proeminentes da depressdo, como anedonia e alteracdes
do apetite, o circuito da recompensa tem se tornado um importante foco da atencdo para
estudos moleculares e eletrofisiologicos envolvendo este transtorno (KRISHNAN;

NESTLER, 2010). Em roedores, a administracdo de antidepressivos em longo prazo reduz as
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taxas de disparo de neurbnios dopaminérgicos na ATV (DREMENCOV et al., 2009). Em
contraste, estressores psicossociais ativam disparos na ATV e aumentam o0s niveis de
dopamina no NAc (ANSTROM et al., 2009; KRISHNAN et al., 2007; TIDEY; MICZEK,
1996), e isso pode representar uma estratégia positiva de enfrentamento para aumentar a
motivagdo durante situagdes estressantes (NESTLER; CARLEZON, 2006). Aumentos do
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) no NAc induzidos pelo estresse podem mediar
uma recompensa de aprendizagem patoldgica de tal forma que, apds uma série de encontros
sociais aversivos, o valor positivo gratificante de interacdo social é agora modificado ao ter
uma valéncia negativa (KRISHNAN; NESTLER, 2008). Assim, essa sinalizacdo
dopaminérgica mesolimbica aumentada pelo estresse pode explicar a eficicia relatada dos
agentes dopaminérgicos como terapia adjuvante da depressdo (NELSON; PAPAKOSTAS,
2009), e ao aumentar a sinalizacdo dopaminergica e de BDNF basal, esse modelo pode
também explicar a significativa comorbidade de dependéncia de substancias e transtornos
depressivos (BRADY; SINHA, 2005; GRAHAM et al., 2007).

Diferente da regulacdo da ingestdo de drogas, que é predominantemente mediada
pelos seus efeitos gratificantes, a regulacdo da ingestdo de comida é modulada ndo apenas por
seus efeitos de recompensa (fatores hed6nicos), mas também por multiplos fatores perifericos
e centrais que captam o0s requerimentos de nutrientes no corpo necessarias para a
sobrevivéncia (fatores homeostaticos). Curiosamente, hd crescente evidéncia de que fatores
homeostaticos (por exemplo, insulina, leptina, grelina) modulam a ingestdo de alimentos, em
parte, aumentando ou diminuindo a sensibilidade dos circuitos de recompensa do cérebro a
estimulos alimentares (VOLKOW et al., 2011a).

1.3 Leptina e Depressao

Ha agora evidéncias de que respostas dopaminérgicas estdo ligadas recompensa
de alimentos e que estes mecanismos também sdo susceptiveis de desempenhar um papel no
consumo excessivo de alimentos e obesidade. E sabido que certos alimentos, especialmente
aqueles ricos em acUcares e gorduras, sao poderosamente gratificantes (LENOIR et al., 2007).
Alimentos altamente cal6ricos podem promover comer em excesso (ingestdo desacoplada a
necessidades energéticas) e acionar associacdes de aprendizado entre o estimulo e a
recompensa (condicionamento).

Em termos evolutivos, esta propriedade de alimentos palataveis costumava ser

vantajosa em ambientes onde as fontes de alimentos eram escassas ou ndao confiaveis, porque
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garantiu que o alimento fosse comido quando disponivel, permitindo que a energia fosse
armazenada no corpo (como gordura) para uso futuro. Infelizmente, em sociedades como a
nossa, onde o alimento é abundante e constantemente disponivel, esta adaptacdo tornou-se
uma suscetibilidade (VOLKOW et al., 2011b).

As alteragdes de apetite e metabolicas associadas com a depressdo variam desde
hipofagia grave e anorexia até compulsdo alimentar e obesidade. Um profundo conhecimento
de tais fendbmenos complexos exige o conhecimento sobre os mecanismos fisiolégicos da
homeostase energética, que se refere a processos que mantem o equilibrio entre a ingestdo
calérica e gasto energético. 1sso é conseguido em grande parte pela acdo de horménios
circulantes que transmitem informagdes sobre os niveis de energia periféricos para o cérebro
(LUTTER; NESTLER, 2009). Um hormdnio que tem recebido atencdo é a leptina.

A leptina (figura 5) € um hormdnio peptidico secretado predominantemente pelos
adipdcitos e ¢ liberada em momentos de excesso nutricional. Apresenta um ritmo circadiano e
seu pico de liberacdo ocorre durante a noite e nas primeiras horas da manha, bem como sua
meia-vida plasmatica é de 30 minutos (SINHA et al., 1996). Tal adipocina entra no cérebro

através de um sistema transportador saturavel (LU, 2007).

Figura 5 - Modelagem tridimensional da leptina humana

Um peptideo de 167 aa com uma sequéncia sinal secretora amino-terminal de 21 aa. Para entrar na corrente
sanguinea, ha remocdo do peptideo sinal e secrecdo da forma circulante, um peptideo de 146 aa aa com massa
molecular de 14-16 kDa. Sua estrutura cristalina revela a existéncia de quatro a-hélices. Fonte: PROLO et al.,
1998; arquivo do Banco de Dados de Proteina — PDB.
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Foi inicialmente identificada como um horménio anti-obesidade, atuando através
de uma alcga de retroalimentacdo negativa entre o tecido adiposo e o hipotalamo para controlar
a homeostase energética (ELMQUIST et al., 1998). A acdo da leptina é feita a partir da
ativacdo de receptores especificos presentes nos érgdos alvos, sendo o principal sitio de sua
acdo homeostatica o nucleo arqueado do hipotdlamo, onde exerce efeitos anorexigenos
através de um sistema de neuropeptidios complexo.

O receptor da leptina € uma proteina transmembrana de um Unico dominio
protéico pertencente a superfamilia dos receptores tipo | das citocinas. O splicing alternativo
do gene do receptor da leptina (db) gera seis isoformas que diferem no comprimento do
dominio intracelular, mas que compartilham um sitio extracelular idéntico de ligacdo a leptina
(figura 6) (AHIMA; OSEI, 2004).

A forma longa do receptor de leptina, ObRb, € expressa em diversas areas
cerebrais envolvidas na regulacdo do humor e do animo, como o hipocampo (ELMQUIST et
al., 1998; MERCER et al., 1996). E interessante que receptores para leptina e receptores para
outros peptideos relacionados com alimentos sdo expressos em varios substratos limbicos

relacionados com a depressao.

Figura 6 - Isoformas dos receptores da leptina
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Todos compartilham dominios extracelulares de ligacdo idénticos mas diferem no C-terminal. Fonte:
http://www.nature.com/ijo/journal/v29/n10/images/0803025f2.jpg
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Tais fatos motivaram estudos sobre o potencial efeito antidepressivo da leptina.
Em roedores, 0 estresse crénico diminui os niveis séricos de leptina. O trabalho de Lu et al.
(2006) demonstrou que a leptina apresenta efeitos antidepressivos no teste do nado forgado,
um dos paradigmas comportamentais mais amplamente aceitos para a avaliagdo de compostos
com atividades antidepressivas. Esses pesquisadores também demonstraram que a injecdo
intrahipocampal de leptina produziu efeitos antidepressivos em ratos.

A administracdo sistémica de leptina também induz neurogénese hipocampal in
Vivo e in vitro e aumenta o aprendizado espacial dependente do hipocampo (GARZA et al.,
2008). Além do mais a leptina tem efeitos neuroprotetores em neurdénios CA1 do hipocampo
(ZHANG; CHEN, 2008). Também foi visto que neurdnios dopaminérgicos da ATV sdo
inibidos pela leptina (FULTON et al., 2006; HOMMEL et al., 2006).

Diversas evidéncias sugerem o envolvimento da leptina na rede complexa de
mediadores neuroquimicos relacionados a depressdo. A leptina estd diminuida no cérebro de
individuos que cometeram suicidio (EIKELIS et al., 2006) e no sangue de individuos que
tentaram suicidio (ATMACA et al., 2008). Pelo menos dois estudos demonstraram que 0s
niveis séricos da leptina estdo diminuidos na depressao quando comparados a controles (JOW
et al., 2006; KRAUS et al., 2001). Outros estudos demonstraram o oposto (ANTONIJEVIC
etal., 1998; RUBIN et al., 2002).

Embora os seres humanos e roedores obesos normalmente tenham niveis
circulantes de leptina elevados em proporcdo com sua massa maior de gordura, as altas
concentracdes de leptina ndo reduzem a ingestdo de alimentos, nem aumentam o gasto de
energia. Esta situacdo paradoxal da obesidade tem sido chamada de "resisténcia a leptina”
(YAMADA et al., 2011). Muitos individuos obesos exibem uma hiperleptinemia associada
com resisténcia a leptina central (ZIGMAN; ELMQUIST, 2003).

Além de déficits persistentes na interacdo social e anedonia, camundongos
submetidos ao estresse cronico de subordinacdo social apresentam uma perda de peso inicial,
seguido de uma fase hiperfagica prolongada, durante a qual eles rapidamente recuperam o seu
peso corporal e, eventualmente, ganham mais peso do que animais controle ou resistentes ao
estresse. Este fendmeno é pelo menos parcialmente mediado por niveis séricos reduzidos de
leptina e pela resisténcia a leptina central (CHUANG et al., 2010).

Foi demonstrado que a leptina tem efeitos antidepressivos claros e que
camundongos obesos mostram mais comportamentos depressivos, comparados com normais.
Além disso, verificou-se que 0s niveis plasmaticos elevados de leptina induzem um estado

antidepressivo e que o comportamento depressivo grave de camundongos geneticamente
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obesos ob/ob que ndo produzem leptina foi melhorado por tratamento leptina, sem alteragdes
no peso corporal. Estes achados sugerem que o desenvolvimento de depresséo associada com
obesidade é, pelo menos em parte, devido a um enfraquecimento da atividade da leptina no
hipocampo (YAMADA et al., 2011).

A compreensdo dos mecanismos relacionados a ativagcdo das vias de prazer a
partir de sinais homeostaticos fornece numerosos alvos para o desenvolvimento de farmacos
para o tratamento de transtornos depressivos, particularmente em casos associados a
alteracbes metabdlicas significativas. Assim, pacientes com depressao e obesidade
comorbidas (LUPPINO et al., 2010) podem tirar proveito de terapias destinadas a aliviar a
resisténcia a leptina central. Portanto, elucidar o impacto de tais terapias na depressao ira
exigir uma profunda compreensdo da anatomia e fisiologia da sinalizagdo do receptor de
leptina e de indmeros outros peptideos relacionados com a homeostase alimentar
(KRISHNAN; NESTLER, 2010).

1.4 Justificativa

A Depressdo é um transtorno neuroldgico grave, cronico, prevalente e associado
ao risco aumentado de suicidio. Além disso, € um distarbio de dificil diagndstico e
tratamento. Os antidepressivos existentes no mercado atualmente, apesar de eficazes, ainda
apresentam uma baixa taxa de remissdao dos sintomas, tendo consequéncias na vida dos
pacientes em constante tratamento, sendo interessante, portanto, a descoberta de uma nova
substancia eficaz e que permita uma melhor qualidade de vida aos mesmos. Uma vez que a
administracao sistémica de LPS se mostra um modelo eficaz de comportamento depressivo e
a leptina apresenta efeitos antidepressivos amplos e comprovados em outros modelos de
depresséo, além de ser uma substancia enddgena, gerando poucos efeitos colaterais para os
pacientes, é razoavel hipotetizar que a Leptina apresentara bons resultados na prevencao de
sintomas depressivos induzidos por LPS. Além disso, devido ao envolvimento dos circuitos
dopaminérgicos de recompensa nos sintomas depressivos, também é possivel induzir que a
modulacdo da atividade antidepressiva da leptina acontece via sistema dopaminérgico. E
importante ressaltar que ainda ndo havia publicado nenhum estudo que relacionasse o efeito

da Leptina em um modelo de comportamento depressivo induzido por LPS.
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2 PERGUNTAS DE PARTIDA
1. A leptina apresenta atividade antidepressiva em modelo de comportamento tipo-
depressivo induzido por LPS em camundongos?

2. Mecanismos dopaminérgicos estardo envolvidos na atividade antidepressiva da
leptina?
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3 HIPOTESES

1. A administracdo sistémica de leptina apresenta atividade antidepressiva no modelo
de comportamento tipo depressivo induzido por LPS.

2. Mecanismos dopaminérgicos estdo diretamente relacionados a depressao.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel da via dopaminérgica na atividade antidepressiva da Leptina em
animais adultos submetidos ao modelo de depressdo induzida por Lipopolissacarideo (LPS),
utilizando antagonistas de receptores dopaminérgicos.

4.2 Obijetivo especificos

1. Observar as alteracbes comportamentais apds administracdo de leptina em
animais adultos submetidos ao modelo depresséo induzida por LPS utilizando os

testes de nado forcado, campo aberto preferéncia por sacarose;

2. Verificar o efeito de drogas antagonistas dos receptores dopaminérgicos na

atividade da leptina em animais submetidos ao modelo de depresséo por LPS;
3. Dosar no hipocampo dos animais tratados os niveis de BDNF;

4. Dosar no hipocampo, cdrtex pré-frontal e corpo estriado os niveis da citocina IL-

1 e de marcadores de estresse oxidativo, GSH e TBARS.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Animais

Foram utilizados aproximadamente 144 camundongos albinos adultos Swiss
machos nascidos no biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia e mantidos em
condicdes padrdo de acondicionamento, ou seja, 23-25°C com ciclo claro/escuro de 12 h e
alimentados com uma dieta padrdo e agua ad libitum. A manipulacdo dos animais foi
realizada de acordo com as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). O projeto foi realizado com aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
da UFC, protocolo n° 38/2012.

5.2 Drogas

LPS, SCH23390 (antagonista de receptor D1), raclopride (antagonista do receptor
D2/D3) e leptina recombinante de camundongo (Sigma, St. Louis, USA). Imipramina em
forma de comprimido (Tofranil, fabricado pelo laboratério Novartis). Os demais reagentes
foram de grau analitico.

5.3 Desenho Experimental

Figura 7 - Resumo do desenho experimental do trabalho

Tratamento

Testes comportarnentais

Campo aberto Nado for¢ado Sacarose
Dissecacao
Hipocampo Cortex pre-frontal Corpo estriado

Determinag6es Bioquimicas
GSH TBARS IL-13 BDNF
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5.4 Tratamento

5.4.1 Protocolo 1 — Determinagdo dos efeitos antidepressivos da leptina no modelo de
comportamento depressivo induzido por LPS

Para determinacdo dos efeitos antidepressivos da leptina os animais foram
divididos em 5 grupos, cada um tratado via intraperitoneal com leptina (1,5 mg/kg),
imipramina (10 mg/kg), LPS (0,5 mg/kg) ou salina, em 1 ou 2 administraces no periodo de
24 h antes da realizacdo da atividade locomotora. A imipramina foi utilizada como

antidepressivo triciclico padréo, a fim de verificar a confiabilidade do teste.

5.4.2 Protocolo 2 — Determinacéo da participacéo de receptores dopaminérgicos (D1 e D2) no

mecanismo da ac¢ao antidepressiva da leptina

Para a determinacdo do envolvimento do sistema dopaminérgico nos efeitos
antidepressivos da leptina através do bloqueio sistémico dos receptores D1 e D2, os animais
foram separados em 4 diferentes grupos e pre-tratados antes da administracdo da leptina ou
imipramina com as seguintes drogas: SCH23390 (15ug/kg, i.p.) e raclopride (0,4mg/Kkg, i.p.).

Em seguida foram realizados os testes comportamentais.

Quadro 3 - Esquema dos grupos de tratamento dos protocolos 1 e 2

Grupo Tratamento via intraperitoneal

1 Salina

LPS

Leptina

Leptina + LPS 30 min depois

Imipramina + LPS 30 min depois

SCH23390 + Leptina + LPS

Raclopride + Leptina + LPS

SCH23390 + Imipramina + LPS

©O| 0| N[ o o ] W DN

Raclopride + Imipramina + LPS
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5.5 Testes Comportamentais
5.5.1 Teste do Campo Aberto - Avaliacdo da atividade exploratéria (ARCHER, 1973)

O campo aberto para camundongos é feito de acrilico (paredes transparentes e
piso preto, 30 x 30 x 15 cm) dividido em 9 quadrantes iguais e utilizado para avaliar a
atividade exploratdria do animal (figura 8). Os principais parametros para observacao sao:
nimero de cruzamentos com as quatro patas (movimentacdo espontanea), nimero de
comportamentos de autolimpeza (grooming), nimero de levantamentos (rearing), assim como
0 tempo em que permanece parado (imobilidade) e a sua defecacdo, como indice de
emocionalidade, registrados durante um tempo de 4 minutos, apos 1 minuto de habituacéo.

A tendéncia natural do animal em um ambiente novo € a de exploré-lo, apesar do
conflito com o medo provocado pelo ambiente novo. Os mesmos animais apos determinacgéo

da atividade locomotora foram submetidos ao teste do nado forgado.

Figura 8 - Aparato utilizado para a realizacdo do teste do campo aberto em camundongos
* l
r

Fonte: Viviane Tomaz

5.5.2 Teste do Nado Forcado - Avaliacdo de sintomas depressivos (PORSOLT, 1979)

O procedimento experimental consiste em colocar os animais individualmente em
cilindros plasticos de altura 35 cm e diametro 24 cm (figura 9), contendo 13,5 cm de agua, por
um periodo de 6 min, no qual é registrado o tempo total de imobilidade para cada animal,

além da laténcia para apresentacdo de tal comportamento, a partir do segundo minuto.
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Considera-se como imobilidade quando o animal faz apenas 0os movimentos minimos para
manter a cabeca fora da &gua.

Os antidepressivos aumentam a laténcia para a imobilidade e reduzem o tempo de
imobilidade apresentado pelos animais.

Figura 9 - Aparato utilizado para a reallzagao do teste do nado for¢cado em camundongos

Rl

Fonte: Viviane Tomaz

5.5.3 Teste de Preferéncia Por Sacarose - Avaliacdo do comportamento anedénico (MAO et
al., 2014)

O teste foi realizado 24 horas ap6s a administracdo de LPS para verificar anedonia
induzida por LPS. O procedimento consistiu de um periodo de adaptacdo de 72 h antes do
teste em que os camundongos foram treinados para se adaptar a solucdo de sacarose com dois
frascos de uma solucédo de sacarose 1% (w / v) colocados em cada gaiola. 24 horas mais tarde,
a solucdo de sacarose de uma garrafa foi substituida por dgua da torneira. Por ultimo os
animais foram privados de agua e comida 18h antes do experimento (figura 10).

Para o teste 0s animais foram alojados em gaiolas individuais, com livre acesso a
dois frascos, um com 100 ml de solucdo de sacarose 1% (w / v) e um com 100 ml de agua.
Depois de 1 h, os volumes de solucdo de sacarose consumida e agua foram registados e a
preferéncia sacarose foi calculada como se segue: % do consumo de sacarose = consumo de
sacarose / (a4gua + o consumo de sacarose) x 100.

Figura 10 - Esquema do protocolo de adaptacéo para execucao do teste de preferéncia por
sacarose
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2 garrafas de
sacarose 1% Jejum
| garrafa de Teste de
sacarose 1% e 1 preferéncia por
de agua sacarose

5.6 Determinacdes Neuroquimicas

5.6.1 Dissecacdo das areas cerebrais

Imediatamente apds as determinagbes comportamentais os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, seus cérebros removidos e lavados em salina gelada.
As regides cerebrais hipocampo (HP), cortex pré-frontal (PF) e corpo estriado (CE) foram
dissecadas, congeladas e armazenadas a -80 °C até serem utilizadas para 0s ensaios (prazo

méaximo de 6 meses de estocagem).

5.6.2 Avaliacao dos niveis de GSH

O método enzimatico utilizado foi originalmente descrito por Tietze (1969), e
posteriormente modificado por Akerboom & Sies (1981). As amostras foram homogeneizadas
em 500 uL de tampao fosfato de potassio (TFK) 20 mM (pH 7,0). Do homogenato forma
retirados 10 pl para a dosagem de proteina. A seguir, adicionamos 100 pL de acido
tricloroacético 50% sobre o homogenato e a amostra, centrifugamos por 2 min a 13.000 rpm.
Entdo, adicionamos 500 pL do sobrenadante com 500 pL de TFK 1 M, para assim promover a
neutralizacdo da amostra. As leituras foram feitas em espectrofotdmetro a 412 nm, contendo
fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,0), 0,2 U/mL de GR, 0,1 mM DTNB, 1 mM EDTA ¢ 0,2 mM
NADPH. A concentragdo de glutationa obtida através da realizacdo de uma curva padrdo com

concentragdes conhecidas de GSSG. Os valores sdo expressos em ng/g de tecido.

5.6.3 Avaliacao dos niveis de TBARS
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O meétodo de Ohkawa et al. (1979) foi escolhido para determinar os niveis
teciduais de susbstancias reativas do 4acido tiobarbitirico (TBARS). Aliquotas de
homogenatos teciduais foram incubadas, a temperatura de 100°C por 45 minutos, em meio
contendo 0,45% de dodecil sulfato de sddio (SDS), 1,4 M de &cido acético pH 3.5, e 0,6% de
acido tiobarbitdrico (TBA). Apos incubacdo o produto da reagdo foi extraido com butanol e
lido em 540 nm. Para o célculo dos niveis de TBARS utilizamos o coeficiente de extin¢ao
molar de 1,56 x 105 M/cm. E os valores estdo expressos em umol MDA/g de tecido.

5.6.4 Determinacdo de niveis de IL-18

As éareas cerebrais foram homogeneizadas em vinte volumes de tamp&o PBS e
centrifugadas (10.000 rpm, 5 min). A concentracdo das citocinas em amostras de 50 uL foi
determinada por ELISA (R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA), seguindo as instrucoes do

fabricante, e expressa em pg / g de tecido.

5.6.5 Determinacao de niveis de BDNF

As areas cerebrais foram homogeneizadas em oito volumes de tampao PBS com
inibidores de protease (EMD Biosciences) e centrifugadas (10.000 rpm, 5 min). A
concentracdo de BDNF em amostras de 50 uL foi determinada por ELISA (Merck Millipore,
Merck KGaA, Darmstadt, Germany), seguindo as instrucdes do fabricante, e expressa em pg /

g de tecido.

5.7 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando o programa GraphPadPrism 5.0.
Para comparacdo entre as médias foi feita uma andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Student-Newman-Keuls. Os resultados foram comparados entre 0s grupos e com
aqueles obtidos em animais controle. Em todos os casos as diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p <0,05. Os valores estdo expressos como média +
EPM.
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6 RESULTADOS

6.1 Avaliacbes Comportamentais

6.1.1 Teste do Campo Aberto

Os valores da atividade locomotora avaliada pelo teste do campo aberto nédo
sofreram alteraces significativas [F(8,67) = 1,842, P < 0,05] (Figura 11).

Figura 11 - Namero de cruzamentos no teste do campo aberto
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n = 5-10 animais para cada grupo, barras representam média + erro padrdo das médias do nlimero de travessias.
N&o houve diferenca significativa entre os grupos, de acordo com ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls
como teste post hoc.
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6.1.2 Teste do Nado Forgado

Quando comparado ao grupo controle, os animais que receberam apenas LPS
aumentaram o tempo de imobilidade [F(8,73) = 16,29, P < 0,01]. O pré-tratamento com
leptina, manteve o tempo de imobilidade semelhante ao controle. Os animais tratados com
imipramina apresentaram reducdo do tempo de imobilidade comparado com controles [P <
0,001]. O tratamento com o0s antagonistas dos receptores D1 e D2/D3 reverteu a atividade da
leptina, apresentando valores semelhantes ao do LPS, enquanto quando tratados com

imipramina nao apresentaram diferenca em relagéo ao controle (figura 12).

Figura 12 - Tempo de imobilidade no testedo nado forgado
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n = 5-10 para cada grupo, barras representam média * erro padrdo das médias; a: p <0,05 versus Controle, b: p
<0,05 versus LPS, de acordo com ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls como um teste post hoc.
Abreviacbes: Sal = Salina, Imi = imipramina, Lep = leptina, SCH = SCH23390, Rac = raclopride.
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6.1.3 Teste da Preferencia por Sacarose

No teste de preferéncia de sacarose, houve uma diminui¢do na preferéncia no
grupo tratado com LPS quando comparada com solu¢éo salina [F(8,49) = 7,582, P < 0,05]. O
pré-tratamento com leptina, como também com imipramina, manteve o tempo de imobilidade
semelhante ao controle. O tratamento com o0s antagonistas dos receptores D1 e D2/D3
reverteu a atividade da leptina, apresentando valores semelhantes ao do LPS, enquanto nao
modificaram a atividade da imipramina (Figura 13).

Figura 13 - Porcentagem do consumo de sacarose no teste de preferéncia por sacarose
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n = 5-6 animais para cada grupo, barras representam média + erro padrdo das médias; a: p <0,05 versus Controle,
b: p <0,05 versus LPS, de acordo com ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls como um teste post hoc.
Abreviacbes: Sal = Salina, Imi = imipramina, Lep = leptina, SCH = SCH23390, Rac = raclopride.
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6.2 AvaliacGes Bioquimicas
6.2.1 Niveis de GSH nas &reas cerebrais
O conteudo de GSH diminuiu nos animais que receberam apenas LPS quando
comparado com os animais controles, no hipocampo [F(5,29) = 4,267, P < 0,05], cortex pré-
frontal [F(5,34) = 3,227, P < 0,05] e corpo estriado [F(5,31) = 3,742, P < 0,05]. Todos 0s
outros tratamentos apresentaram valores semelhantes aos do grupo tratado com LPS. (Figura

14).

Figura 14 - Niveis de Glutationa Reduzida no hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado
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n = 5-6 animais para cada grupo, barras representam média + erro padrdo das médias; a: p <0,05 versus Controle,
de acordo com ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls como um teste post hoc. Abreviacfes: Imi =
imipramina, Lep = leptina, SCH = SCH23390, Rac = raclopride.
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6.2.2 Niveis de TBARS nas &reas cerebrais
Quando comparado ao grupo controle, todos os animais tratados aumentaram
significativamente os niveis de TBARS, no hipocampo [F(5,33) = 9,731, P < 0,05], cortex
pré-frontal [F(5,35) = 8,251, P < 0,001] e corpo estriado [F(5,34) = 8,439, P < 0,01] (Figura

15).

Figura 15 - Niveis de Malonildialdeido no hipocampo, cdrtex pré-frontal e corpo estriado
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n = 5-6 animais para cada grupo, barras representam média + erro padrdo das médias; a: p <0,05 versus Controle,
de acordo com ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls como um teste post hoc. Abreviacfes: Imi =
imipramina, Lep = leptina, SCH = SCH23390, Rac = raclopride.
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6.2.3 Niveis de IL-18 nas dreas cerebrais

Foi detectado que o LPS aumentou os niveis de IL-1f quando comparados ao
grupo controle no cértex pre-frontal [F(5,36) = 5,743, P < 0,05] e no corpo estriado [F(5,35) =
6,498, P < 0,01]. Os tratamentos com imipramina [P < 0,001] e leptina [P < 0,01] foram
capazes de restaurar os niveis de IL-1B nessas areas. Ndo foi observado efeito do pré-
tratamento com antagonistas de receptores dopaminérgicos. O hipocampo ndo apresentou
diferenca significativa entre os diferentes tratamentos [F(5,35) = 1,715, P < 0,05] (Figura 16).

Figura 16 - Niveis da citocina IL-1B no hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado
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n = 5-8 animais para cada grupo, barras representam média + erro padrdo das médias; a: p <0,05 versus Controle,
b: p <0,05 versus LPS, de acordo com ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls como um teste post hoc.
Abreviagbes: Imi = imipramina, Lep = leptina, SCH = SCH23390, Rac = raclopride.
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6.2.4 Niveis de BDNF no hipocampo

O pré-tratamento com Leptina aumentou os niveis de BDNF quando comparados
com 0s animais tratados com salina e com LPS [F(3,22) = 85,62, P < 0,001], semelhante aos

valores do tratamento com Imipramina [P < 0,01] (Figura 17).

Figura 17 - Niveis de Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro no hipocampo
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n = 5-6 animais para cada grupo, barras representam média * erro padrdo das médias; a: p <0,05 versus Controle,
b: p <0,05 versus LPS, de acordo com ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls como um teste post hoc.
Abreviacdes: Imi = imipramina, Lep = leptina.
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7 DISCUSSAO

J& foi demonstrado na literatura que a administracdo de leptina produz efeitos
antidepressivos, em ratos e camundongos (GARZA et al., 2012; LU et al., 2006; YAMADA
et al., 2011). Alem disso, verificou-se que a leptina estimula a neurogénese no hipocampo
adulto, uma caracteristica compartilhada por antidepressivos sob condi¢des basais e estresse
crénico, acompanhado pela melhora do humor (CZEH; LUCASSEN, 2007).

O presente estudo é o primeiro a demonstrar que a leptina foi capaz de impedir as
alteracdes comportamentais induzidas por LPS, reconhecido como um modelo animal de
comportamento tipo-depressivo putativo. Também foi evidenciado o papel dos receptores
dopaminérgicos D1- e D2/D3-simile nessa atividade, além de um possivel mecanismo anti-
inflamatdrio envolvido.

No teste do nado forcado, 0s animais apresentam um comportamento de
"desespero™, como indicado pela imobilidade e tentativas de fuga, em particular, pela natagéo.
Quando um animal é forcado a nadar em um cilindro de vidro cheio de &gua a partir do qual
ele ndo pode escapar, ele eventualmente cessa a tentativa de fuga e torna-se imovel. Assim,
quanto maior for seu tempo de imobilidade indica um estado mais depressivo. O desespero
induzido pelo estresse comportamental é considerado analogo a depressdo em seres humanos
(LUCKI, 1997). No grupo pré-tratado com leptina percebe-se a capacidade desta de evitar o
aumento do tempo de imobilidade causado pelo LPS.

Lu et al. (2006) também demonstraram que a leptina apresenta efeitos
antidepressivos no teste do nado forcado. Além disso, foi demonstrado que a infusdo intra-
hipocampal de leptina produziu efeitos antidepressivos em ratos semelhantes a sua
administracdo sistémica. Os efeitos comportamentais da leptina no nado forcado foram
acompanhados pelo aumento da ativacdo neuronal em estruturas limbicas, particularmente no
hipocampo.

E importante mencionar que em nossos resultados de 24 horas apds a
administracdo de LPS ndo foram observadas alteracfes na atividade locomotora espontanea.
Este achado esta de acordo com relatdrios anteriores, como o de Tian et al. (2010) que
investigou a atividade antidepressiva da genipina, uma aglicona do geniposideo extraida do
fruto de Gardenia jasminoides Ellis, utilizada na medicina tradicional chinesa. Além de
detectar a acdo antidepressiva atraves do teste do nado forgado, também ndo foi observada
mudanca na atividade locomotora no teste de campo aberto. Esse resultado s6 mostra que o

teste do campo aberto é uma medida de emocionalidade e, assim sendo, ndo deve ser
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influenciada por substancias antidepressivas. Assim, estes dados sugerem que 0S animais
estavam exibindo um comportamento tipo-depressivo, e ndo de doenca.

Em relacdo ao papel dos receptores dopaminérgicos nessa a¢ao antidepressiva no
teste do nado forcado, os resultados indicam que pelo menos parte dela é via sistema
dopaminérgico, percebido pelo impedimento do efeito antidepressivo da leptina quando houve
pré-tratamento com os antagonistas de receptores D1 e D2. Contrério a isso, 0 pré-tratamento
dos antagonistas ndo modificou atividade da imipramina em relagdo ao controle, indicando o
sistema dopaminérgico ndo esta envolvido na sua acdo antidepressiva.

Os resultados da literatura sugerem que ambos 0s receptores D1 e D2 estdo
envolvidos na resposta comportamental ao nado forcado. Estudos demonstraram que a
estimulacdo aguda do receptor de dopamina D1 resultou em um efeito antidepressivo, nos
modelos animais de nado forcado e desamparo aprendido, enquanto o bloqueio deste receptor
impediu o efeito de diferentes drogas antidepressivas em ambos 0os modelos (D'’AQUILA et
al., 1994, GAMBARANA et al., 1995). No trabalho de Borsini et al. (1988) a estimulacao de
DRD2s por agonistas exerce um efeito antidepressivo e o tratamento com 0 antagonista
previne o efeito antidepressivo da desipramina. Em D'Aquila et al. (2010), a administracao de
SCH23390 na dose mais elevada e a de raclopride ja na dose mais baixa aboliu o efeito da
alopregnanolona no nado forgado.

No teste de preferencia por sacarose, 0s animais sdo levados a escolher entre agua
e uma bebida de sacarose a 1%. Os animais em condi¢fes normais apresentam uma
preferéncia por sacarose, ou seja, hd um consumo maior da solugédo de sacarose em relagdo a
agua. Isso acontece, pelo menos em parte, porque o sabor doce ativa circuitos dopaminérgicos
mesolimbicos de recompensa (BAKER et al., 2003). Os animais sem preferéncia por sacarose
apresentam um comportamento anedénico, analogo a anedonia, um sintoma comumente
presente na depressdo em seres humanos. No grupo pré-tratado com leptina ha uma melhora
da preferencia por sacarose, reduzida pelo tratamento com LPS.

O papel dos receptores dopaminérgicos no teste de preferéncia por sacarose fica
claro devido ao envolvimento do sistema dopaminérgico de recompensa no comportamento
aneddnico, comprovado aqui pelo impedimento do efeito antidepressivo da leptina quando
houve pré-tratamento com o0s antagonistas de receptores D1 e D2. Contrario a isso, mas
corroborando os resultados, o pré-tratamento com o0s antagonistas ndo modificou a acéo
antidepressiva da imipramina.

E bastante conhecido que os antagonistas DA suprimem a ingestdo de solugdes
doces em ratos (MUSCAT; WILLNER, 1989). Varias descobertas sugerem que essa
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supressdo resulta, em parte, porque os antagonistas DA reduzem o valor da recompensa de
sabor doce (SCHNEIDER, 1989), embora outras explicagdes tenham sido propostas para
explicar os efeitos da droga sobre a ingestéo e o reforco alimentar (BERRIDGE; ROBINSON,
1998; IKEMOTO; PANKSEPP, 1999). Além da redugdo da ingestdo de solugbes doces,
antagonistas de DA podem também alterar a capacidade de solucGes doces de reforcar a
preferéncia por outros sabores (HSIAO; SMITH, 1995).

Semelhante aos resultados aqui encontrados em relagdo aos testes
comportamentais, no trabalho de Mao et al. (2014), o tratamento crénico de piperina
melhorou significativamente os déficits comportamentais de camundongos nos testes de
preferéncia sacarose e nado forcado, em um modelo de estresse cronico, indicando assim sua
atividade antidepressiva.

Os resultados da leptina em relag&o aos niveis de IL-1p apontam para um possivel
mecanismo anti-inflamatdério mediando a sua atividade antidepressiva. A literatura mostra que
a leptina desempenha um importante papel regulatorio no sistema imune, além de suas ja bem
estabelecidas fungdes endocrinas. Os niveis de leptina aumentam rapidamente em condicGes
inflamatdrias agudas, tais como a colecistectomia, infecgdo aguda e sepses, particularmente
favorecidas por citocinas, tais como TNF-a, IL-6 e IL-1fB, tendo assim um efeito pro-
inflamatério (FERNANDEZ-RIEJOS et al., 2010).

Varios estudos verificaram que a administracdo parentérica de LPS conduz a um
aumento na leptina do plasma. Um papel protetor da leptina na remocdo de patdgenos é
observado em camundongos deficientes de leptina ob/ob, que desenvolvem doenca grave e
morrem de infeccdo por Klebsiella mais rapidamente do que os camundongos selvagens. Os
camundongos ob/ob também sdo altamente susceptiveis a letalidade induzida por LPS, que
pode ser revertida através da administracdo de leptina. Os efeitos protetores da leptina nestes
casos parece ocorrer através de uma modulacdo nas respostas de TNF-a ¢ IL-6 ap0s o contato
com a endotoxina (BERNOTIENE et al., 2006).

Além disso, tanto a estrutura de leptina e quanto seu receptor sugerem que a
leptina pode ser classificada como uma citocina. Foi relatado que a leptina induzida por um
desafio inflamatorio estad envolvido na anorexia e caguexia que acompanham as infeccdes.
Isto €, a anorexia da infeccdo, 0 que é uma parte integral da resposta de fase aguda do
hospedeiro, representa uma resposta benéfica a inflamacgéo, permitindo que o individuo lute
contra os desafios inflamatérios. Este papel imunomodulador da leptina durante a infec¢éo ou
inflamacdo, a torna propensa a atuar como um agente anti-inflamatorio nas inflamacdes
gastrintestinais (BRZOZOWSKI et al., 2001).
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A leptina também teve um efeito anti-inflamatdrio, num modelo experimental de
colite aguda por meio de um mecanismo dependente de neutréfilos que depende do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal, verificado através do fato que a leptina exdgena, bem como o
stress psicoldgico agudo, alivia a inflamag&o do cdlon induzida por acido acético (CAKIR et
al., 2004). Aléem disso, a leptina exdgena possa exercer um papel anti-inflamatério no
pancreas exocrino, protegendo ratos contra pancreatite aguda mediada pela via do Oxido
nitrico (KONTUREK et al., 2002).

Também, a leptina pode ser protetora contra o diabetes tipo 1, reduzindo insulite
induzida por virus. Quase 100% dos ratos, do tipo utilizados nesse estudo, recém-
desmamados tratados com a combinacéo de um ativador do sistema imunoldgico inato, poly
I:C, e do virus de rato Kilham tornam-se diabéticos dentro de um prazo previsivel. Além
disso, em diversos contextos terapéuticos, o tratamento com leptina teve efeitos benéficos
significativos na modulacdo da diabetes induzida por virus. (KRUGER et al., 2011). Outro
estudo mostrou que a leptina enddgena pode localmente proteger as articulagcdes da forma
mais grave de artrite reumatoide erosiva no ser humano (BOKAREWA et al., 2003).

Evidéncias apontam para uma reducdo nos niveis de BDNF 24h apos
administracao sistémica de LPS (MAES et al., 2011b). Em nossas condi¢Oes experimentais,
ndo foi possivel observar essa reducdo nos niveis de BDNF hipocampais, entretanto o pré-
tratamento tanto com imipramina quanto com leptina aumentou esse parametro quando
comparado aos animais controles e tratados com LPS.

O aumento dos niveis de BDNF pela leptina, semelhante a acdo da imipramina
nesse modelo, condiz com os achados na literatura. Yamada et al. (2011) destacaram a
influéncia da leptina nos niveis de BDNF. Para isso, foi avaliada a concentracdo no
hipocampo de BNDF ap6s a administracdo subcutanea de leptina em camundongos obesos e
ndo obesos. A leptina aumentou significativamente o BDNF dos roedores ndo obesos. No
entanto, nos ratos obesos, a leptina ndo afetou o BDNF. Quando o BDNF era injetado em
ambos o0s grupos de camundongos, havia uma diminuicdo do tempo de imobilidade no teste
do nado forcado (acdo antidepressiva). Quando utilizado um bloqueador dos receptores de
BDNF no hipocampo (K252a) concomitante ao uso de leptina, o tempo de imobilidade
apresentou-se maior do que apenas o0 uso de leptina isoladamente. O K252a aboliu os efeitos
antidepressivos da leptina. Esses resultados indicam que a leptina ativa o sistema BDNF no
hipocampo, que por sua vez evoca atividade antidepressiva em animais normais.

Por ser uma substancia endogena, a leptina com sua acdo antidepressiva

estabelecida se mostra bastante promissora para o tratamento da depressdo, visto que um dos
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maiores problemas atualmente na terapia sdo os efeitos colaterais advindos do uso das
principais drogas para depressdo. Ndo apenas o estudo mais aprofundado da leptina trara
beneficios para os préprios pacientes, mas também pode beneficiar as pesquisas sobre
depressdo, aumentando o conhecimento no assunto e, entendendo melhor o mecanismo de sua
acdo antidepressiva, talvez seja possivel compreender 0 mecanismo que gera esse transtorno

nos seres humanos.
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7.1 Consideracdes Finais

Quadro 4 - Resumo dos Testes Comportamentais

TESTE LPS  LEP SEEIPJ“ RI‘%PJ’ M1 SICDI,[{IJ’ Rﬁvf;r
NADO FORCADO 1 1# 1 1 | L 1#
CAMPO ABERTO i i i i i i i
PREF. SACAROSE L* 1 I* I* 14 14 14

* em relagdo ao controle, # em relagdo ao LPS

Quadro 5 - Resumo dos Testes Neurogquimicos

TESTE LPS IMI LEP SCH RAC

Areas PF|[HP|CE|PF|HP|CE|PF |HP|CE| PF |HP|CE | PF [HP [ CE

GSH T T INEN TN [N [ RS2 IO [ I IR I () T I

TBARS [ 1% | p% | 1% | -# | 1# | - | -8 | -#| 18| -#|w|-#|-#|-#]|-#

IL-1B (1 I N T I B I RV I I B 8 R

BDNF - e e

* em relacdo ao controle, # em relacdo ao LPS
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8 CONCLUSAO

Em concluséo, foi verificada a acdo antidepressiva da leptina no modelo de
comportamento depressivo induzido por LPS, bem como uma importante acdo anti-
inflamat6ria, mas seu mecanismo de acao no cérebro e a influéncia do sistema dopaminérgico
nesta acdo ainda sdo obstaculos a serem superados por meio da pesquisa no campo da
neurofarmacologia, tal como a neurobiologia da depresséo por completo. Esses esfor¢os tem o
intuito de melhorar os tratamentos de pacientes depressivos e consequentemente sua

qualidade de vida, além de gerar importante colaboracdo para a comunidade cientifica.
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