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RESUMO 

A depressão é um dos mais prevalentes transtornos psiquiátricos, tendo como principais 
sintomas clínicos a anorexia, a redução da atividade locomotora, a anedonia e a falta de 
concentração. Há evidências de que alterações imunoinflamatórias estão subjacentes à 
depressão. Além disso, o sexo é um fator relevante para a manifestação de sintomas da 
depressão, embora evidências mais recentes apontem para uma gravidade semelhante da 
depressão em ambos os sexos. O tratamento da depressão é pouco eficaz devido ao fato 
das medicações existentes não atuarem nos diversos mecanismos fisiopatológicos deste 
transtorno. Nesse contexto, a combinação de antidepressivos com diferentes mecanismos 
de ação é uma prática comum em não-respondedores ou respondedores parciais aos 
antidepressivos. Vale destacar que fármacos antidepressivos e antimicrobianos têm 
demonstrado propriedades anti-inflamatórias. Os objetivos do presente estudo foram: i) 
investigar a influência do sexo nas alterações comportamentais e 
neuroinflamatórias/oxidativas no modelo animal de sintomas tipo depressão induzido por 
exposição única ao desafio imune por lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli e ii) 
avaliar em animais machos submetidos à exposição repetida ao LPS, os efeitos terapêuticos 
da doxiciclina e escitalopram sozinhos e em associação. Para atingir os objetivos propostos 
o presente estudo se dividiu em dois protocolos. No primeiro protocolo, o modelo de 
depressão foi induzido pela exposição sistêmica e única de camundongos Swiss machos e 
fêmeas ao lipopolissacarídeo de E. coli (LPS – 0,5 mg/kg) e avaliação após 24 horas. No 
segundo protocolo, apenas animais machos foram submetidos à exposição repetida de LPS 
por 10 dias sendo que após 5 dias de exposição ao LPS os animais receberam doxiciclina 
ou escitalopram sozinhos ou em associação. Foram avaliadas alterações 
inflamatórias/oxidativas, bem como em vias de sinalização protetoras. O protocolo 1 mostrou 
que apenas animais machos apresentaram alteraçōes comportamentais tipo-depressivo, 
como aumento de imobilidade do nado forçado e diminuição na preferência por sacarose. As 
fêmeas apresentaram comportamento ansiogênico no labirinto em cruz elevado. Tanto 
machos quanto fêmeas apresentaram alterações neuroinflamatórias e oxidativas. No 
protocolo 2, doxiciclina (DOXI - 10 mg/Kg) ou escitalopram (ESCI - 4 mg/kg) sozinhos ou em 
associação reverteram o aumento de imobilidade induzido pela exposição repetida ao LPS. 
Os níveis de IL-1β e TNF-α aumentaram após exposição LPS, enquanto DOXI e ESCI 
reverteram esses níveis. DOXI e o ESCI reverteram o aumento dos níveis de nitrito induzido 
por LPS. Os níveis de expressão proteica do fator nuclear kappa B (NF-κB) e o marcador da 
molécula adaptadora de ligação de cálcio ionizada-1 (IBA-1) expresso na microglia ativada 
foram aumentados no grupo exposto ao LPS sendo revertidos pela DOXI e ESCI, enquanto 
que os níveis de glicogênio sintase quinase-3 (GSK3β) fosforilada e a proteína quinase 
regulada extracelular (ERK 1/2) fosforilada foram diminuídos no grupo do LPS e revertidos 
após o protocolo de tratamento. A DOXI também aumentou os níveis proteicos da ERK 1/2 
total e do fator transcripcional da proteína de ligação ao elemento de resposta de AMPc 
(CREB). Com base nos resultados do presente estudo, a DOXI quando administrada 
sozinha ativou mais mecanismos neuroprotetores em comparação ao ESCI, como aumento 
dos níveis cerebrais de GSH e CREB fosforilado, além da combinação das duas drogas ter 
reduzido os níveis de NF-κB e aumentado GSK3β fosforilado. Portanto, sugere-se que a 
DOXI pode atuar como um antidepressivo, apresentando efeitos superiores aos observados 
com o escitalopram. 

 

Palavras-chave: Depressão; Lipopolissacarídeo; Doxiciclina; Escitalopram; 
Neuroinflamação, Neuroproteção. 
  



 

ABSTRACT 
 

Depression is one of the most prevalent psychiatric disorders, having the main clinical 
symptoms anorexia, reduced locomotor activity, anhedonia and lack of concentration. There 
is evidence that immunoinflammatory changes underlie depression. In addition, sex is a 
relevant factor for the manifestation of depression symptoms, although more recent evidence 
points to a similar severity of depression in both sexes. The treatment of depression is 
ineffective due to the fact that existing medications do not act on the different 
pathophysiological mechanisms of this disorder. In this context, the combination of 
antidepressants with different mechanisms of action is a common practice in non-responders 
or partial responders to antidepressants. It is worth mentioning that antidepressant and 
antimicrobial drugs have shown anti-inflammatory properties. The objectives of the present 
study were: i) to investigate the influence of sex on behavioral and neuroinflammatory/ 
oxidative changes in the animal model of depression-induced symptoms induced by single 
exposure to the lipopolysaccharide immune challenge (LPS) of Escherichia coli; and ii) to 
evaluate male animals under repeated exposure to LPS, the therapeutic effects of 
doxycycline and escitalopram alone and in combination. To reach the proposed objectives, 
the present study was divided into two protocols. In the first protocol, the depression model 
was induced by systemic and single exposure of male and female Swiss mice to E. coli 
lipopolysaccharide (LPS - 0.5 mg/kg) and evaluation after 24 hours. In the second protocol, 
only male animals were submitted to repeated exposure of LPS for 10 days and after 5 days 
of exposure to LPS the animals received doxycycline or escitalopram alone or in 
combination. Inflammatory/oxidative alterations were evaluated, as well as in protective 
signaling pathways. Protocol 1 showed that only male animals presented behavioral-type 
depressive changes, such as increased immobility of forced swimming and decrease in the 
preference for sucrose. The females presented anxiogenic behavior in the high cross 
labyrinth. Both males and females presented neuroinflammatory and oxidative alterations. In 
protocol 2, doxycycline (DOXI - 10 mg/kg) or escitalopram (ESCI - 4 mg/kg) alone or in 
combination reversed the increase in immobility induced by repeated exposure to LPS. 
Levels of IL-1β and TNF-α increased after LPS exposure, while DOXI and ESCI reversed 
these levels. DOXI and ESCI reversed the increase in nitrate levels induced by LPS. Protein 
expression levels of the nuclear factor kappa B (NF-κB) and the marker of the ionized 
calcium binding adapter molecule-1 (IBA-1) expressed in the activated microglia were 
increased in the group exposed to LPS being reverted by DOXI and ESCI, whereas 
phosphorylated glycogen synthase kinase-3 (GSK3β) and phosphorylated extracellular 
regulated kinase (ERK 1/2) levels were decreased in the LPS group and reversed after the 
treatment protocol. DOXI also increased the protein levels of total ERK 1/2 and the 
transcriptional factor of the binding protein to the cAMP response element (CREB). Based on 
the results of the present study, DOXI when administered alone activated more 
neuroprotective mechanisms compared to ESCI, such as increased brain levels of GSH and 
phosphorylated CREB, in addition to the combination of the two drugs having reduced levels 
of NF-kB and increased GSK3β phosphorylated. Therefore, it is suggested that DOXI may 
act as an antidepressant, presenting higher effects than those observed with escitalopram. 

 
Keywords: Depression. Lipopolysaccharide. Doxycycline. Escitalopram. Neuroinflammation. 
Neuroprotection. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A depressão é um transtorno mental crônico, comum e recorrente, tendo uma 

estimativa de 350 milhões de pessoas afetadas mundialmente. É a principal causa 

de incapacidade em todas as faixas etárias, desde os jovens até os idosos, 

prevalecendo mais em mulheres que em homens. Esse transtorno psiquiátrico pode 

acarretar ao suicídio, no qual cerca de 800 mil pessoas morrem a cada ano, sendo a 

segunda principal causa de morte entre pessoas com idade entre 15 e 29 anos 

(OMS, 2016).  

Segundo o Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais (DSM-

V), a depressão pode manifestar-se como transtorno depressivo maior. Nesse caso, 

os critérios do DSM-V especificam que pelo menos cinco dos nove sintomas que se 

seguem devem estar presentes: humor deprimido, redução do interesse ou prazer 

em todas ou quase todas as atividades, perda ou ganho de peso, insônia ou 

hipersonia, agitação ou retardo psicomotor, fadiga ou perda de energia, sentimentos 

de desvalia ou culpa inapropriados, redução da concentração e pensamentos de 

morte ou de suicídio. Para o diagnóstico, é necessário que os sintomas durem pelo 

menos duas semanas e um deles seja, obrigatoriamente, humor deprimido ou perda 

de interesse ou prazer (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2013). 

Além do papel bem estabelecido das disfunções do sistema monoaminérgico 

na fisiopatologia da depressão, foi encontrada uma forte ligação entre depressão e 

alterações imuno-inflamatórias (MAES, 2001; ZORRILLA, 2001). Existe uma 

comunicação bidirecional entre o sistema imunológico e o cérebro. Essa 

comunicação neuroimune é relevante e essencial para montar as respostas 

imunológicas, fisiológicas e comportamentais adequadas. Ademais, a ativação de 

respostas imunes inatas no cérebro está implicada na etiopatogenia de vários 

transtornos psiquiátricos, incluindo depressão, transtorno de estresse pós-

traumático, autismo e esquizofrenia. Nesse sentido, o desafio imune é um 

importante fator predisponente no desenvolvimento desses distúrbios e uma fonte 

potencial de inflamação no cérebro. A esse respeito, um desafio imune, agudo ou 

crônico, irá desencadear sinais inflamatórios periféricos e centrais (SENS, 2016). 
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Nesse contexto, estudos com modelos animais vêm demonstrando que a 

estimulação do sistema imune, através de administração do lipopolissacarídeo 

(LPS), de citocinas pró-inflamatórias ou de indução de uma infecção bacteriana pode 

resultar na neuroinflamação (O'CONNOR et al., 2003; JOHNSON et al., 2004; JI et 

al., 2014; ZHANG et al., 2014; BIESMANS et al., 2015) e no desenvolvimento de 

comportamento tipo-depressivo, evidenciado pelo desespero comportamental 

(O'CONNOR et al., 2003; JI et al., 2014; ZHANG et al., 2014; ZHU et al., 2015) ou 

anedonia (KASTER et al., 2012; JI et al., 2014; ZHANG et al., 2014). Assim, em uma 

inflamação periférica, induzida pelo LPS, causaria sintomas depressivos em 

humanos e comportamento tipo-depressivo em roedores (REICHENBERG et al., 

2001; RAETZ & WHITFIELD, 2002; DANTZER et al., 2008).  

Há um crescente número de evidências sobre as diferenças de 

comportamento entre mulheres e homens, sendo as mulheres mais suscetíveis ao 

desenvolvimento de distúrbios psicossociais relacionados ao estresse, incluindo 

depressão (HANKIN et al., 1998), ansiedade (LEWINSOHN et al., 1998) e transtorno 

de estresse pós-traumático (BRESLAU, 2002). Estudos revelam que a depressão 

clínica é acompanhada pela ativação de vias/mecanismos imuno-inflamatórios, 

oxidativos e nitrosativos (MAES et al., 1995; MAES, 2011; KUBERA et al., 2011b; 

LEONARD & MAES, 2012). 

 Destarte, a terapia clínica utilizada no tratamento da depressão é realizada 

com os antidepressivos clássicos, tais como os inibidores da monoamina oxidase, os 

inibidores seletivos da recaptação da serotonina e da norepinefrina e os tricíclicos 

(MAES et al., 1997; UHER et al., 2014). Porém, estudos em animais revelaram que 

o uso de antimicrobianos, como a doxiciclina, minociclina, ceftriaxona possuem 

efeitos neuroprotetores, semelhantes aos antidepressivos, evidenciando o uso 

dessas drogas no tratamento de transtornos neurodegenerativos (ROTHSTEIN et 

al., 2005; KIM et al., 2007; ARAKAWA et al., 2012; MELLO et al, 2013).  

 Com base nas informações supracitadas, o presente trabalho visou 

determinar a influência do sexo nas alterações induzidas pela administração 

sistêmica e única de LPS em camundongos adultos, bem como o efeito do 

tratamento com escitalopram e doxiciclina sozinhos e em associação na reversão de 

alterações tipo-depressão em animais submetidos a administração repetida de LPS.   
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Fisiopatologia da Depressão 

 

A etiologia da depressão não é completamente conhecida, sendo de 

característica multifatorial com influências biológicas, psicológicas, ambientais e 

genéticas. Em relação às possíveis causas biológicas, a primeira hipótese a ser 

considerada foi a deficiência funcional dos neurotransmissores monoaminérgicos, os 

quais são serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) e dopamina (DA). Portanto, 

considera-se que esses neurotransmissores estão envolvidos na fisiopatologia da 

depressão (SCHILDKRAUT, 1965; COPPEN, 1972; AGUIAR et al., 2011).   

A esse respeito, a serotonina é o neurotransmissor mais extensamente 

estudado na etiologia da depressão (VAN PRAAG & KORF, 1971). A molécula é 

sintetizada a partir do aminoácido triptofano, pela ação da enzima triptofano 

hidroxilase, a qual converte o triptofano em 5-hidroxitriptofano. Além disso, o L-

aminoácido aromático descarboxilase converte o 5-hidroxitriptofano em serotonina 

(STRASSER et al., 2016; PALEGO et al., 2016; BRUMMELTE et al., 2017). Porém, 

o triptofano pode ser degradado pela ação da indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), 

em quinurenina e posteriormente em ácido quinurênico e ácido quinolínico, através 

da ativação das via das quinureninas (FOWLER et al., 2015). Portanto, a ativação da 

via da IDO diminui os níveis de triptofano, consequentemente uma menor produção 

do neurotransmissor 5-HT (LEONARD & MAES, 2012). Esse neurotransmissor 

também sofre uma ação de degradação da enzima monoamina oxidase (MAO). 

Além disso, o desequilíbrio dos receptores serotonérgicos, também estariam 

envolvidos na fisiopatologia da depressão (WILLNER, 1990; DEAKIN et al., 1991; 

GRAEFF & BRANDÃO, 1999; FOWLER et al., 2015). 

Conforme previamente mencionado, a norepinefrina (NE) ou também 

chamada de noradrenalina (NA), e a dopamina (DA) são neurotransmissores 

catecolaminérgicos que foram implicados na hipótese das monoaminas 

(SCHILDRAUT, 1965; BUNNEY & DAVIS, 1965; WILNNER, 1990). Assim, a NE é 

sintetizada a partir do aminoácido tirosina, o qual é convertido em L-DOPA, através 

da ação da enzima tirosina hidroxilase. Por conseguinte, a L-DOPA é convertida em 
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DA, pela ação da enzima DOPA descarboxilase. Por último, DA é convertida em NE, 

pela ação enzimática da dopamina β-hidroxilase. Porém, a ação das enzimas MAO e 

Catecol-O-metiltransferase (COMT) irão degradar os neurotransmissores DA e NE, 

ocorrendo um déficit na neurotransmissão e na alteração de seus respectivos 

receptores  (ULMANEN et al., 1997; FINBERG, 2014). 

O modelo monoaminérgico é originado em pequenos núcleos no tronco 

cerebral e mesencéfalo e projetam-se difusamente pelo córtex e sistema límbico. 

Assim, as áreas límbicas (hipocampo, amígdala, cortex pré-frontal e hipotálamo) e 

demais áreas do circuito que regulam o humor apresentam uma interação com 

neurotransmissores 5-HT, NA, DA (NEMEROFF, 1998; ORDWAY et al., 1999; 

IROTANI et al., 2006). Portanto, os sistemas monoaminérgicos associados a 

acetilcolina (Ach), exercem efeitos de integração e modulação sobre vários sintomas 

comportamentais, como as atividades do humor, cognição, psicomotora, memória, 

prazer, concentração, sono, apetite, atenção (JOCA et al., 2007; DUNLOP & 

NEMEROFF, 2007). Ansiedade, irritabilidade e impulsividade também são 

evidenciadas, conforme figura abaixo (SUMEGI, 2008; WOOD & VALENTINO, 

2016). 

 

Figura 1 – Interação entre os sistemas monoaminérgicos e seus correlatos clínicos.

 

Fonte: http://psiqweb.net/index.php/depressao-2/depressao-fisiopatologia 
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Há evidências que o modelo monoaminérgico estaria envolvido com o 

funcionamento neuroendócrino relacionado ao estresse e que a depressão seria 

uma resposta a esse estresse crônico (MUSSELAMAN et al., 2003; AGUIAR et al., 

2011). Nesse sentido, estudos têm sugerido que o sistema monoaminérgico não 

representa a via final na regulação do humor, mas exerce uma influência 

modulatória. Assim, outros sistemas que estariam regulando a plasticidade neuronal 

e sináptica também teriam importância central na neurobiologia e tratamento desses 

transtornos (SANACORA et al., 2008; SENS, 2017).  

Portanto, o estresse é o agente causal mais importante do desenvolvimento 

do transtorno depressivo maior (KASCKOW et al., 2001). Assim, o estresse ativa o 

eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA), pela via neuroendócrina, o qual 

desempenha um papel fundamental nas respostas ao estresse. Dessa forma, o 

estresse promove a secreção do hormônio liberador de corticotrofina (CRH), na área 

hipotalâmica, o qual promove a secreção do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) 

na hipófise anterior, que por sua vez, induz a secreção de glicocorticóides na 

glândula adrenal, os quais são mediadores do estresse. Nesse sentido, estudos 

indicaram que o aumento de CRH no líquor de pacientes deprimidos, evidenciando a 

hiperatividade do eixo HPA na patogênese de distúrbios depressivos (NEMEROFF 

et al., 1984; BALE & VALE, 2004; WOOD & WOODS, 2007; HOLSBOER & ISING, 

2008).  

Por outro lado, a elevação dos glicocorticóides suprime a secreção de CRH, 

através dos receptores de glicocorticóides, no hipocampo, evidenciando um 

feedback negativo do eixo HPA (OWENS & NEMEROFF, 1991; DE KLOET et al., 

1998). Porém, em um quadro depressivo, o estresse eleva os níveis de 

glicocorticóides, os quais diminuem o volume do hipocampo, que por sua vez, induz 

o déficit do feedback negativo do eixo HPA  (SAPOLSKY et al., 1985; VIDEBECH & 

RAVNKILDE, 2004; DE KLOET et al., 2005). Portanto, mudanças volumétricas de 

hipocampo, amígdala, córtex pré-frontal, córtex cingulado anterior e gânglios basais 

foram detectados em pacientes que sofrem de depressão a longo prazo 

(CAMPBELL & MACQUEEN, 2006). Redução do volume hipocampal é associada a 

déficits neurocognitivos encontrados em transtornos de humor (BROWN et al., 2004; 

MAES et al., 2009c). O hipocampo é de particular interesse, uma vez que na 

depressão é um membro chave do sistema límbico, controlador do comportamento 
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emocional e na regulação do eixo HPA (DE KLOET et al., 1998; MAES et al., 

2009c).  

A esse respeito, há evidências que a neuroprogressāo, a qual está envolvida 

com o processo de neurodegeneração, neurogênese reduzida, plasticidade neuronal 

e apoptose celular, desempenha um papel na fisiopatologia da depressão (BERK et 

al, 1997; MAES et al., 2009c, 2011d). Nesse contexto, o estresse crônico diminui a 

expressão do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), o qual leva a 

alterações morfológicas dos neurônios no hipocampo (MONTEGGIA et al., 2007). 

Esse fator neutrófico está associado ao crescimento, função e aprendizado de 

células neuronais (DUMAN & MONTEGGIA, 2006; SCHMIDT & DUMAN, 2007; 

SCHMIDT & DUMAN, 2010), o qual é essencial para sobrevivência e diferenciação 

fenotípica de células neuronais durante o desenvolvimento e na manutenção e 

proteção/reparação de neurônios maduros em lesões cerebrais adultas (SAAVEDRA 

et al., 2008). Portanto, estudos clínicos demostraram baixos níveis de BDNF no soro 

de pacientes com transtorno depressivo maior (KAREGE et al., 2002; FUCHIKAMI et 

al., 2011).  

 

2.2 Hipótese Inflamatória da Depressão 

 

Além de todas as hipóteses elencadas para a fisiopatologia da depressão no 

item anterior, a depressão também pode ser originada por processos inflamatórios. 

Nesse sentido, desde a década de 80, foram publicados os primeiros estudos sobre 

depressão, desencadeada pela inflamação, pela ativação de células monocíticas e 

células T. Com isso, na prática clínica foram lançadas as bases para uma nova 

hipótese que a inflamação e a ativação imunitária mediada por células são fatores 

chaves para o desenvolvimento da depressão (MAES et al., 1990-1991, 1991b, 

1992a, 1992b, 1993, 1993a).  

A esse respeito, o papel das citocinas na depressão foi proposto pela primeira 

vez por Smith (1991), sob a forma da "teoria de macrófagos de depressão" e ainda 

estudada por Maes no início de 1990 (MAES et al., 2012). Essa teoria foi postulada 

na observação das concentrações sanguíneas elevadas de marcadores 

inflamatórios, em pacientes com depressão clínica grave associada a uma resposta 



 25 

de fase aguda. De acordo com essa teoria, as citocinas pró-inflamatórias são 

responsáveis pela resposta da fase aguda na inflamação, ocasionando vários 

aspectos clínicos de depressão, como hiperatividade do eixo HPA e distúrbio no 

metabolismo da serotonina (MAES, 1994c).  

Com base nas evidências de investigação e revisão literária de Smith (1991), 

concordou-se que os macrófagos são ativados pelos linfócitos T e, portanto, que a 

depressão é caracterizada pela ativação imune mediada por células (MAES et al., 

1995). Com isso, os sintomas psicossomáticos ou vegetativos que ocorrem na 

depressão são manifestações celulares, mediadas pela ativação imunitária, 

assemelhando-se aos comportamentos tipo-depressivos em modelos de animais 

(MAES, 1993; MAES et al., 1993).  

Com essas novas evidências, a teoria dos macrófagos modificou-se para 

“Teoria de ativação do Sistema de Resposta Inflamatória (SRI)”, devido os vários 

aspectos do sistema inflamatório serem correlacionados com a imunidade celular 

durante a depressão maior (SONG et al., 1998; VANWEST & MAES, 1999). Assim, a 

inflamação envolve a síntese e liberação de mediadores pró-inflamatórios, tais como 

citocinas e quimiocinas. Nesse processo, são envolvidas células, como monócitos, 

neutrófilos, macrófagos e células da cascata do complemento (SCHIEPERS et al., 

2005).  

A ativação do SRI na depressão está relacionada com a hiperatividade do 

eixo HPA, sugerindo que a depressão é induzida por citocinas pró-inflamatórias. A 

hiperatividade do eixo ocorre pela interação imunoendócrina, ou seja, as citocinas 

pró-inflamatorias (IL-1β, IL-6 e TNF-α) também aumentam a secreção de hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH) por ação direta ou mediante aumento do efeito do 

homônio corticotrofina (CRH), evidenciando essa hiperatividade (MAES et al., 

1993a, 1993d). 

Após novos estudos, a teoria foi denominada de “Indução inflamatória por vias 

de estresse oxidativo e nitrosativo (IO&NS)", devido as evidências mostrarem que 

não acontecia somente à ativação do SRI, mas também ocorria ativação da via do 

estresse oxidativo e nitrosativo (MAES, 2008). Em 2010, a hipótese de depressão foi 

modificada para teoria da "Resposta inflamatória & neurodegenerativa (I&ND) 

(MAES, 2010). Essa teoria reúne os conceitos inflamatórios por vias de estresse 

oxidativo e nitrosativo acompanhada por neurodegeneração e diminuição da 
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neurogênese (GARDNER & BOLES, 2010; MAES, 2010; ZUNSZAIN et al., 2013). 

Assim, a neurogênese reduzida é associada com níveis baixos de neurotrofinas, por 

exemplo, o fator neutrófico derivado no cérebro (BNDF), o qual regula a plasticidade 

neuronal e sináptica na depressão (TANCRED et al., 1992; MURRAY & LYNCH, 

1998; ANGELUCCI et al., 2005). A figura seguinte (figura 2) sequencia as teorias 

inflamatórias de acordo com seus períodos de descoberta. 

 

Figura 2 - Teorias Inflamatórias da Depressão. 

 

Fonte: elaborada pela autora. 
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Baseada em todas as teorias, verificou-se que existe uma comunicação 

bidirecional entre o Sistema Nervoso Central (SNC) e o sistema imunológico, a qual 

é necessária para a montagem imunológica apropriada, ou seja, respostas 

comportamentais e fisiológicas à estimulação imune (KELLEY et al., 2003). Com 

isso, uma resposta aos estímulos imunes periféricos, decorrentes de uma 

administração sistêmica de um agente pró-inflamatório, são produzidas e liberadas 

citocinas pró-inflamatórias IL-1β, TNF-α e IL-6, por células gliais (astrócitos e 

microglia) no cérebro (LAYE et al., 1994), as quais servem como uma fonte e alvo de 

mediadores pró-inflamatórios. Dessa forma, a resposta dominante para vários tipos 

de lesões no SNC é a ativação da microglia e astrócitos, muitas vezes referida como 

gliose, nos locais de dano (KREUTZBERG, 1996; NORENBERG, 2005; 

O’CALLAGHAN & SRIRAM, 2005).  

Nesse contexto, no SNC, incluindo as células imunes inatas, microglia e 

macrófagos, desempenham um papel integrante na recepção e propagação de 

sinais inflamatórios que são iniciados na periferia. A ativação de células imunes 

inatas periféricas provoca a secreção de citocinas pro-inflamatórias, incluindo 

interleucina IL-1β, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF-α), as quais utilizam as vias 

neurais (GOEHLER et al., 1998; KONSMAN et al., 2000; DANTZER et al., 2000), 

humoral (LAFLAMME et al., 1999) e barreira hematoencefálica para enviar os sinais 

para o SNC (CHING et al., 2007). Esse sinal inflamatório, por sua vez, induz 

macrófagos do SNC e microglia a produzir as mesmas citocinas (MAES et al., 1990-

1991; 1993d, 1994; MIKOVA et al., 2001; NAUYEN et al., 2002), as quais terão 

como alvo substratos neuronais, provocando uma síndrome depressiva, conforme 

figura 3 (MAES et al., 1992; 1992b; 1993e; KELLEY et al., 2003; MAES et al., 2012).  

Conforme previamente mencionado, as respostas inflamatórias centrais são 

geralmente mantidas por microglia e astrócitos ativados (HENEKA et al., 2010; 

BUFFO et al., 2010; JURGENS & JOHNSON, 2012). Microglia e astrócitos são 

células imunes residentes do cérebro, as quais se proliferam e tornam-se 

imunocompetentes secretando uma série de moléculas citotóxicas e neurotróficas 

(WALTER & NEUMANN, 2009; KITAMURA et al., 2009; POLLAZI & MONTI, 2010). 

Assim, a microglia tem fenótipos diferentes de ativação, que dependem do estímulo 

inflamatório, os quais são M1 (pró-inflamatório) e M2 (anti-inflamatório) (COLTON, 

2009; COLTON E WILCOCK, 2010; FRANCO & FERNANDEZ- SUAREZ, 2015). A 
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microglia M1 promove respostas pró-inflamatórias, como produção e liberação de 

TNF-α, IL-1β, produção de óxido nítrico sintase induzida (iNOS) e as espécies 

reativas de oxigênio (ROS) (LE et al., 2001; BLOCK et al., 2007; AUDET et al., 2011; 

PATKI et al., 2013), contribuindo para uma disfunção da rede neural. Por outro lado, 

a microglia M2 está associada a uma regulação positiva de citocinas anti-

inflamatórias, produção de fatores neutróficos e de crescimento, desempenhando 

um papel na restauração da homeostase, envolvida na neuroproteção 

(PONOMAREV et al., 2007; POLLAZI & MONTI, 2010). 

A esse respeito, microglia e astrócitos exercem efeitos imunomoduladores 

(MILLER, 2003; DAVALOS et al., 2005; NIMMERJANH et al., 2005; LYNCH, 2009), 

possuindo propriedades neuroinflamatórias e neuroprotetoras. Os astrócitos 

desempenham um papel fundamental na recuperação de uma lesão cerebral, 

regulando as moléculas antioxidantes e fatores neurotróficos (HENEKA et al., 2010; 

BUFFO et al., 2010; JURGENS & JOHNSON, 2012). Os astrócitos ativados 

modulam funções microgliais, tais como proliferação celular, migração, adesão e 

ativação (GODBUT et al., 2005; BARRIETOS et al., 2006; ABRHAM et al., 2006). 

Tem sido demonstrado que os astrócitos podem reduzir os efeitos potencialmente 

prejudiciais da microglia (GAYKEMA et al., 2006; HUANG et al., 2007; CHEN et al., 

2008; LYNCH, 2009).  

Figura 3: Fisiopatologia da depressão desencadeada pela inflamação. 

Fonte: FELGER & LOTRICH, 2013. 
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Com isso, várias evidências sugerem que a inflamação desempenha um 

papel na fisiopatologia da depressão (HASHIMOTO, 2009, 2015, MILLER et al., 

2009, RAISON et al., 2010, DANTZER et al., 2008, ZHANG et al., 2016), inclusive 

em disfunções cognitivas, emocionais e ansiedade (LEONARD & SONG, 1996; 

HEYSRR et al., 1997;  ANISMAN & MERALI, 1999; VALLIERES et al., 2002). Desse 

modo, as citocinas TNF-α e IL-6 mostram um efeito direto sobre a neurotransmissão 

serotoninérgica e noradrenérgica (DUNN et al., 2005, SCHIEPERS et al., 2005, 

HAASE & BROWN, 2015). Assim, as citocinas pró-inflamatórias podem influenciar a 

síntese e a recaptação de 5-HT e NA, levando à sua redução nos níveis 

extracelulares (MCNAMEE et al., 2010; JI et al., 2014). Nesse contexto, estudos 

envolvendo pacientes deprimidos demonstraram que possuem o sistema imunitário 

desregulado, caracterizado pelo aumento da produção de citocinas pró-

inflamatórias, tais como IL-1β, IL-6 e TNF-α (CONNOR & LEONARD, 1998; MAES et 

al., 1999; MIKOVA et al., 2001). Portanto, várias ações das citocinas alteram 

funções do organismo, tais como febre, anedonia, alterações neuroendócrinas, 

alterações no sono e outras alterações comportamentais (atividades exploratórias, 

sexuais e sociais) (MAES, 1999; LEONARD & SONG, 1999). Portanto, as citocinas 

podem desempenhar um papel importante no aparecimento de comportamentos 

depressivos (KONSMAN et al., 2008; YIRMIYA & GOSHEN, 2011).  

Todos esses achados sugerem que a inflamação tem um papel importante na 

etiologia do humor depressivo e que os sinais pró-inflamatórios podem atuar nos 

processos fisiopatológicos que caracterizam os distúrbios depressivos, pelas vias 

imuno-inflamatórias, metabolismo dos neurotransmissores, neuroendócrina, 

plasticidade sináptica (RAISON et al, 2006), estresse oxidativo e nitrosativo e 

neurodegeneração (MAES et al., 1993; SEIDEL et al., 1995; SLUZEWSKA et al., 

1996; MAES et al., 2009, 2011a; LEONARD & MAES, 2012; MOYLAN et al., 2013). 
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2.3 O papel do LPS na Depressão 

 

O lipopolissacarídeo (LPS) é o principal componente da parede celular 

externa de bactérias Gram-negativas, como por exemplo a Escherichia coli, 

funcionando como uma endotoxina bacteriana que estimula o sistema imune inato 

de forma semelhante a uma infecção bacteriana (BISWAS & LOPEZ-COLLAZO, 

2009). O LPS induz uma cascata de processos imunológicos que contribuem para 

uma série de respostas fisiológicas, metabólicas, neuroendócrinas e 

comportamentais (HART, 1990; DANTZER, 2001). 

O LPS é constituído por três porções: a) o lipídio A, considerado a parte inicial 

da molécula e a sua porção tóxica, sendo a principal porção responsável pelas 

propriedades pró-inflamatórias do LPS, formado principalmente de açúcares 

(glicosamina) ligado a fosfatos e longas cadeias de ácidos graxos, cada uma com 

cerca de 14 átomos de carbono; b) o polissacarídeo O, uma cadeia variável situada 

na superfície externa da molécula, o qual é responsável por mudanças 

conformacionais das bactérias Gram-negativas; e c) a terceira porção também 

conhecida como região nuclear que liga as porções interna e externa da molécula, 

sendo a porção de LPS reconhecida pelos anticorpos (RAETZ, 1991) (Fig. 4). Os 

patógenos bacterianos entéricos contendo antígenos O, como um componente do 

LPS, podem promover resistência e fagocitose, aumentando a patogenicidade dos 

membros da família Enterobacteriaceae, a qual pertence à espécie Escherichia coli 

(HART, 1988; SWIERGIEL et al., 1999). 
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Figura 4 – Estrutura química do LPS. 

 

 

 

Fonte: http://www.ebah.com.br/content/ABAAABrwUAL/bacterias 

 

A esse respeito, uma vez que o LPS entra em contato com o organismo 

animal, seja a partir de uma bactéria Gram-negativa, como E. coli, ou pela 

administração direta do mesmo, inicia-se uma série de respostas no organismo 

infectado. Desse modo, o LPS que se encontra no plasma liga-se a uma proteína de 

fase aguda do hospedeiro, o LBP (proteína ligadora de LPS), produzida no fígado, 

formando um complexo chamado de LPS-LBP (SCHUMANN et al., 1990; 

HEUMANN et al., 1990; MATHISON, 1992; WURFELL et al, 1995; YU, 1997; 

CHABY, 1999; KITCHENS et al., 1999). O complexo transfere o LPS para a proteína 

de membrana periférica CD14 para a superfície de células imunológicas, na 

superfície dos macrófagos, iniciando a ativação celular (ANDERSON et al., 1992; 

FENTON & GOLENBOCK, 1998; ADEREM & ULEVITCH, 2000; MIYAKE, 2003).  
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Por conseguinte, o novo complexo formado, chamado de LPS-CD14, ativa a 

sinalização do receptor Toll-like, tipo 4 (TLR-4) (MEANS et al., 2000; ANDERSON, 

2000; BEUATLER, 2001), que tem um papel fundamental no reconhecimento de 

antígenos patogênicos, ao qual é complexada à proteína MD-2, gerando o sinal 

transmembranar para o núcleo (JEAN-BAPTISTE, 2007). Assim, dentro do 

macrófago ocorre uma série de reações em cascata celulares, incluindo a atuação 

de MyD88, p38, JNK, TAK-1, proteína quinase IkB, proteína ativadora 1 (AP-1), até a 

ativação do fator nuclear de transcrição NF-κB (envolvido no desenvolvimento, 

plasticidade e neurodegeneração em neurônios e células da glia), que ativa os 

genes que codificam as proteínas envolvidas na defesa contra a infecção, que são 

as citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, IL-12, TNF-α) (INGALLS et al., 1995; 

ADEREM & ULEVITCH, 2000; HAVA et al., 2006; ROMERO et al., 2007; JEAN-

BAPTISTE, 2007). Essa endotoxina bacteriana pode atuar em macrófagos, 

monócitos, neutrófilos, plaquetas sanguíneas e células endoteliais (SALUK-

JUSZCZAK & WACHOWICZ, 2005).  

Durante um episódio inflamatório, as reações inflamatórias consistem em 

cascatas celulares a uma resposta de fase aguda. Assim, após exposição ao LPS, 

ocorre uma secreção elevada de citocinas pró-inflamatórias periféricas, quimiocinas, 

moléculas de adesão, produção de ciclooxigenase 2 (COX-2) e prostaglandinas, 

resultando em uma inflamação periférica (CUNNINGHAM & SANDERSON, 2008; 

BILBO et al., 2008; TARR et al., 2011). Além disso, o LPS ativa células da glia, como 

microglia e astrócitos. A microglia ativada estimula a produção de citocinas e 

mediadores inflamatórios através de diferentes vias no SNC (HENEKA et al., 2010; 

BUFFO et al., 2010; JURGENS & JOHNSON, 2012). Assim, a indução de 

mediadores pró-inflamatórios afeta o metabolismo de neurotransmissores, como 5-

HT e DA (DUNN, 1988; KABIERSCH et al., 1988, DUNN, 2006) a ativação do eixo 

hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA), ocorrendo um aumento de concentrações de 

ACTH e glicocorticóides (BESEDOVSKY et al., 1986; DUNN, 2000) e uma 

diminuição de fatores neurotróficos, produção da enzima óxido nítrico sintase 

induzida, evidenciando uma neuroinflamação e danos neuronais (SCHNYDRIG et 

al., 2007; BILBO et al., 2008). Portanto, uma ativação inflamatória neural causa um 

amplo espectro de efeitos neuroimunes, neuroquímicos e neuroendócrinos, levando 
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à indução de uma sintomatologia depressiva, conforme figura abaixo 

(PITYCHOUTIS & PAPADOPOULOU-DAIFOTI, 2010).  

Figura 5 – Mecanismos inflamatórios do LPS. 

 

 

Fonte:  RAISON et al., 2006. 

 

Nesse sentido, as vias inflamatórias desencadeiam um complexo de 

sintomas, como sickness behavior (comportamento de doença) e comportamentos 

depressivos, incluindo anedonia, anorexia, distúrbios psicomotores, ansiedade, 

fadiga, distúrbios de memória e comprometimento neurocognitivo (QIN et al., 2007; 

JOHNSON, 2002; KELLEY et al., 2003; MAES et al., 2012). Assim, tem sido 

demonstrado que o LPS exerce efeitos de ansiedade em animais testados em 

ambientes claro-escuro e testes do labirinto (SWIERGIEL & DUNN, 2007). Estudos 

relataram que uma dose baixa de LPS foi eficaz na indução de comportamentos 

tipo-depressivos em animais, sendo suficientemente elevada para ativar no cérebro 

os sistemas noradrenérgicos e serotoninérgicos (LINTHORST & REUL, 1998; 

LACOSTA et al., 1999). Esses neurotransmissores têm sido implicados na resposta 
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ao estresse, medo e ansiedade, podendo ser mediadores dos efeitos de LPS 

(MILLAN, 2003; WIECZOREK et al., 2005). 

Evidências também mostram que a estimulação do sistema imune inato por 

administração periférica de LPS induz profundas alterações centrais 

monoaminérgicas em animais (LINTHORST et al., 1995, LINTHORST & REUL, 

1998; DANTZER et al., 2008). Em seu estudo, O'Connor et al., 2009, demonstrou 

que as alterações induzidas na atividade serotoninérgica podem ser atribuídas à 

ativação induzida por LPS da enzima indolamina 2,3-dioxenase (IDO) no cérebro, 

desenvolvida com triptofano. Dado que o triptofano é a molécula precursora limitante 

da taxa na biossíntese de 5-HT, a hipótese é de que as alterações no seu 

metabolismo possam explicar o desenvolvimento dos sintomas depressivos 

(DANTZER et al., 2008). Além disso, verificou-se também que a administração da 

endotoxina bacteriana aumenta o metabolismo da DA na maioria das regiões do 

cérebro em roedores (DUNN, 1992; DUNN et al., 2005). 

Conforme mencionado anteriormente, o desafio imune por LPS induz 

mudanças comportamentais e deficiências cognitivas em modelos inflamatórios 

(ANISMAN et al., 2002). Essas alterações comportamentais estão relacionadas com 

o tempo de administração (DANTZER et al., 2008) e dose-dependente (ENGELAND 

et al., 2001; FRANKLIN et al., 2003; LOCKEY et al., 2009). Uma ocorre durante o 

pico das citocinas inflamatórias, cerca de 1,5h após administração do LPS, a ser 

referido como sickness behavior (comportamento de doença) (CUSTODIO et al., 

2013). O outro pico ocorre após 24h do desafio com LPS, relacionando com um 

comportamento tipo-depressivo (MELLO et al., 2013). Em relação à dose-

dependente, altas e baixas doses da endotoxina bacteriana provocam respostas 

inflamatórias (CHEN, 2005; BISWAS & LOPEZ-COLLAZO, 2009; MAITRA et al., 

2012; MORRIS & LI, 2012), através da modulação dos mediadores inflamatórios a 

iniciação e propagação de doenças crônicas, incluindo doenças cardiovasculares, 

diabetes, Mal de Parkinson e outras síndromes inflamatórias crônicas (QIN et al., 

2007; MORENO-NAVARRETE et al., 2009; MANCO et al., 2010; WIESNER et al., 

2010; MAITRA et al., 2012).  
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2.4 O Envolvimento do Estresse Oxidativo na Depressão 

 

Os radicais livres são produzidos naturalmente ou por alguma disfunção 

biológica em nosso organismo. Esses radicais livres cujo elétron desemparelhado 

encontra-se centrado nos átomos de oxigênio ou nitrogênio são denominados ROS 

(espécies reativas de oxigênio) ou RNS (espécies reativas de nitrogênio) (WALKO et 

al., 2007). Essas espécies desempenham um duplo papel como espécies deletérias 

e benéficas, uma vez que podem trazer benefícios ou prejuízos ao organismo 

(VALKO et al., 2006). Desse modo, os efeitos benéficos das ROS ocorrem em 

concentrações baixas a moderadas e envolvem papéis fisiológicos nas respostas 

celulares, como na defesa contra agentes infecciosos e na função de vários 

sistemas de sinalização celular. Porém, o desequilíbrio da produção elevada de 

ROS/RNS e uma deficiência de antioxidantes enzimáticos e não-enzimáticos 

desencadeia o estresse oxidativo e nitrosativo (KOVACIC & JACINTHO, 2001; 

VALKO et al., 2001; RIDNOUR et al., 2005). 

O organismo humano sofre ação constante de ROS e RNS geradas em 

processos inflamatórios, por alguma disfunção biológica ou mesmo provenientes dos 

alimentos. Nesse sentido, as principais ROS são: hidroxila (OH!), superóxido (O!!), 

peroxila (ROO!) e alcoxila (RO!), oxigênio (O2), peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

ácido hipocloroso (HClO). Dentre as RNS incluem-se nitritos (NO!!), nitratos (NO!!), 

peroxinitritos (ONOO!), óxido nítrico (NO), óxido nitroso (N2O), ácido nitroso (HNO2) 

(WALKO et al., 2007). Assim, os radicais livres são gerados nas mitocôndrias ou na 

membrana e seu alvo celular está relacionado com seu sítio de formação 

(ANDERSON, 1996; YU & ANDERSON, 1997; CADENAS & SIES, 1998). 

Encontram-se envolvidos em funções vitais ao organismo, como a produção de 

energia, fagocitose, regulação do crescimento celular, sinalização intercelular e 

síntese de substâncias biológicas importantes. Porém, o excesso desses radicais 

geram danos biológicos potenciais, como a peroxidação dos lipídios de membrana, 

agressão às proteínas dos tecidos e das membranas, às enzimas, carboidratos e 

DNA (FINKEL, 2000). Por essa razão, o estresse oxidativo e nitrosativo são 

relacionados com a patogênese de várias doencas, envolvendo cancêr, doenças 

cardiovasculares, artrite, distúrbios neurológicos, diabetes, lesão de 

isquemia/reperfusão, disfunções cognitivas, distúrbios neurodegenerativas, doenças 
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inflamatórias e envelhecimento, podendo ser a causa ou o fator agravante do quadro 

geral da doença (DHALLA et al., 2000; SAYRE et al., 2001; JENNER, 2003; DALLE-

DONNE et al., 2006; WALKO et al., 2007).  

Todos os componentes celulares são suscetíveis à ação das espécies 

reativas de oxigênio (ROS), porém a membrana é um dos mais atingidos, em 

decorrência da peroxidação lipídica, que acarretam alterações na estrutura e 

permeabilidade das membranas celulares. Consequentemente, há perda da 

seletividade na troca iônica e liberação do conteúdo das organelas, como as 

enzimas hidrolíticas dos lisossomas e formação de produtos citotóxicos (como o 

malonaldeído), culminando com a morte celular. A peroxidação lipídica também 

pode estar associada aos mecanismos de envelhecimento, de câncer, de doenças 

neurodegenerativas e inflamatórias (NAKAMURA & LIPTON, 2009).  

Há evidências de que a depressão clínica é acompanhada pela ativação de 

mecanismos imuno-inflamatórios, oxidativos e nitrosativos (MAES et al., 1995; 

MAES, 2011a; KUBERA et al., 2011b; LEONARD & MAES, 2012; KUBERA et al., 

2013). Nesse contexto, estudos revelam que o estresse oxidativo desempenha um 

papel importante na fisiopatologia da ansiedade e da depressão (BOUAYED et al., 

2009; SULAKHIYA et al., 2014; GRASES et al., 2014). Assim, o aumento da 

peroxidação lipídica, redução nos níveis de atividades enzimáticas antioxidantes e 

defesas antioxidantes, como GSH, catalase e dano ao DNA têm sido relatados 

(BOUAYED et al., 2009; CUSTODIO et al. 2013; GRASES et al., 2014; JANGRA et 

al., 2014). 

Evidências também têm sido apresentadas acerca do papel do óxido nítrico 

(NO) em alguns processos patológicos no SNC, por exemplo, dano isquêmico-

hipóxico, e desordens neurodegenerativas, como o Mal de Alzheimer e Mal de 

Parkinson (MONCADA et al., 1991; WALKO et al., 2007). Nesse contexto, o nitrito é 

frequentemente utilizado como marcador do NO (FLATOW et al., 2013), pois em 

solução aquosa, o NO reage com o oxigênio molecular e se acumula no plasma/soro 

como os íons nitrito (NO!!) e nitrato (NO!!) (KOLTUKSUZ et al., 2000).  

O NO funciona como mensageiro intracelular de produção endógena que 

desempenha um importante papel em uma grande variedade de processos 

fisiológicos, incluindo regulação imune e regulação da pressão arterial, mecanismos 
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de defesa, neurotransmissão, como transmissão neuronal e plasticidade sináptica 

(BERGENDI et al., 1999). Assim, a superprodução de RNS é evidenciada pelo 

estresse nitrosativo (KLATT & LAMAS, 2000; RIDNOUR et al., 2004). Desse modo, o 

estresse nitroso pode levar a reações de nitrosilação que podem alterar a estrutura 

das proteínas e, assim, inibem sua função normal. Em determinadas condições, o 

(NO) e o (O!!) podem interagir, resultando em um produto muito tóxico, peroxinitrito 

(ONOO!), que é capaz de reagir rapidamente com diversas moléculas (proteínas, 

lipídeos, carboidratos e ácidos nucleicos), danificando-as (CARR et al., 2000). Além 

disso, outras RNS, como (OH!), dióxido de nitrogênio, possuem semelhante 

potencial deletério, como fragmentação do DNA e oxidação lipídica e têm sido 

associadas a diversos processos patológicos (WANG et al., 2002).  

Os mecanismos de defesas também são desenvolvidos através da exposição 

de radicais livres  (CADENAS, 1997). Esses mecanismos contra o estresse 

oxidativo, envolvem: (i) mecanismos preventivos, (ii) mecanismos de reparação, (iii) 

defesas físicas e (iv) defesas antioxidantes. Assim, as defesas antioxidantes 

enzimáticas incluem superóxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase e 

antioxidantes não enzimáticos são representados pelo ácido ascórbico, vitamina E, 

glutationa reduzida (GSH), carotenóides, flavonóides e outros antioxidantes 

(NOGUEIRA et al., 2004; JONES et al., 2000). Em condições normais, existe um 

equilíbrio entre as atividades e os níveis intracelulares desses antioxidantes, o qual é 

essencial para a sobrevivência dos organismos (MASELLA et al., 2005).  

Portanto, o estresse oxidativo e nitrosativo associados à inflamação são 

fatores causais para o declínio progressivo das funções motoras e cognitivas 

(OPARA, 2006; MUR et al., 2008; CACILHAS et al., 2009). Nesse contexto, o 

estresse fornece uma ligação entre o dano oxidativo e a inflamação sistêmica. Os 

neurônios e células da glia são particularmente vulneráveis a processos 

inflamatórios e estado redox (ZHANG & KAUFMAN, 2006; BOULANGER, 2009). 

Assim, após um insulto provocado pelo LPS, ocorre a ativação microglial, sendo 

como principal fonte de oxidação celular de produtos, bem como ativação de 

NADPH-oxidase, além do excesso de produção de ROS e moléculas pró-

inflamatórias no cérebro, conforme figura 6 (PAWATE et al., 2004; QIN et al., 2005; 

HAYASHI et al., 2008; RIBEIRO et al., 2012). 
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Figura 6 - Após o estímulo extracelular por LPS ou citocinas pró-inflamatórias, ocorre 
a formação de ROS e RNS.  

 

Fonte: FILIPPIN et al., 2008. 

 

A esse respeito, estudos têm evidenciado que as ROS, derivadas da 

respiração mitocondrial, atuam como moléculas de sinalização para acionar a 

produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, através da ativação da cascata 

dependente do fator nuclear kB (NF-kB), às respostas inflamatórias (ZHOU et al., 

2011; NAKAHIRA et al., 2011). Além disso, a administração de citocinas pró-

inflamatórias, como TNF-α, IL-1β, IL-6; IFN-γ e fatores de crescimento geram 

concentrações elevadas de ROS e RNS em células fagocíticas (ZOU & CREWS, 

2005), consequentemente medeiam funções celulares importantes, como indução e 

manutenção de caminhos de transdução de sinal envolvidos no crescimento, 

proliferação e diferenciação celular e apoptose, em condições patológicas 

(THANNICKAL & FANBURG, 2000; DROGE, 2002; DIKALOV et al., 2004; STORZ, 

2005).  

Ademais, a ativação de macrófagos e microglia no SNC, contribuem para a 

produção de mediadores oxidativos e neuroativos que podem influenciar o 
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comportamento semelhante à depressão (LEONARD & MAES, 2012; MAES et al., 

2012c) . Por exemplo, citocinas inflamatórias no SNC sobrerregulam a enzima IDO, 

a qual metaboliza o triptofano em L-quinurenina. Portanto, níveis reduzidos de 

triptofano irão influenciar a síntese da serotonina. Assim, a produção elevada de 

mediadores neuroativos, incluindo 3-hidroxiquinurenina e ácido quinolínico induzem 

danos neuronais por estresse oxidativo. Nesse sentido, estudos demostraram um 

importante mecanismo de complicações do comportamento de humor com a 

inflamação, devido à degradação do triptofano, impactando nas vias 

serotoninérgicas e glutamatérgicas (DANTZER et al., 2008; NG et al., 2008).  

Portanto, a indução da via O&NS pode se desenvolver quando a produção de 

ROS/RNS for muito alta e/ou as defesas antioxidantes diminuírem. Assim, o 

transtorno depressivo maior é evidenciado por níveis aumentados de ROS/RNS e 

danos mediados por O&NS ao DNA, proteínas, ácidos graxos e mitocôndrias, bem 

como baixos níveis de antioxidantes, como coenzima Q10, zinco e GSH (PEET et 

al., 1998; MAES et al., 1999a,b; MAES et al., 2000; BILICI et al., 2001, IRIE et al., 

2003; KHANZODE et al., 2003; MAES et al., 2011a; LEONARD & MAES, 2012).  

 

2.5 Participação de Mecanismos Inflamatórios pelas vias NF-κB, ERK, GSK, 

IBA-1 e CREB. 

 

Há crescentes evidências que a sinalização intracelular no sistema nervoso 

central fornece novas perspectivas para a compreensão dos mecanismos envolvidos 

nos processos inflamatórios, neurodegenerativos e de plasticidade que ocorrem ou 

que estão comprometidos em uma série de doenças neurológicas e psiquiátricas 

(MATTSON, 1998; PENNYPACKER, 1998; GORENSTEIN et al., 2000). 

Uma das vias envolvidas na resposta inflamatória de distúrbios 

neurodegenerativos é a ativação microglial (COLTON, 2009; COLTON & WILCOCK, 

2010). A esse respeito, sabe-se que as células gliais (incluindo microglia e astrócito) 

são uma fonte importante de citocinas inflamatórias do SNC (RANSOHOFF & 

BROWN, 2012). Portanto, a microglia ativada, através de agentes estressores, pode 

secretar mediadores pró-inflamatórios, como TNF-α, IL-1β e IL-18 e fator de 

crescimento derivado do cérebro (BDNF), a produção de óxido nítrico sintase 
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induzida (iNOS) e as espécies reativas de oxigênio (ROS), contribuindo para a 

disfunção da rede neural (LE et al., 2001; BLOCK et al., 2007). Com isso, o 

marcador de mólecula adaptadora de ligação de cálcio ionizada-1 (IBA-1) é 

expresso quando ocorre a ativação da microglia (PONOMAREV et al., 2007; XU et 

al., 2017).  

Após a ativação da microglia, identificou-se a ativação da via inflamatória do 

fator de transcrição NF-κB. Vários estímulos ativam este fator, entre os quais estão 

os neurotransmissores (como o glutamato), neurotrofinas, proteínas neurotóxicas (β-

amilóide), citocinas (IL-1β e TNF-α), glicocorticóides, produtos provenientes de vírus 

e bactérias (LPS), irradiação ultravioleta, produtos de reações de enzimas como a 

óxido nítrico sintase induzida (iNOS) e a ciclooxigenase-2 (COX-2) (O’NEILL & 

KALTSCHMIDT, 1997). Independentemente do estímulo, parece haver participação 

de espécies reativas de oxigênio, pelo estresse oxidativo e o aumento de cálcio 

intracelular para a ativação do NF-κB. A estimulação ocorre através da cascata 

dependente do fator de diferenciação mielóide 88 (MyD88), a qual irá ativar a 

proteína quinase TAK1. Esta por sua vez, ativa o complexo de quinase IKK, a qual 

irá degradar a proteína inibitória kappa B (IκB), ocorrendo a ativação, por 

fosforilação, do fator de transcrição NF-κB. Assim, ocorre a translocação desse fator 

do citoplasma para o núcleo (BAEUERLE & BALTIMORE, 1996; BALDWIN, 1996).  

O fator de transcrição NF-κB é conhecido por um regulador crítico de 

respostas imediatas à agentes patogênicos, sendo uma via central do sistema 

imunológico, na participação essencial da montagem de respostas imunes inata e 

adaptativa e também desempenha um papel importante na regulação da proliferação 

celular, sobrevivência e apoptose (SCHNEIDER et al., 1999). Nesse contexto, esse 

fator regula a transcrição dos genes alvo envolvidos na inflamação, como genes de 

citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1β, IL6, iNOS, IFN-γ (JANSSENS & 

BEYAERT, 2003; AKIRA et al., 2006; MUROI & TANAMOTO, 2008). Estudos 

anteriores demostraram que o LPS, reconhecido pelo TLR4, estimula o aumento da 

produção de citocinas pró-inflamatórias, IFN-γ, NO, através da ativação NF-κB 

mediada por MyD88 (HOEBE et al., 2003; YAMAMOTO et al., 2003; SUGIYAMA et 

al., 2008; SUGIYAMA et al., 2010).  
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Outro mecanismo importante envolvido na fisiopatologia da depressão são as 

vias de sinalização que regulam a sobrevivência e neuroplasticidade celular, bem 

como a resposta a antidepressivos, como a enzima fosfatidilinositol 3-quinase 

(PI3K), a proteína quinase serina/treonina (AKT), a enzima glicogênio sintase 

quinase-3β (GSK-3β) (BEAULIEU et al., 2009). Nesse sentido, a via PI3K/AKT atua 

na regulação da atividade GSK-3β, levando à sua inativação, através da fosforilação 

direta no resíduo de Serina9-GSK-3β (GRIMES & JOPE, 2001; BEAULIEU et al., 

2009). 

Há evidências que GSK-3β está envolvida na neuroinflamação, em doenças 

como Mal de Alzheimer, diabetes mellitus tipo 2 e vários carcinomas (PEINEAU et 

al., 2008; KANNINEN et al., 2011; BEUREL, 2011), a qual tem como função a 

regulação da produção de citocinas pró e anti-inflamatórias, através dos sistemas 

imunes tanto inatos quanto adaptativos (WANG et al., 2011a). Nesse contexto, 

estudos anteriores em modelos de animais em condições inflamatórias, forneceram  

evidências de uma série de conexões entre a GSK-3β e distúrbios do humor. Esses 

achados sugerem que a desregulação da GSK-3β promove a suscetibilidade aos 

transtornos do humor, através da produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6, 

IL-1β e TNF-α, após estimulação de vários TLRs e uma diminuição da citocina anti-

inflamatória IL-10 (MARTIN et al., 2005). Por outro lado, os inibidores da GSK3β 

reduzem a produção de citocinas pró-inflamatórias, através da inibição do fator 

transcricional NF-κB, aumentam a produção de citocinas anti-inflamatórias, 

diminuem a produção de NO e iNOS (JOPE et al., 2007; JOPE, 2011). 

Ademais, vários dos neuromoduladores que são evidenciados deficientes na 

depressão, como serotonina, BDNF e VEGF (fator de crescimento endotelial 

vascular), normalmente estimulam essas vias de sinalização que mantêm o controle 

inibitório da GSK-3β. Assim, a hipótese de que as deficiências nestes sinais na 

depressão deixaria GSK-3β inibida inadequadamente e que a restauração do seu 

controle inibitório por drogas terapêuticas é um componente importante das ações 

terapêuticas para tratar esses transtornos associados a inflamação (LI et al., 2004). 

Assim, moduladores de serotonina, como a fluoxetina, regulam a GSK-3β inibindo 

sua atividade no cérebro, agindo como alvo terapêutico em transtornos psiquiátricos 

(POLTER & LI, 2011). 
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Outra via de sinalização intracelular envolvida no processo ou mecanismo 

inflamatório é a proteína quinase regulada extracelular (ERK 1/2), a qual está 

associada à patogênese e ao tratamento da depressão (GROVES, 2007; MATHEW 

et al., 2008; PANDYA et al., 2013). Assim, sinais extracelulares, como os fatores de 

crescimento ou BDNF, ativam a cascata Ras-Raf-MEK-ERK, ativando a ERK, 

através de sua fosforilação e translocação nuclear (HUANG & REICHARDT, 2003). 

Nesse contexto, a ERK 1/2 está envolvida na plasticidade sináptica, na transcrição 

de genes, como o fator de transcrição CREB e em eventos comportamentais 

(MAZZUCCHELLI & BRAMBILLA, 2000; SWEATT, 2001; SELCHER et al., 2001; 

MAZZUCCHELL et al., 2002; RODRIGUES et al., 2004; BLENDY, 2006). 

Há evidências de estudos realizados anteriormente, da diminuição na 

expressão de ERK 1/2 em comportamentos tipo-depressivos em modelos de 

roedores (GUAN, 2013; KUO et al., 2013; LEEM et al., 2014; CHEN et al., 2015). A 

esse respeito, um estudo relatou que a ativação e a expressão da ERK1/2 são 

reduzidas nas áreas cerebrais pós-mortem de pacientes deprimidos (DWIVEDI et al., 

2001). Por outro lado, os antidepressivos podem aliviar os sintomas da depressão, 

através do aumento da expressão de ERK 1/2 total (LIU et al., 2014) e da ERK 1/2 

fosforilada (QI et al., 2008; GOURLEY et al., 2008; FIRST et al., 2011; HUANG et al., 

2013).  

A fisiopatologia da depressão também pode ser mediada pela sinalização 

intracelular do fator transcripcional CREB, o qual está envolvido com déficits 

cognitivos, na aprendizagem e memória, nas regiões cerebrais (ABEL et al., 1997; 

TAYLOR et al., 1999; WALLACE et al., 2009). A fosforilação de CREB pode ocorrer 

por meio da ativação da cascata de adenosina 3’,5’-monofosfato cíclico (AMPc) e da 

proteína quinase A (PKA), mas também pela ativação de proteínas quinases 

dependentes de cálcio (proteína quinase C e proteína quinase dependente de 

cálcio/calmodulina) (DUMAN et al., 1997, 1999). Nesse contexto, a função do CREB 

é regulada pelo seu estado de fosforilação no Ser133, o que resulta na ativação da 

transcrição de genes alvo, como por exemplo, o fator neurotrófico BDNF 

(MONTMINY, 1990; MEYER & HABENER, 1993).  

Estudos em modelos de animais evidenciaram uma diminuição dos níveis 

proteicos de CREB, após a exposição ao LPS, evidenciando um comportamento de 

depressão-símile nesses roedores (LIAO et al., 2017; GE et al., 2015). Nesse 
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contexto, um estudo realizado por Simona et al., 2015, verificou que após o 

tratamento com LPS e TNF-α em células neuronais, houve uma diminuição dos 

níveis de expressão de CREB e consequentemente de BDNF. Após o tratamento 

com trazadona, antidepressivo atípico, aumentou os níveis dos fatores neutróficos 

BDNF e de sua transcrição. Outros estudos evidenciaram que o tratamento com 

antidepressivo crônico aumentou a regulação de fosforilação de CREB (THOME et 

al., 2000; KRISHMAN & NESTLER, 2008) e o aumento dessa ativação de CREB em 

modelos de animais com depressão, evidenciando efeitos neuroproterores dos 

antidepressivos (THOME et al., 2000; BLENDY, 2006; SIMONA et al., 2015).  

Baseado em todas essas evidências, a figura abaixo demonstra a 

participação das vias intracelulares IBA-1, NF-κB, GSK-3β, ERK 1/2, CREB, após 

exposição ao LPS, o qual irá se ligar ao TLR4, desencadeando uma cascata 

inflamatória. Assim, durante um episódio inflamatório, é ativada uma resposta imune 

no SNC por citocinas e mediadores inflamatórios, como fatores neurotróficos, 

hormônios, fatores de crescimento, estresse oxidativo e nitrosativo, que sinalizam no 

cérebro através de diferentes vias. Além disso, o processo inflamatório afeta uma 

resposta neuronal, através da integridade neuronal, da proliferação celular e da 

plasticidade sináptica em regiões sensíveis ao estresse, como o hipocampo 

(O’NEILL & KALTSCHMIDT, 1997; MATTSON, 1998). 
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Figura 7 - Mecanismos das vias intracelulares no processo inflamatório. 

  

Fonte: elaborada pela autora.  
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2.6 Diferenças de gênero na Depressão  

 

O gênero afeta muitos aspectos psicopatológicos, como a prevalência de 

distúrbios específicos, a expressão dos sintomas, o curso da doença, o 

comportamento e a resposta ao tratamento (AFIFI, 2007). Assim, homens e 

mulheres diferem na ocorrência e apresentação de vários distúrbios psiquiátricos 

(MCCARTHY et al., 2005; KARATSOREOS & MCEWEN, 2011). Existe uma 

diferença de gênero na prevalência da depressão de 2:1, sendo mais prevalente nas 

mulheres que nos homens (NESTLER et al., 2002; KOSKINAS et al., 2002; 

KUEHNER, 2003; BERTON & NESTLER, 2006). Além disso, as mulheres 

apresentam preponderância de sintomas atípicos (ANGST et al., 2002b; LAMERS et 

al., 2010), ansiedade (CLAYTON et al., 1991; WEICH et al., 2001; DE GRAAF et al., 

2002) e transtornos psicossomáticos (SILVERSTEIN, 2002; MATZA et al., 2003; 

MARCUS et al., 2005, 2008; PENNELL et al., 2012; SCHUCH et al., 2014). 

O dimorfismo sexual pode ser definido como as diferenças inerentes a cada 

gênero no que se refere às predisposições. Por exemplo, em funções cognitivas, 

como processamento, concentração, aprendizado, memória, têm sido demonstradas 

como sexualmente dimórficas na espécie humana, de modo que o gênero é um forte 

preditor de como tal habilidade específica pode ser desenvolvida (LINTHORST et al., 

1995; PITYCHOUTIS et al., 2009 KORNSTEIN et al., 2000; BERTON & NESTLER, 

2006). Grande parte do controle das funções sexuais começa em ambos os gêneros 

com a secreção do hormônio liberador das gonadotrofinas pelo hipotálamo, o qual 

promove a secreção pela adenohipófise de dois hormônios: hormônio folículo-

estimulante e hormônio luteinizante, estimulando a produção de estrógeno, 

progesterona e testosterona. Esses hormônios estariam associados a aspectos 

comportamentais observáveis ao longo do desenvolvimento, corroborando a 

hipótese de que os padrões típicos de gênero estariam relacionados à produção 

hormonal (KRAEMER et al., 2009).  

Há fortes evidências que os hormônios sexuais agem como imunoreguladores 

nas respostas imunes, através das interações do sistema imunológico e 

neuroendócrino (SPINEDI et al., 1994; OLSEN & KOVACS, 1996;  SILVA, 1999; 

SCHAUENSTEIN et al., 2000; LOSEL & WEHLING, 2003; PITYCHOUTIS et al., 

2009). Portanto, esses hormônios sexuais aparentemente desempenham um papel 
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importante nas diferenças de susceptibilidade associadas ao sexo em certas 

doenças infecciosas e auto-imunes (SPINEDI et al., 1994; DE LEÓN-NAVA & 

MORALES-MONTOR, 2006). Nesse contexto, os modelos animais semelhantes à 

depressão, representam uma ferramenta útil para a investigação das diferenças 

sexuais na neurobiologia da depressão e da resposta antidepressiva (GAILLARD & 

SPINEDI, 1998;  PITYCHOUTIS et al., 2009; DALLA et al., 2010; SENS et al., 2017).  

A esse respeito, as respostas comportamentais induzida por LPS têm sido 

referenciadas como diferencialmente expressas nos machos e fêmeas. É 

evidenciado que as fêmeas apresentam uma forte resposta imune em relação aos 

machos quando expostos a agentes patogênicos e possuem uma elevada proporção 

de sobrevivência contra infecções (WEINSTEIN et al., 1984; VERTHELYI, 2001). 

Também é verificada esse padrão específico do sexo nas áreas cerebrais, onde as 

fêmeas mostraram um aumento da resposta imune central contra inoculação 

cerebral de agentes bacterianos e virais (BARNA et al., 1996; SOUCY et al., 2005; 

KLEIN, 2012). No entanto, apesar das fêmeas, inicialmente, montarem uma resposta 

imune mais vigorosa, sua resposta anti-inflamatória e de recuperação também é 

mais rápida (BOUMAN et al., 2005; DARNALL & SUAREZ, 2009). Essas diferenças 

na responsividade do sistema imunológico têm sido associadas aos distintos efeitos 

de hormônios sexuais em órgãos e células imunes. 

Como mencionado anteriormente, os hormônios influenciam a resposta 

imune, modulando a sinalização inflamatória. Nesse sentido, a testosterona parece 

ser imunossupressora, uma vez que deprime a função imunológica dos macrófagos 

(WICHMANN et al., 1997; OLSEN & KOVACS, 2001), enquanto que os estrogênios 

são conhecidos por atuar como potenciadores imunes imunológicos ou 

imunossupressores, dependendo do componente imune medido e do tempo de 

avaliação da resposta imune. Nesse sentido, os estrógenos parecem interagir com 

os fatores imunes de transcrição, influenciando a maturação dos linfócitos e 

aumentando a produção de anticorpos (BOUMAN et al., 2005; DARNALL & 

SUAREZ, 2009), contribuindo para que as fêmeas tenham reações imunes celulares 

e humorais mais intensas e se recuperem mais rapidamente das infecções que os 

machos (PENNEL et al., 2012).  

Entretanto, a influência do sexo nas respostas comportamentais à depressão 

induzida por LPS não é totalmente estabelecida. Nesse sentido, alguns estudos 
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indicaram uma maior sensibilidade das fêmeas aos efeitos do LPS e citocinas em 

relação aos aspectos comportamentais, tais como atividade sexual, recompensa de 

sacarose e consumo de alimentos (AVITSUR & YIRMIYA, 1999; MERALI et al., 

2003). Por outro lado, um outro estudo realizado por Marriott et al., 2006, verificou 

que os machos produzem níveis mais elevados de citocinas inflamatórias em 

relação as fêmeas. Portanto, os influência do sexo nos efeitos comportamentais do 

LPS mudam acentuadamente de acordo com a dose do LPS, tempo de avaliação e 

espécie testada (BADALÀ et al., 2008; CAI et al., 2016). 

 

2.7 Tratamento farmacológico da Depressão  

 

 Baseado na descoberta das teorias monoaminérgicas da depressão, várias 

classes de antidepressivos, como os inibidores de recaptação de serotonina (ISRS), 

inibidores da monoamina oxidase, inibidores da recaptação de serotonina e 

noradrenalina e inibidores seletivos de recaptução de dopamina, funcionam para 

reduzir os sintomas depressivos em pacientes com transtorno depressivo maior 

(MAES et al., 1997; UHER et al., 2014). Os efeitos terapêuticos iniciam-se após 

semanas de tratamento na maioria dos pacientes e aproximadamente um terço 

desses pacientes apresenta uma melhora significativa na resposta ao primeiro 

tratamento do antidepressivo (TRIVEDI et al., 2006).  

 Além disso, novas estratégias terapêuticas estão sendo estudadas para o 

tratamento da depressão, baseadas no fato que os antidepressivos podem agir em 

várias vias interrelacionadas na fisiopatologia da depressão, atuando como: a) 

propriedades anti-inflamatórias; b) atenuante da ativação imune mediada por célula, 

reduzindo a produção de interferon gama (IFN-γ) e aumentando citocina anti-

inflamatória IL-10; c) redutor da via O&NS, incluindo a diminuição da peroxidação 

lipídica; d) na melhoria nas defesas antioxidantes, pelo aumento da glutationa 

reduzida; e) incrementador da geração de energia mitocondrial e protetor das 

mitocôndrias e f) limitador dos processos neuroprogressivos, como apoptose e 

neurogênese (MAES et al., 2012). Portanto, a depressão como sendo uma doença 

inflamatória, possui um novo alvo nas terapias antidepressivas, baseado em seus 

efeitos anti-inflamatórios e neuroprotetores. 
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 Nessa mesma linha de descobertas, diversos estudos têm demonstrado o 

papel dos antidepressivos na resposta inflamatória, com resultados indicando a 

diminuição na produção de citocinas pró-inflamatórias in vitro e mudança de padrão 

de linfócitos T helper, de linfócitos T helper Th1 para Th2, os quais são anti-

inflamatórios e protetores. Por conseguinte, a neuroproteção e/ou proliferação de 

células neuronais seria o mais provável mecanismo molecular da terapia 

antidepressiva, já que o tratamento crônico com antidepressivos também é 

responsável pelo aumento de fatores neurotróficos, como o BDNF (NISHIDA et al., 

2002; CASTREN et al., 2007; MULLER & SCHWARZ, 2007). 

 Há evidências que os antidepressivos exercem parte da sua eficácia através 

da supressão das vias inflamatórias. Um estudo realizado por Xia et al., 1996, 

verificou que os antidepressivos tricíclicos suprimiram a produção de citocinas pró-

inflamatórias IL-1β, TNF-α e IL-6 em células de monócitos. Em outro estudo 

envolvendo modelos de animais semelhantes à depressão, os antidepressivos 

seletivos de serotonina bloquearam a produção de IL-1β e TNF-α (KUBERA et al., 

2011). No mesmo modo, o antidepressivo bupropiona, da classe de inibidores de 

recaptação de noradrenalina e dopamina, reduziu a produção de IL-1β, TNF-α e 

IFN-γ em modelo de animal induzido por LPS (BRUSTOLIM et al., 2006). Outro 

antidepressivo venlafaxina, inibidor seletivo da recaptação da serotonina e da 

noradrenalina, apresentou efeitos antiinflamatórios através da supressão da razão 

de produção de IFN-γ/IL-10, ou seja, pela diminuição de produção de IFN-γ e 

aumento da liberação de citocina antiinflamatória IL-10 (KUBERA et al., 2001). 

 Portanto, os antidepressivos bloqueiam a produção de citocinas pró-

inflamatórias, inibindo a inflamação periférica e central, através dos seus efeitos 

antiinflamatórios, melhorando os sintomas depressivos evidenciado no transtorno 

depressão maior. Desse modo, os ISRS representam a primeira escolha para o 

tratamento farmacológico da depressão moderada a grave (ALBONI et al., 2016). 
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2.7.1 Inibidores Seletivos de Recaptação de Serotonina (ISRS)  

 

Os ISRS foram desenvolvidos a partir dos antidepressivos tricíclicos, os quais 

foram assim classificados devido a sua baixa afinidade pelos receptores 

adrenérgicos, colinérgicos e histaminérgicos e maior afinidade pelo bloqueio das 

proteínas de recaptação de serotonina. Os ISRS são geralmente bem tolerados em 

doses terapêuticas e praticamente isentos de risco em cardiopatas, quando 

comparados com os antidepressivos tricíclicos. Por outro lado, os efeitos colaterais 

estão relacionados com sua ação química, ou seja, efeitos serotoninérgicos, como 

insônia, náuseas, vômitos, diarreia, cefaleia, ansiedade, agitação, acatisia, tremor e 

disfunção sexual são evidenciados. Alguns fármacos dessa classe são escitalopram, 

fluoxetina, paroxetina, fluovoxamina, sertralina, citalopram (BALDESSARINI, 2006).  

Há evidências que os ISRS possuem efeitos anti-inflamatórios (KUBERA et 

al., 2001; DURK et al., 2005; ROQUE et al., 2009; HORIKAWA et al., 2010). Um 

estudo realizado por Ohgi et al., 2013, verificou que a fluoxetina e a paroxetina 

apresentaram efeitos antidepressivos no modelo de animal induzido por LPS, 

através da diminuição no tempo de imobilidade, pela diminuição de níveis de TNF-α 

e aumento de produção de IL-10, ocorrendo uma inibição da ativação microglial pró-

inflamatória. Portanto, esses antidepressivos se ligam aos receptores de serotonina 

no cérebro, aumentando as concentrações extracelulares de serotonina. Desse 

modo, os ISRS inibem o transporte de serotonina enquanto elevam acentuadamente 

os níveis plasmáticos de serotonina (MERCADO & KILIC, 2010). Assim, sugere-se 

que a ativação serotoninérgica pode ser essencial para sua ação anti-inflamatória 

desses antidepressivos no tratamento da depressão.  

O antidepressivo escitalopram (S-citalopram) é responsável essencialmente 

pela inibição da recaptação da serotonina (HYTTEL et al., 1992), sendo o mais 

utilizado para o tratamento farmacológico de pacientes com depressão (BURKE et 

al., 2002; WADE et al., 2002; DONG et al., 2016). Por conseguinte, os ISRS seriam 

antidepressivos adequados para utilização no tratamento farmacológico na 

depressão relacionada à inflamação (DONG et al., 2016). Assim, os efeitos anti-

inflamatórios e antidepressivos do escitalopram ocorrem através da ativação da 
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neurotransmissão serotonérgica. A figura 8 mostra a estrutura química do 

escitalopram. 

 

Figura 8: Estrutura Química do Escitalopram. 

 

Fonte: http://qnint.sbq.org.br 

 

Os antidepressivos ISRS têm sido amplamente utilizados em estudos. Os 

ensaios in vitro mostram que alguns antidepressivos também possuem propriedades 

anti-inflamatórias (DIAMOND et al., 2006; HORIKAWA et al., 2010; LIU et al., 2011). 

Por exemplo, os ISRS, tais como paroxetina e sertralina, inibem a elevação do TNF-

α e do óxido nítrico (NO), induzido pelo IFN-γ em uma linha de células microgliais 

murinas (HORIKAWA et al., 2010). Uma meta-análise mostra que o tratamento com 

ISRS diminui os níveis de TNF-α no soro humano (HANNESTAD et al., 2011a) e 

alivia os sintomas depressivos (TUGLU et al., 2003). Do mesmo modo, verificou-se 

que os antidepressivos fluoxetina, sertralina, paroxetina e fluvoxamina foram 

capazes de reduzir a produção de TNF-α e NO em células da microglia, após 

exposição ao LPS (TYNAN et al., 2012). Portanto, demonstrou-se que os 

antidepressivos podem alterar o potencial inflamatório da microglia, através de seus 

efeitos anti-inflamatórios.  

Nesse contexto, foi verificado que os pacientes com transtorno depressivo 

maior possuem níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias em seu sangue 
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periférico (DOWLATI et al., 2010) e a inflamação no córtex pré-frontal foi observada 

em pessoas com esse transtorno (SHELTON et al., 2011). Os ISRS diminuem os 

níveis de TNF-α em pacientes com transtorno depressivo maior e a diminuição está 

associada ao efeito terapêutico (HANNESTAD et al., 2011a). Portanto, os ISRS 

podem melhorar os sintomas depressivos, inibindo a inflamação periférica e central 

através dos seus efeitos anti-inflamatórios (TUGLU et al., 2003). 

Em estudos envolvendo modelo de animais, foi verificado que a fluoxetina 

bloqueia o estresse social e o comportamento tipo-depressivo induzido por LPS. 

Esses resultados sugerem que as propriedades anti-inflamatórias dos 

antidepressivos conferem um efeito sobre o comportamento tipo-depressivo induzido 

pela inflamação (KASTER et al., 2012). Evidências mostram que os antidepressivos 

inibidores seletivos da recaptação da serotonina bloqueiam os efeitos das citocinas 

pró-inflamatórias (HANNESTAD et al., 2011). 

Os ISRS, como fluoxetina e o S-citalopram, apresentam diferentes efeitos de 

modulação da ativação na microglia, os quais afetam a inibição da ativação da 

microglia M1 (pró-inflamatória), pela redução da expressão e liberação dos níveis 

citocinas pró-inflamatórias IL-1β e IL-6; pela inibição do NF-κB (LIU et al., 2011), pelo 

bloqueio da função da proteína quinase A (PKA) (HASHIOKA et al., 2007). Além 

disso, esses antidepressivos promovem a ativação da microglia M2, através do  

aumento de IL-4 e IL-13, desempenhando um papel anti-inflamatório (SU et al., 

2015). Portanto, os ISRS afetam o sistema imunológico no SNC, através dos seus 

efeitos neuroprotetores e moduladores, durante a inflamação. 

Baseado em todas essas evidências, a elevação nos níveis de serotonina 

induzidas pelos ISRS, aumentam os processos de plasticidade neuronal, como 

aprendizagem, memória, neurogênese e excitabilidade neuronal, os quais estão 

envolvidos na modulação do processo inflamatório, através da regulação da 

microglia, da produção de citocinas, do eixo HPA, do estresse oxidativo e nitrosativo 

(YIRMIYA & GOSHEN, 2011; ALBONI et al., 2016). Portanto, é provável que os 

efeitos moduladores dos antidepressivos possam contribuir para a sua eficácia 

terapêutica em pacientes com transtorno depressivo maior. 
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2.7.2 Doxiciclina e seu papel neuroprotetor 

 

A doxiciclina esta inserida na classe de antimicrobianos das tetraciclinas de 

segunda geração, assim como a minociclina, as quais são agentes bacteriostáticos 

que se ligam à subunidade ribossomal 30S das bactérias, inibindo a síntese proteica 

e exibindo atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas (CUNHA et al., 1982; ROBERTS, 2003). Além de sua eficácia no 

tratamento de infecções multirresistentes, esses antibióticos têm boa segurança 

clínica e podem penetrar facilmente na barreira hematoencefálica (DOMERCQ & 

MATUTE, 2004). No entanto, possuem vários efeitos terapêuticos, além de sua 

atividade antimicrobiana (AHLER et al., 2013; BODE et al., 2014).  

A respeito dessa tetraciclina de segunda geração, a mesma exerce uma 

variedade de ações biológicas, incluindo atividades anti-inflamatórias e 

antiapoptóticas, bem como a inibição da proteólise, angiogênese e metástase 

tumoral (GARRIDO-MESA et al., 2013). Como propriedades anti-inflamatórias, pode-

se elucidar a inibição da ativação das células T e quimiotaxia, a regulação negativa 

de citocinas pró-inflamatórias, incluindo TNF-α e IL-1β, a inibição da matriz das 

metaloproteinases (MMPs) (CUNHA, 2000) e ação anticolagenolítica, representada 

pela ação inibitória sobre a MMPs (TJADERHANE et al., 2007).  

Tanto a doxiciclina como a minociclina, apresentam atividades anti-

inflamatórias (YI et al., 2011) e imunomoduladoras (ANLAR et al., 2007), modulando 

o sistema imunológico em várias condições inflamatórias. Baseado nisso, estudos 

anteriores relataram que a minociclina, pode inibir a ativação microglial, reduzindo os 

fatores pró-inflamatórios e neurotóxicos, após ativação da microglia por LPS (KIM et 

al., 2004; HENRY et al., 2008; FAN et al., 2005; HORVATH et al., 2008; ARAKAWA 

et al., 2012). Verificou-se que essa droga tem múltiplos efeitos não microbianos que 

são benéficos em modelos experimentais de várias doenças com uma base 

inflamatória, tais como periodontite, aterosclerose, doenças autoimunes (por 

exemplo, artrite reumatóide) e doença inflamatória intestinal (GARRIDO-MESA et al., 

2013). Em outro estudo foi relatado que a doxiciclina induz menos eventos adversos 

que a minociclina (SMITH & LEYDEN, 2005). 
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Dentre as tetraciclinas, a doxiciclina, é um antimicrobiano de amplo espectro 

derivado da oxitetraciclina, uma tetraciclina semisintética, sua estrutura química 

segue na figura 9. Possui uma maior solubilidade em lipídios, atravessando a 

barreira hematoencefálica. A doxiciclina não é metabolizada no fígado, a maior parte 

do fármaco é excretada nas fezes e minimamente eliminada por via renal. Em 

pacientes com a função renal normal, a excreção da droga ativa é 20-26% na urina e 

20-40% nas fezes em 48 horas após o tratamento. O tempo de meia-vida varia de 

14 a 24 horas, dependendo de dose única ou repetida, e aumentada até 17-30 horas 

em pacientes com insuficiência renal (ROMANOWSKI et al., 1993). É altamente 

estável no soro humano normal, não se degradando para uma forma epianidro 

(MCCULLOCH & BIREK, 1990). 

A doxiciclina é a tetraciciclina mais utilizada na medicina humana e está 

incluída na Lista de Medicamentos Essenciais da Organização Mundial de Saúde 

(WHO, 2017). Dentre as tetraciclinas disponíveis, a doxiciclina é a que possui um 

histórico maior de segurança comparado com as drogas da mesma classe, devido 

possuir uma menor afinidade pelo cálcio, permitir uma administração uma ou duas 

vezes por dia, pelo seu tempo de semivida, um baixo custo econômico (PEREZ-

TRALLERO & IGLESIAS, 2003), sendo rapidamente absorvida e possuindo um 

elevado índice de penetração na região cerebral (YIM et al., 1985), pré-requisito para 

uma droga agir no SNC (ANDERSON & ALESTIG, 1976; ZHANG et al., 2009).  

 

Figura 9: Estrutura Química da Doxiciclina. 

 

 

Fonte:http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Doxycycline_Structural_Formulae. 
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O mecanismo anti-inflamatório da doxiciclina pode envolver a inibição de 

mediadores do processo inflamatório, tais como interleucinas e prostaglandinas, a 

inibição da atividade de iNOS e atividade antioxidante (RIAZI et al., 2008). Foi 

demonstrado que a inflamação periférica aumenta a ativação da microglia por 

fatores inflamatórios e a inibição desta ativação é vista como um dos mecanismos 

da doxiciclina (SWEITZER et al., 1999). Portanto, estratégias farmacológicas que 

visam a supressão da atividade microglial estão sendo exploradas como novas 

terapias de tratamento (MELLO et al., 2013; SANTA-CECILLIA et al., 2016). 

Outra via anti-inflamatória da doxiciclina é através da inibição da síntese de 

óxido nítrico. Diante do exposto, um estudo realizado por Millano et al., 1997, 

verificou que as tetraciclinas, incluindo a doxiciclina, possuem a capacidade de inibir 

citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e iNOS. Os dados sugerem que a inibição 

direta da liberação de nitrito é o principal mecanismo da atividade anti-inflamatória 

de doxiciclina no choque séptico (D’AGOSTINO et al., 1998).  

Estudos realizados anteriormente indicam o uso da doxiciclina na regulação 

de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas, sugerindo a sua utilidade para o 

tratamento da inflamação induzida por exposição de agentes bacterianos 

(KRAKAUER & BUCKLEY, 2003; BODE et al., 2014; SANTA-CECILIA et al., 2016). 

Em um estudo utilizando a doxiciclina, no pré e pós-tratamento, foi demonstrado que 

esta tetraciclina foi capaz de prevenir e reverter as alterações comportamentais 

induzidas por LPS, em um modelo animal de comportamento tipo-depressivo. O 

efeito anti-inflamatório da doxicicilina foi acompanhado pela restauração de 

alterações induzidas por LPS em mediadores inflamatórios cerebrais e pelo teor de 

nitrito nos parâmetros de estresse oxidativo (MELLO et al., 2013). 

As propriedades neuroprotetoras também são evidenciadas nos efeitos das 

tetraciclinas, pois a neuroinflamação é um fator importante tanto na patogênese 

quanto na progressão de doenças neurodegerativas (ZHANG et al., 2013). Há fortes 

evidências que relataram as ações neuroprotetoras das tetraciclinas, em modelos de 

isquemia cerebral, lesão medular, Mal de Parkinson, doença de Huntington, 

esclerose lateral amiotrófica e esclerose múltipla (PENNINX et al., 2003; GORDON 

et al., 2004; THOMAS et al., 2004; DOMERCQ & MATUTE, 2004; EVANS et al., 

2005; JIANG et al., 2012; METZ et al., 2013). 
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A esse respeito, a doxiciclina possui uma atividade neuroprotetora mediada 

pela inibição da ativação microglial, devido os fatores inflamatórios serem liberados 

pela microglia ativada. Nesse sentido, um estudo recente verificou que a doxiciclina 

limitou a produção e liberação das citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-1β, através 

da inibição da sinalização de p38 MAPK e NF-κB, em células microgliais estimuladas 

por LPS. A partir disso, pode ser um dos possíveis mecanismos moleculares que 

contribuem para o efeito da doxiciclina (SANTA-CECILIA et al., 2016). 

A doxiciclina tem sido testada quanto a seus efeitos neuroprotetores em 

modelos de Mal de Parkinson, através da regeneração dos neurônios nigrais 

induzida por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina (MPTP) (KIM et al., 2007). Além 

disso, essa droga tem sido utilizada para o tratamento de infecções no SNC, nos 

modelos de lesão cerebral (CLARK et al., 1997; REASONER et al., 1997; 

YRJANHEIKKI et al., 1998; GORDON et al., 2004) e doenças de acidente vascular 

cerebral (LAI & TODD, 2006), no modelo animal de isquemia cerebral focal e global 

(CLARK et al., 1994; TIKKA & KOISTINAHO, 2001). Por outro lado, foi relatada a 

regulação das MMPs, através do tratamento com doxiciclina. Essa droga pode 

suprimir a indução de MMP-3 e, assim, proporcionar uma ação neuroprotetora por 

meio de dois mecanismos anti-apoptóticos e anti-inflamatórios (WEBSTER & TOSO, 

1994; SOLOMON et al., 2000). 

Baseado nessas evidências, a inflamação tem um papel importante na 

etiologia do humor depressivo, pelo envolvimento dos processos neuroinflamatórios, 

neuroendócrinos e neuroplásticos, dependentes do sexo, através de um desafio 

imune desencadeado por LPS. E um novo tratamento é proposto para reverter 

comportamentos tipo-depressivos em modelos de animais desencadeados por LPS. 
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3 HIPÓTESES 

1. Animais machos e fêmeas possuem respostas diferentes quando submetidos a 

exposição única ao LPS, devido o dimorfismo sexual. 

 

2. Antimicrobianos apresentam efeitos terapêuticos contra comportamentos tipo-

depressivos, baseado no fato de que fármacos como a minociclina e ceftriaxona 

apresentam efeitos neuroprotetores, sendo pesquisados como adjuvantes no 

tratamento de transtornos mentais. 

 

3. A associação de antimicrobianos e antidepressivos pode contribuir para a redução 

da dose do antidepressivo e abreviar o tempo para a manifestação de sua ação 

terapêutica. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 GERAL 

 

Investigar a influência do sexo nas alterações comportamentais e 

neuroinflamatórias/oxidativas no modelo de animal de depressão por desafio imune 

por administração sistêmica única de LPS. Avaliar em animais machos submetidos a 

administração repetida de LPS, os efeitos terapêuticos da associação entre 

escitalopram e doxiciclina, com o intuito de contribuir para um maior conhecimento 

da fisiopatologia e tratamento da depressão relacionada à translocação bacteriana. 

 

4.2 ESPECÍFICOS 

 

- Determinar a influência do sexo em alterações comportamentais e 

neuroquímicas de camundongos submetidos a administração única de LPS, através 

de: 

• Comportamentos relacionados a depressão (teste de nado forçado), 

anedonia (teste de preferência por sacarose), atividade locomotora (teste 

do campo aberto) e ansiedade (teste do labirinto em cruz elevado); 

• Alterações oxidativas através da determinação de GSH e peroxidação 

lipídica (TBARS) nas áreas cerebrais córtex pré-frontal, corpo estriado e 

hipocampo; 

• Alterações inflamatórias através da atividade da Mieloperoxidase (MPO) e 

IL-1β nas áreas cerebrais córtex pré-frontal, corpo estriado e hipocampo; 

• Níveis de BDNF no hipocampo e hipotálamo.  

- Avaliar em animais submetidos a administração repetida de LPS e tratados 

com escitalopram ou doxiciclina sozinhos ou em associação, as seguintes 

alterações:  
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• Comportamentais relacionadas a depressão (teste de nado forçado, 

alimentação suprimida pela novidade), anedonia (teste de preferência por 

sacarose) e atividade exploratória (teste do campo aberto); 

• Oxidativas através da determinação de glutationa reduzida (GSH), 

peroxidação lipídica (TBARS) e nitrito em córtex pré-frontal, hipocampo, 

estriado e hipotálamo; 

• Em sinalizações pró-inflamatórias no hipocampo, como níveis de citocinas 

IL-1β e TNF-α, IBA-1 e do fator transcripcional NF-κB; 

• Em sinalizações protetoras no hipocampo, pelos níveis de fosforilação das 

quinases ERK 1/2, GSK-3β e do fator transcripcional CREB. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Animais  

 

Os animais utilizados foram Camundongos Swiss adultos (25 - 30g) machos e 

fêmeas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceará (UFC), 

foram alojados em gaiolas de polipropileno (42 x 20.5 x 20 cm), com ração e água 

ad libitum. Os animais foram mantidos a temperatura média de 24 ± 2°C com ciclos 

de alternância claro/escuro de 12 horas e ambientados em grupos de 8 por gaiola. O 

projeto foi aprovado pelo Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFC 

através do protocolo no 120/14 e os experimentos foram conduzidos de acordo com 

o Guia de Cuidados e Usos de Animais de Laboratório do Departamento de Saúde e 

Serviços Humanos dos Estados Unidos da América. 

 

5.2 Drogas 

 

Os animais receberam injeções intraperitoneais (i.p.) de Lipopolissacarídeo 

(LPS) de Escherichia coli, sorotipo 055:B5 (Sigma-Aldrich Corporation, St Louis, 

EUA, LPS 0,5 mg/Kg) dissolvido em solução salina estéril. O antimicrobiano 

Doxiciclina (Sigma-Aldrich Corporation, St Louis, EUA, DOXI 10 mg/Kg, i.p.) foi 

dissolvido em solução de salina estéril. O antidepressivo Escitalopram (Sigma-

Aldrich Corporation, St Louis, EUA, ESCI 4 mg/Kg, i.p.) diluído em em solução de 

salina estéril. O grupo controle recebeu solução salina estéril. Todas as soluções 

foram administradas em um volume de 0,1ml a cada 10g de peso corporal. 
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5.3 Procedimento Experimental 

 

Protocolo 1 – Influência do sexo nas alterações comportamentais e 
neuroquímicas observadas 24 h após administração única de LPS 

 

Para este protocolo os animais foram divididos aleatoriamente em grupos de 

dez animais, machos ou fêmeas, os quais foram administrados intraperitonialmente 

(i.p.) com LPS (0,5 mg/Kg) ou solução salina e após 24h foram realizados os testes 

comportamentais e neuroquímicos (Figura 10). A escolha do período de 24h para 

observação após administração do LPS foi baseado na ocorrência de 

comportamento tipo-depressivo (DANTZER et al., 2008, PARK et al., 2011, OHGI et 

al., 2013; CUSTODIO et al., 2013; TOMAZ et al., 2014). 

 

Figura 10 – Demonstração esquemática para o protocolo de administração única de 
LPS. 

 

 
 
 
 
                                                                                                     tempo  

                                    24h    
 
                                      
                                   Análises comportamentais  
                                            e neuroquímicas  

 

 

Fonte: elaborada pela autora.  

 

 

LPS	ou	
Salina 
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Protocolo 2 – Estudo de alterações moleculares pela administração repetida de 
LPS a camundongos machos e efeito do tratamento com escitalopram e 
doxiciclina sozinhos ou em associação 

 

Para o protocolo 2, apenas animais machos receberam LPS (0,5 mg/Kg i.p), 

durante 10 dias, seguido de tratamento com doxiciclina (10 mg/kg i.p), escitalopram 

(4 mg/Kg i.p) ou solução salina, do 6° ao 10° dia, 1h após a administração de LPS, 

conforme figura 11. Grupos distintos receberam doxiciclina ou escitalopram sozinhos 

e outros receberam essas duas drogas concomitantemente. A dose de doxiciclina 

utilizada foi escolhida com base em estudo anterior (MELLO et al., 2013). Nesse 

estudo foi observado efeito antidepressivo da doxiciclina nas doses de 25 e 50 

mg/kg. No presente estudo baixamos a dose de doxiciclina para 10 mg/kg com o 

intuito de usar uma dose abaixo da dose antimicrobiana deste fármaco, calculado de 

acordo com a área da superfície corporal (Reagan-Shaw et al., 2008).  

 

Figura 11 – Modelo Experimental de Protocolo de Tratamento. 
 

                                                                                   
 

                                                              1 -  10o dia                                          tempo          
 
 
 
 

             1 - 5o dia                               6o ao 10o dia                                         tempo          

                        1h                                    24h 
 
 
                                                                   Análises comportamentais  
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Fonte: elaborada pela autora. 
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Os animais utilizados para determinações neuroquímicas foram eutanasiados 

por deslocamento cervical. As áreas cerebrais dissecadas foram: o córtex pré-frontal 

(CPF), hipocampo (HC), corpo estriado (CE) e hipotálamo (HT). Todo o material 

biológico foi imediatamente armazenado a -70ºC até o ensaio. 

 

5.4 Testes comportamentais 

 

5.4.1 Teste do Nado Forçado 

 

O teste do nado forçado, foi descrito primeiramente por Porsolt, 1978. Os 

animais foram colocados individualmente em um cilindro de acrílico (25 cm de altura, 

10 cm de diâmetro) contendo 8 cm de água mantida a 22-24°C. Após 1 minuto de 

habituação, o tempo de imobilidade (em segundos) dos animais foi avaliado durante 

5 minutos, em um tempo total de 6 minutos no interior do cilindro. A imobilidade é 

definida como a ausência de ação, fuga orientada e comportamentos foram 

analisados como: natação, salto, cheiro ou mergulho (PORSOLT et al., 1978).  

 

5.4.2 Teste do Campo Aberto 

 

O teste do campo aberto foi realizado com a finalidade de analisar a atividade 

locomotora e exploratória dos animais, bem como identificar comportamentos de 

ansiedade ou tipo-depressivos (PRUT & BELZUNG, 2003). A arena para o teste é 

feita de acrílico (30 x 30 x 15 cm) rodeado por paredes de 5 cm de altura feitas de 

acrílico, com o chão preto do campo aberto foi dividido em nove quadrantes por 

linhas brancas. O aparelho foi colocado em uma sala com luz vermelha. Os animais 

foram cuidadosamente colocados no centro do campo e foi permitido que 

explorassem livremente o cenário por 1 min (período de habituação). A atividade 

exploratória do animal foi registada durante 5 min (ARCHER, 1973) e foi obtido o 

mapa da trajetória percorrida por cada animal na arena.  

Com o apoio do software SMART vídeo tracking foram avaliados 
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automaticamente os seguintes parâmetros: atividade global total (cm2/min), distância 

total (cm), transições de zona (n); atividade na zona central (%), tempo na zona 

central (%), tempo na zona central (s), tempo de exploração do objeto novo (%), 

tempo de exploração do objeto novo (s). Além disso, o número de levantamentos 

verticais ou rearings (número de vezes que o animal ergueu-se nas patas traseiras 

ou atividade locomotora vertical) e o número de groomings (comportamento 

estereotipado) foram contados por meio da observação comportamental. O teste foi 

realizado em uma sala com som atenuado, na condição de baixa intensidade de luz 

vermelha, gravado e analisado utilizando o software SMART vídeo tracking versão 

3.0.03 da Panlab Harvard Apparatus®. 

 

5.4.3 Labirinto em cruz elevado (Plus maze) 

 

O labirinto em cruz elevado originalmente descrito por Pellow, 1985 foi 

realizado com o objetivo de avaliar os efeitos “padrão exploratório” sobre o 

comportamento de risco e ansiedade dos animais. O labirinto em cruz elevado 

consiste em dois braços abertos (30 x 5 cm) e dois braços fechados (30 x 5 x 15 cm) 

com uma plataforma central comum (5 x 5 cm). Todo o aparelho foi levantado 45 cm 

acima da sua base, e o teste foi feito sob luz vermelha fraca (2 x 60W). O animal é 

colocado no centro do labirinto com a cabeça voltada para um dos braços fechados 

no início do experimento. O tempo de permanência do animal em cada braço e o 

número de entradas nos braços abertos e fechados foram registrados durante 5 

minutos. O experimento foi realizado numa sala de comportamento isolada de ruídos 

e com baixa iluminação.  

 

5.4.4 Preferência por sacarose 

 

O teste de preferência pela sacarose foi realizado com o objetivo de avaliar os 

efeitos de anedonia nos animais, como comportamento tipo-depressivo. Antes da 

realização do teste, os animais são habituados a solução de sacarose 1% (p/v). 

Inicialmente, 72h antes do teste, foram colocadas 2 garrafas de sacarose 1% em 
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cada gaiola. 24h mais tarde foi substituída uma garrafa de sacarose por água, 

permanecendo por mais 24h. Após habituação, os animais foram privados de água e 

comida durante 24h. O teste de preferência de sacarose foi conduzido às 9:00 horas 

da manhã. Os animais foram alojados em gaiolas individuais e tiveram acesso a 

duas garrafas contendo 100 ml de solução de sacarose 1% (w/v) e 100 ml de água, 

respectivamente. Após 1h, os volumes de solução de sacarose e água consumidos 

registados e a preferência de sacarose foi calculada pela seguinte fórmula:  

Preferência por sacarose = consumo de sacarose 
                           consumo de água + consumo de sacarose x 100%.  
 

5.4.5  Teste da alimentação suprimida pela novidade (Novel Supressed Feeding 
Test) 

 

O teste da alimentação suprimida pela novidade foi realizado como descrito 

anteriormente (WARNER-SCHMIDT & DUMAN, 2007). Antes do teste, os animais 

foram privados de alimentos durante à noite. No dia do teste, os animais foram 

colocados em uma arena de acrílico (30 x 30 x 15 cm) rodeado por paredes de 5 cm 

de altura, com uma pequena quantidade de alimento no centro.  O teste tem duração 

de 8 min. Nesse período, os animais exploraram toda a arena. Foi registrado a 

latência de cada animal para alimentar-se, ou seja, o tempo que o animal levou para 

dar a primeira mordida no alimento. O tempo de ingestão do alimento também foi 

medido.  

 

5.5 Testes Neuroquímicos 

 

Após administração i.p. de LPS, salina, doxiciclina e escitalopram os animais 

foram eutanasiados por deslocamento cervical e as áreas cerebrais (córtex pré-

frontal, corpo estriado, hipotálamo e hipocampo) foram retiradas e imediatamente 

acondicionadas em temperatura a -70ºC para realização das análises 

neuroquímicas. 
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5.5.1 Determinação das alterações oxidativas 

 

5.5.1.1 Determinação dos níveis de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico 
(TBARS)  

 

O grau de lipoperoxidação nas áreas cerebrais foi medido através da 

determinação dos níveis de substâncias reativas do ácido tiobarbitúrico (TBARS), 

conforme o método de DRAPER & HADLEY (1990), seguindo o protocolo: foram 

preparados homogenatos das áreas cerebrais a 10% em solução de cloreto de 

potássio (KCl) 1,15%, 0,25 µL do homogeneizado será misturado a 1 mL de solução 

de ácido tricloroacético a 10% e acrescido de 1 mL de solução de ácido 

tiobarbitúrico 0,6%. Após a agitação, essa mistura foi mantida em um banho de água 

fervente (95-100°C) por 15 minutos, adicionado o n-butanol (2:1 v/v), a seguir 

resfriada em banho de gelo por alguns minutos e posteriormente centrifugada 

(800xg, 5 minutos). Após o resfriamento, a peroxidação lipídica foi determinada por 

absorbância a 535 nm e foi expressa como mmol tecido malonaldeído (MDA)/mg de 

proteína (OHKAWA et al., 1979). 

5.5.1.2 Níveis de Glutationa Reduzida (GSH) 

Os níveis de glutationa reduzida foram avaliados para estimar defesas 

endógenas contra o estresse oxidativo. O método é baseado na reação de reagente 

de Ellman (DTNB), com grupos tiol livres. Foram preparados homogenatos das 

áreas cerebrais a 10% em EDTA 0,02M, retirados 400µL desse homogenato e 

adicionados a 320µL de água destilada e mais 80µL de ácido tricloroacético a 50%. 

O material foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida, 

recolhido 400µL do sobrenadante e acrescidos 800µL de tampão Tris-HCl 0,4M, pH 

8,9 e mais 20µl de DTNB 0,01M e após 1 minuto da reação foi feita a leitura da 

coloração em 412nm através de espectrofotômetro. A concentração de glutationa 

reduzida foi expressa em nanogramas de GSH/g de tecido, tendo por base uma 

curva padrão (SEDLAK & HANUS, 1982). 
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5.5.1.3 Determinação do conteúdo de Nitrito  

Os homogenatos das áreas cerebrais foram preparados a 10% (w/v) em 

solução de cloreto de potássio (KCl) 1,15%. Após a centrifugação (800xg, 10 min) os 

sobrenadantes são coletados e o conteúdo de nitrito foi determinado através da 

reação de Griess. Uma alíquota de 100 µl do sobrenadante foi incubada com 100 µl 

do reagente de Griess [sulfanilamida 1% em H3PO4 1%/N-(-1-naphthyl)-

ethylenediamine 0,1%/H3PO4 1%/diluído em água (1:1:1:1)] a temperatura ambiente 

por 10 minutos. A absorbância foi medida em espectrofotômetro a 550nm. A 

concentração de nitrito (µM) foi determinada a partir de uma curva padrão de nitrito 

de sódio (NaNO!). 

 

5.6 Determinação de parâmetros relacionados a sinalizações pró-inflamatórias 
e protetoras  

 

5.6.1 Atividade da Mieloperoxidade (MPO) 

 

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente nos grânulos de neutrófilos. 

Essa enzima é utilizada como indicador de processo inflamatório, mais 

especificamente, como marcador de migração de neutrófilos dos tecidos. Neste 

ensaio, a H2O2 é clivada por meio da MPO presente nas amostras de tecido. O 

radical oxigênio (O!) resultante se combina com diidrocloreto de θ-dianisidina que é 

convertido a um composto colorido. O aparecimento deste composto, ao longo do 

tempo, é medido por espectrofotômetro para determinar o conteúdo de MPO do 

ensaio (BRADLEY, 1982). 

Imediatamente após a decapitação, as áreas cerebrais foram 

homogeneizadas (50 mg/ml) em uma solução de brometo de hexadeciltrimetilamônio 

0,5% (HTAB) em tampão fosfato 50 mM, ph 6,0. Em seguida, os homogenatos foram 

centrifugados (14000 rpm, 4°C) por 2 minutos. Foram retirados 30µL do 

sobrenadante da amostra e adicionados a placa de ELISA juntamente com 200µL da 

solução contendo 0,167 mg/ml de hidrocloreto de θ-dianisidina e 0,0005% de 
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peróxido de hidrogênio. A absorbância foi medida nos tempos 0 e 3 minutos com 

comprimento de onda de 460mn (BRADLEY, 1982).  

 

5.6.2 Teste de ELISA para dosagem dos níveis de IL1-β, TNF-α e BDNF 

 

A detecção das citocinas e BDNF foi realizada por meio de ensaio 

imunoenzimático (Kit DuoSet (R&D Systems, EUA). As áreas cerebrais dissecadas 

(córtex pré-frontal, hipotálamo e hipocampo) foram homogeneizadas em 8 volumes 

de tampão PBS com inibidores de protease (EMD Biosciences) e fosfatase (Sigma-

Aldrich) e  centrifugadas (10000 rpm, 5 min). Nas placas para ELISA, contendo 96 

poços foram incubadas com o anticorpo de captura para IL-1β e TNF-α por 18h em 

temperatura ambiente com 100µL de anticorpo em cada poço. Posteriormente, as 

placas foram lavadas três vezes com 200µL de tampão de lavagem (R&D Systems, 

EUA) e bloqueadas com 200µL de BSA 1% (R&D Systems, EUA) por 1h. Após o 

bloqueio, 100µL das amostras ou da curva padrão foram adicionadas em cada poço 

e incubadas por 2h em temperatura ambiente. As placas foram então lavadas três 

vezes com 200µl de tampão de lavagem e depois incubadas com anticorpo de 

detecção para IL-1β e TNF-α em temperatura ambiente por 2h. Na etapa seguinte, 

as placas foram lavadas novamente por três vezes com 200µL de tampão de 

lavagem e incubadas com 100 µL de estreptavidina em temperatura ambiente por 20 

minutos. Novamente, as placas foram lavadas três vezes com 200µL de tampão de 

lavagem. Na etapa seguinte, 100 µL da solução substrato para revelação (R&D 

Systems, EUA) foram adicionadas em cada poço e incubadas por 20 min à 

temperatura ambiente protegidos da luz. A reação enzimática foi cessada, 

adicionando 50 µL solução de parada (H2SO4). Enfim, a absorbância foi medida à 

450nm. O resultado foi expresso em pg/g tecido.  
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5.7 Expressão protéica de ERK 1/2, IBA-1, GSK-3β, NF-κB e p-CREB por 
Western Blotting 

 

Para avaliar a expressão protéica hipocampal desses alvos moleculares 

realizou-se Western Blotting. Seguiram-se sequencialmente as seguintes etapas: 

extração de proteínas, dosagem de proteínas e Western Blotting.  

 

5.7.1 Preparação do Extrato Total de Proteínas  

 

Os tecidos hipocampais foram homogeneizados manualmente em 2 mL de 

tampão de lise RIPA 01X (25 mM Tris-HCl pH 7,6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1% 

NP-40; 1% triton-X- 100; 1% deoxicolato de sódio; 0,1% SDS ) e inibidor de protease 

(Sigma Aldrich, EUA, 1µL de inibidor de protease: 100µL de RIPA) usando um pistão 

de vidro (Potter). Os homogenatos foram centrifugados a 12000 rpm por 10 minutos, 

sendo os sobrenadantes, contendo o extrato de proteínas de todos os 

compartimentos celulares, coletados. Os pellets residuais foram descartados. A 

concentração de proteínas foi determinada pelo método de Bradford descrido a 

seguir. Todos os procedimentos foram realizados com as amostras imersas em gelo, 

e em condições de boa refrigeração e condicionamento. 

 

5.7.2 Método Bradford para dosagem de proteína  

 

A concentração de proteínas totais na amostra foi determinada pelo emprego 

de reagente de Bradford (Bio-Rad Protein Assay – Dye Reagent Concentrate - 

BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA). A ligação à proteína ocorre quando 

absorção máxima da solução ácida Coomassie Brilliant Blue G-250 muda de 465 

para 595 nm. Foram pipetados 160 µL de amostra e 40 µL de solução de Bradford 

nas placas e a leitura foi feita por espectrofotômetro (595 nm), utilizando-se uma 

curva de calibração de albumina bovina sérica (BSA) de 0,2 a 1,0 mg / mL.  
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5.7.3 Western Blotting 

Inicialmente, preparou-se 50 µg de proteína referente a cada amostra, 

adicionando tampão da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCl, pH 6,8; 26,3% 

glicerol; 2,1% SDS; 0,01% azul de bromofenol) e β-mecaptoetanol (BioRad, EUA), 

vortexando por 10 s, aquecendo no banho maria (95°C, 5 min) e centrifugando 

(10000 rpm, 4°C, 30s). Em seguida, realizou-se a eletroforese vertical de proteínas 

em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 60V nos primeiros 15 min para 

deposição das amostras no fundo do poço e 120V para o restante da corrida, onde 

foi utilizado o gel a 10% e tampão de corrida (25 mM Tris; 192 mM glicina; 1% SDS). 

Após a corrida, efetuou-se a transferência por eletroforese das proteínas do gel para 

a membrana de PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de polivinilideno) a 100V por duas 

horas em tampão de transferência (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol). Após 

esta etapa, as membranas foram bloqueadas por uma hora em agitação constante, 

para reduzir as ligações inespecíficas, com 5% BSA (Sigma-Aldrich, EUA) diluído em 

tampão salina Tris-HCl suplementado com Tween 20 (TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150 

mM NaCl; 0,1% Tween 20).  

Em seguida, realizou-se a lavagem das membranas com TBST, sendo três 

lavagens por 10 minutos cada. Na etapa seguinte, as membranas foram incubadas, 

overnight a 4°C sob agitação constante, com os anticorpos primário mouse rabbit 

phospho-GSK3 beta (Ser9) monoclonal IgG (1:1000, Invitrogen, USA), phospho-

p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (1:1000, Cell Signaling Technology, USA), 

mouse Anti-ERK1 + ERK2 monoclonal IgG (1:2000, Abcam, Brasil), mouse rabbit 

anti-Iba 1 (0.5 µg/mL,Wako, USA), mouse Anti-α-tubulin IgG (1:4000; Sigma, USA), 

mouse rabbit policlonal Anti-GSK3 (alpha + beta) IgG (1:100, Abcam, Brasil), mouse 

rabbit polyclonal anti-NFkB IgG (100 µg/ml, Santa Cruz, Brasil) e mouse rabbit 

phospho-CREB (1:1000, Abcam, Brasil), diluídos em 1% de BSA em TBS-T. Após 

esta etapa, realizaram-se três lavagens de 10 min cada com TBS-T. As membranas 

foram incubadas com os anticorpos secundários anti-rabbit IgG (1:200, Wako, USA) 

e HRP-goat anti-mouse IgG (H+L) (1:2000; Invitrogen, USA) por duas horas em 

temperatura ambiente. Decorrido este tempo, as membranas foram lavadas 4 vezes, 

duração de 10 minutos cada, com TBS-T. Enfim, adicionou-se o reagente de 

quimioluminescência (BioRad, EUA, Clarity western ECL blotting substrate) e as 
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membranas foram agitadas por 5 minutos. As imagens das bandas foram 

capturadas por um sistema de ImageQuant 300 Imager (GE Healthcare, EUA). A 

densidade das bandas foi mensurada por meio do software Image J (NIH, Bethesda, 

MD, EUA).  

 

5.8 Análise estatística dos resultados 

 

A análise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism, 

versão 6.0 para Windows, GraphPad Software Inc., San Diego Califórnia EUA 

Copyright © 1992 – 2012. Os resultados comportamentais, parâmetros do estresse 

oxidativo, BNDF e análise de mieloperoxidase foram analisados por ANOVA de duas 

vias considerando como fatores ‘sexo’ e ‘desafio imune por LPS’ seguido pelo teste 

de Tukey, como teste post hoc para comparações múltiplas e expressas como 

média ± EPM.  

Os resultados do protocolo 1 foram analisados por ANOVA de duas vias 

(regular) seguida por teste de Tukey post hoc. Os resultados dos experimentos para 

análise de citocinas IL-1β e TNF-α foram analisados através de Fourth-party 

Logistics (4PL). Os resultados comportamentais do protocolo de tratamento foram 

analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey como teste post hoc 

para comparações múltiplas. Os dados obtidos por Western Blotting foram 

analisados através de ANOVA de uma via seguida por teste de Tukey. Valores 

significativos para as análises foram considerados quando p< 0,05. 
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6 RESULTADOS 

Protocolo 1 

6.1 Influência do sexo sobre o tempo de imobilidade no nado forçado em 
camundongos expostos ao LPS 

 

O teste de nado forçado é um teste padrão ouro utilizado para a avaliação de 

comportamento depressão-símile em roedores. Neste teste a ANOVA de duas vias 

revelou interação significativa entre os fatores ‘sexo’ e ‘desafio imune por LPS’ [F (1, 

27) = 4,989, P= 0,0340]. Verificou-se que houve aumento significativo de imobilidade 

do grupo dos machos tratados com LPS comparado com o grupo salina. Em relação 

ao grupo das fêmeas tratadas com LPS não foi verificado significância em relação 

ao seu controle. Também, foi verificado que o grupo dos machos tratados com salina 

e LPS teve o tempo de imobilidade mais elevado, significativamente, comparado 

com o grupo de fêmeas tratadas com o mesmo veículo (Figura 12). 
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Figura 12 - Tempo de imobilidade no teste Nado Forçado em animais machos e 

fêmeas (n=10 animais/grupo) tratados com administração única de LPS 0,5 mg/kg, 

i.p. e observados 24 h após administração. As barras representam média ± EPM. 

Análise estatística por ANOVA de duas vias seguida por Tukey post test. *P <0,05, 

**P <0,01, ***P< 0,001. 
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6.2 Influência do sexo sobre a preferência por sacarose em camundongos 
expostos ao LPS 

 

No teste de Preferência por Sacarose não houve interação significativa entre 

os fatores ‘sexo’ e ‘desafio com LPS’, mas houve efeito principal do fator ‘desafio 

imune por LPS’ [F (1, 25) = 29,05, P< 0,0001]. Neste teste foi verificado uma 

diminuição significativa pela preferência por sacarose, em ambos os sexos, tratados 

com LPS comparados com o mesmo grupo tratado com salina (Figura 13).   
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Figura 13 - Teste de preferência de sacarose em animais machos e fêmeas (n=10 

animais/grupo) tratados com administração única de LPS 0,5 mg/kg, i.p. e 

observados 24 h após administração. As barras representam média ± EPM. Análise 

estatística por ANOVA de duas vias seguida por Tukey post test. *P <0,05, **P 

<0,01. 
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6.3 Influência do sexo sobre a atividade locomotora no Campo Aberto em 
camundongos expostos ao LPS 

 

As análises de dados do Campo Aberto mostraram que no tratamento com 

LPS, a atividade locomotora manteve-se inalterada, os cruzamentos (crossings) e 

levantamentos verticais (rearings) em ambos os sexos em relação aos respectivos 

grupos de salina. O número de grooming (comportamento estereotipado) foi 

aumentado significativamente no grupo das fêmeas comparado com o grupo salina. 

Em relação ao grupo de machos não houve significância. O tempo no meio do 

campo em ambos os sexos também não foi verificado alteração significativa (Figura 

14). 
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Figura 14 – Teste no Campo Aberto sobre atividade locomotora de animais machos 

e fêmeas (n = 10 animais/grupo) tratados com administração única de LPS 0,5 

mg/kg i.p. e observados 24 h após administração. As barras representam média ± 

EPM. Análise estatística por ANOVA de duas vias seguida por Tukey post test. *P 

<0,05 vs respectivo controle. 
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6.4 Influência do sexo sobre o comportamento de ansiedade no Labirinto em 
Cruz elevado em camundongos expostos ao LPS 

 

As fêmeas apresentaram comportamento de ansiedade, devido uma 

diminuição significativa no número de entradas nos braços abertos em comparação 

com o grupo controle, (EPM - Controle: 8,5 ± 0,9; LPS: 5,2 ± 0,4). Em relação ao 

grupo dos machos não foi verificado significância. O tempo no braço aberto e na 

plataforma central, também não foi verificado nenhuma alteração significativa, 

conforme figura 15.  
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Figura 15 – Teste no Plus Maze sobre o comportamento de ansiedadede animais 

machos e fêmeas (n= 10 animais/grupo) tratados com administração única de LPS 

0,5 mg/kg, i.p. e observados 24 h após administração. As barras representam média 

± EPM. Análise estatística por ANOVA de duas vias seguida por Tukey post test. *P 

<0,05, **P <0,01. 
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6.5 Influência do sexo sobre a peroxidação lipídica de áreas cerebrais de 
camundongos expostos ao LPS 

 

As alterações oxidativas do estresse oxidativo foram avaliadas através da 

peroxidação lipídica pelo método da determinação dos níveis de substâncias 

reativas do ácido tiobarbitúrico (TBARS), expressas por malonaldeído (MDA), nas 

áreas cerebrais do córtex pré-frontal, hipocampo e hipotálamo, em ambos os sexos. 

Foi verificado um aumento significativo nos níveis de MDA na área do hipocampo 

dos machos e na área hipotalâmica das fêmeas.  
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Figura 16 - Níveis de MDA em animais machos e fêmeas tratados com 

administração única de LPS 0,5 mg/kg i.p. e observados 24 h após administração. 

As barras representam média ± EPM. Análise estatística por ANOVA de duas vias 

seguida por Tukey post test. *P <0,05. 
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6.6 Influência do sexo sobre os níveis cerebrais de GSH em camundongos 
expostos ao LPS 

 

A Figura 17 demonstra que em todas as áreas do cérebro, em ambos os 

sexos, 24h após a administração única de LPS, houve uma diminuição significativa 

no conteúdo de GSH, quando comparado com o grupo salina. No córtex pré-frontal 

foi verificado que os níveis basais de GSH são mais elevados nas fêmeas que nos 

machos, em relação aos respectivos grupos controles.  
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Figura 17 – Níveis de GSH em animais machos e fêmeas tratados com 

administração única de LPS 0,5 mg/kg i.p. e observados 24 h após administração. 

As barras representam média ± EPM. Análise estatística por ANOVA de duas vias 

seguida por Tukey post test. *P <0,05, **P< 0,01, ***P< 0,001. 
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6.7 Influência do sexo sobre a atividade da mieloperoxidase em áreas 
cerebrais de camundongos expostos ao LPS 

 

Foi verificado o aumento da atividade da MPO na área do córtex pré-frontal, 

em ambos os sexos, desafiados com LPS quando comparados aos grupos salina 

(controle macho: 1,6 ± 0,2, LPS: 2,7 ± 0,2; controle fêmea: 0,7 ± 0,1, LPS: 1,9 ± 0,1), 

enquanto no hipocampo ocorreu aumento da atividade da MPO, apenas nas fêmeas. 

Também, foi verificado que os machos possuem uma atividade da MPO basal mais 

elevada que as fêmeas, em relação ao grupo salina. Na área do hipotálamo não foi 

verificado nenhuma alteração significativa, conforme figura 18.  
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Figura 18 - Atividade inflamatória na Mieloperoxidase (MPO) de animais machos e 

fêmeas tratados com administração única de LPS 0,5 mg/kg i.p. e observados 24 h 

após administração. As barras representam média ± EPM. Análise estatística por 

ANOVA de duas vias seguida por Tukey post test. *P <0,05, **P< 0,01, ***P< 0,001. 
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6.8 Influência do sexo sobre os níveis cerebrais de IL1β em camundongos 
expostos ao LPS 

 

A administração de LPS promoveu um aumento significativo nos níveis de IL-

1β quando comparado com o grupo salina nas áreas cerebrais do córtex pré-frontal 

e hipotálamo, em ambos os sexos. No hipocampo dos animais machos desafiados 

ou não com LPS ocorreu aumento significativo dos níveis de IL-1β, conforme figura 

19.  
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Figura 19 – Níveis de IL-1β em animais machos e fêmeas tratados com 

administração única de LPS 0,5 mg/kg i.p. e observados 24 h após administração. 

As barras representam média ± EPM. Análise estatística por ANOVA de duas vias 

seguida por Tukey post test. *P <0,05, **P< 0,01, ***P< 0,001. 
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6.9 Influência do sexo sobre os níveis hipocampais de BDNF em camundongos 
expostos ao LPS 

 

As análises dos níveis de BDNF, 24h após a administração de LPS, não 

apresentaram alterações significativas em relação aos grupos salina, em ambos os 

sexos, nas áreas hipocampais e hipotalâmicas (Figura 20). No hipotálamo foi 

verificado um aumento significativo nos níveis de BDNF no grupo fêmeas tratadas 

com LPS comparado com o grupo machos, tratados com o mesmo veículo. 
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Figura 20 - Níveis de BDNF em animais machos e fêmeas tratados com 

administração única de LPS 0,5 mg/kg i.p. e observados 24 h após administração. 

As barras representam média ± EPM. Análise estatística por ANOVA de duas vias 

seguida por Tukey post test. *P <0,05, **P< 0,01, ***P< 0,001. 
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Resultados Protocolo 2 

6.10 Efeito do tratamento com doxiciclina ou escitalopram sobre o 
comportamento tipo-depressivo induzido por administração repetida de LPS 

 

A administração repetida de LPS (0,5 mg/kg, i.p) aumentou significativamente 

o tempo de imobilidade no nado forçado quando comparado com os animais do 

grupo salina (SAL), ao passo que a doxiciclina (DOXY) ou escitalopram (ESCI) 

sozinhos ou em associação reverteram a imobilidade induzida por LPS. A 

doxiciclina, similarmente ao escitalopram, quando administrados pós-LPS, 

diminuíram significativamente o tempo de imobilidade quando comparado com os 

grupos LPS, indicando deste modo um efeito tipo antidepressivo da doxiciclina. As 

duas drogas administradas concomitantemente, diminuíram ainda mais esse tempo 

de imobilidade sendo significativo em relação ao grupo tratado com doxiciclina+LPS 

e escitalopram+LPS, conforme figura 21.  

 

 

Figura 21 - Tempo de imobilidade no teste do nado forçado em animais machos 

(n=10 animais/grupo) tratados com doxiciclina (DOXY 10 mg/kg, ip) ou escitalopram 

(ESCI 4 mg/kg, ip), após administração repetida de LPS. As barras representam 

média ± EPM. Análise estatística por ANOVA de uma via seguida por Tukey post 

test. *,#P <0,05 vs controle e LPS, respectivamente. &P< 0,05. 
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6.11 Efeito do tratamento com doxiciclina ou escitalopram sobre a atividade 
locomotora  

 

Os resultados mostraram que 24h após a administração de LPS, a atividade 

locomotora permaneceu inalterada quando comparado ao grupo salina (SAL). O 

pós-tratamento com doxiciclina e escitalopram sozinhos e concomitantemente 

aumentaram a atividade locomotora global e o tempo de exploração do objeto novo 

quando comparados ao grupo do LPS. Após administração de doxiciclina verificou 

um aumento na atividade na zona central quando comparado ao grupo do LPS. Este 

resultado também foi verificado após administração concomitante de doxiciclina e 

escitalopram. Os dois em associação aumentaram o tempo e o número de entradas 

na zona central quando comparados com os animais tratados com LPS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 88 

S A
L + S A

L

S A
L + L P S

L P S +D
O

X Y

L P S + E S C
I

L P S +D
O

X Y + E S C
I

0

5 0 0 0

1 0 0 0 0

1 5 0 0 0

2 0 0 0 0

#

A tiv id a d e  L o c o m o to ra  (c m 2 /m in )

S A L+S A L

S A L+ LP S

LP S +D O XY

LP S + E S C I

LP S +D O X Y +E S C I

*,#*,#

 

S A
L + S A

L

S A
L + L P S

L P S +D
O

X Y

L P S + E S C
I

L P S +D
O

X Y + E S C
I

0

5 0

1 0 0

1 5 0

#

S A L + S A L

S A L+ LP S

LP S +D O XY

LP S + E S C I

LP S +D O X Y +E S C I

T e m p o  n a  Z o n a  C e n tra l (s )

 

 

 

Figura 22 – Atividade locomotora no campo aberto em animais machos (n=10 

animais/grupo) tratados com doxiciclina (DOXY 10 mg/kg, ip) ou escitalopram (ESCI 

4 mg/kg, ip), após administração repetida de LPS. As barras representam média ± 

EPM. Análise estatística por ANOVA de uma via seguida por Tukey post test. *,#P 

<0,05 vs controle e LPS, respectivamente. 
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A figura 23 mostra o trajeto percorrido pelo animal na arena representado pela 

linha preta. A presença e o deslocamento do animal foram detectados pelo software 

SMART® a partir do seu centro de massa. A trajetória do animal do grupo do LPS foi 

menor comparado ao grupo controle, porém sem significância, sendo revertida após 

tratamento com doxiciclina (DOXY) e escitalopram (ESCI) sozinhos e em 

associação. O animal voltou a explorar todas as zonas, aumentando sua atividade 

locomotora.  

 

                                   
                       Grupo Controle                                           Grupo LPS 
 

   
      Grupo LPS + DOXY          Grupo LPS + ESCI        Grupo LPS + DOXY + ESCI 
 

Figura 23 - Mapa do trajeto percorrido pelos animais no teste do campo aberto.  
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6.12 Efeito do tratamento com doxiciclina ou escitalopram sobre teste da 
alimentação suprimida pela novidade (Novel Supressed Feeding Test) 

 

O LPS não induziu alteração no teste da alimentação suprimida pela 

novidade. Da mesma forma após o tratamento de doxiciclina ou escitalopram foi 

verificado que não houve nenhuma alteração significativa nos grupos experimentais. 

A cetamina (KET) foi utilizada como controle padrão.  

 

 

 

 

Figura 24 – Tempo de Latência no teste da alimentação suprimida pela novidade em 

animais machos (n=10 animais/grupo) tratados com doxiciclina (DOXY 10 mg/kg, ip) 

ou escitalopram (ESCI 4 mg/kg, ip), após administração repetida de LPS. As barras 

representam média ± EPM. Análise estatística por ANOVA de uma via seguida por 

Tukey post test. 
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6.13 Efeito do tratamento com doxiciclina ou escitalopram sobre o estresse 
oxidativo induzido por LPS  

 

No protocolo de pós-tratamento, não houve alterações significativas nos 

níveis de TBARS, conforme figura 25. Os níveis de TBARS e GSH não variaram 

pela administração repetida de LPS. A figura 26 evidencia as áreas cerebrais (córtex 

pré-frontal, corpo estriado, hipocampo e hipotálamo) analisadas 24h após a 

administração repetida de LPS e tratamento com doxiciclicina (DOXY) e 

escitalopram (ESCI). Nas áreas do córtex pré-frontal, corpo estriado e hipotálamo 

houve aumento significativo nos níveis de GSH após administração de DOXY (10 

mg/kg ip) quando comparado com os grupos salina (SAL) e ESCI. Na área do corpo 

estriado, os níveis de GSH aumentaram após administração de DOXY comparado 

aos grupos de LPS e ESCI e no grupo da administração concomitante de DOXY e 

ESCI, houve a diminuição dos níveis de GSH. Na área do hipocampo, houve um 

aumento significativo nos níveis de GSH após administração de DOXY (10 mg/kg 

i.p.) quando comparado com o grupo controle e os níveis de GSH também foram 

revertidos após administração de DOXY quando comparado ao grupo de LPS.  
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Figura 25 - Níveis de MDA em animais machos tratados com doxiciclina (DOXY 10 

mg/kg, ip) ou escitalopram (ESCI 4 mg/kg, ip), após administração repetida de LPS. 

As barras representam média ± EPM. Análise estatística por ANOVA de duas vias 

seguida por Tukey post test. 

 C ó rte x  P re fro n ta l

M
D

A
 (
µ

g
/g

 t
e

c
)

S AL IN A L P S
0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 0 0
+ S a lin a

+ E S C I

+ D O X Y

+ E S C I+ D O X Y

C o rp o  E s tr ia d o

M
D

A
 (
µ

g
/g

 t
e

c)

S AL IN A L P S
0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 0 0
+ S a lin a

+ E S C I

+ D O X Y

+ E S C I+ D O X Y

H ip o c a m p o

M
D

A
 (
µ

g
/g

 t
e

c)

S AL IN A L P S
0

1 0 0

2 0 0

3 0 0
+ S a lin a

+ E S C I

+ D O X Y

+ E S C I+ D O X Y

H ip o tá la m o

M
D

A
 (
µ

g
/g

 t
e

c)

S AL IN A L P S
0

1 0 0

2 0 0

3 0 0
+ S a lin a

+ E S C I

+ D O X Y

+ E S C I+ D O X Y



 93 

 

Figura 26 - Níveis de GSH em animais machos tratados com doxiciclina (DOXY 10 

mg/kg, ip) ou escitalopram (ESCI 4 mg/kg, ip), após administração repetida de LPS. 

As barras representam média ± EPM. Análise estatística por ANOVA de duas vias 

seguida por Tukey post test. *P <0,05, **P< 0,01, ***P< 0,001. 
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6.14 Efeito do tratamento com doxiciclina ou escitalopram sobre as alterações 
nos níveis de nitrito induzidas por LPS  

 

Nas áreas do córtex pré-frontal e hipotálamo, a administração repetida de 

LPS aumentou significativamente os níveis de nitrito comparado com o grupo salina 

e a administração de doxiciclina (DOXY) e escitalopram (ESCI), concomitantemente, 

reverteram esta alteração. Esta reversão também ocorreu após a administração de 

escitalopram (ESCI) e (DOXY) sozinhos. De forma semelhante, na área hipocampal 

foi verificada a redução dos níveis de nitrito após administração DOXY e ESCI em 

associação e sozinhos. Também foi verificado que após DOXY e DOXY + ESCI 

diminuíram os níveis basais de nitrito. No corpo estriado, foi verificado um aumento 

dos níveis basais de nitrito após ESCI, os quais foram diminuídos após DOXY + 

ESCI. No hipotálamo, também foi verificado um aumento dos níveis basais de nitrito 

após ESCI.  
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Figura 27 - Níveis de nitrito em animais machos tratados com doxiciclina (DOXY 10 

mg/kg, ip) ou escitalopram (ESCI 4 mg/kg, ip), após administração repetida de LPS. 

As barras representam média ± EPM. Análise estatística por ANOVA de duas vias 

seguida por Tukey post test. *P <0,05, **P< 0,01, ***P< 0,001. 
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6.15 Efeito do tratamento com doxiciclina ou escitalopram sobre a expressão 
de proteína IBA-1 em animais expostos ao LPS 

 

O marcador IBA-1 é expresso quando ocorre a ativação microglial em uma 

resposta neuroinflamatória no SNC. Os níveis de expressão proteica de IBA-1 

tiveram um aumento significativo após administração de LPS comparado ao 

controle. Após administração de doxiciclina (DOXY), escitalopram (ESCI) sozinhos 

ou em associação houve uma diminuição dos níveis da expressão proteica de IBA-1 

comparado ao grupo do LPS.  

 

 

 

Figura 28 – Níveis de IBA-1 no hipocampo em animais machos tratados com 

doxiciclina (DOXY 10 mg/kg, ip) ou escitalopram (ESCI 4 mg/kg, ip), após 

administração repetida de LPS. As barras representam média ± EPM. Análise 

estatística por ANOVA de duas vias seguida por Tukey post test. *P <0,05, **P< 

0,01, ***P< 0,001. 
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6.16 Efeito do tratamento com doxiciclina ou escitalopram sobre a expressão 

do fator de transcrição NF-κB em animais expostos ao LPS 

 

O fator nuclear kappa B (NF-κB) p65 é uma das frações responsáveis no 

núcleo pela transcrição de genes de citocinas pró-inflamatórias, de quimiocinas e de 

moléculas de adesão. Os níveis de expressão proteica de NF-κB foram aumentados 

significativamente após administração de LPS quando comparado ao controle (CTL). 

O pós-tratamento com escitalopram (ESCI) ou doxiciclina (DOXY) não reverteram as 

alterações neste fator de transcrição, porém a associação de ESCI + DOXY levou o 

NF-κB a níveis de controle. 

 

 

Figura 29 – Níveis hipocampais de NFkB em animais machos tratados com 

doxiciclina (DOXY 10 mg/kg, ip) ou escitalopram (ESCI 4 mg/kg, ip), após 

administração repetida de LPS. As barras representam média ± EPM. Análise 

estatística por ANOVA de duas vias seguida por Tukey post test. *P <0,05. 
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6.17 Tratamento com doxiciclina ou escitalopram reverte as alterações nos 
níveis de IL-1β e TNF-α induzidas por LPS 

 

Como as alterações de comportamento induzidas por LPS são dependentes 

da indução de citocinas pró-inflamatórias no cérebro, foram analisados os níveis de 

IL-1β e TNF-α, na área hipocampal. A administração repetida de LPS promoveu um 

aumento significativo nos níveis de IL-1β, os quais foram diminuídos após a 

administração de doxiciclina (DOXY). Esta reversão também foi verificada após 

administração concomitante de doxiciclina (DOXY) e escitalopram (ESCI). Em 

relação aos níveis de TNF-α, a administração de LPS promoveu um aumento 

significativo desses níveis, os quais foram revertidos com a administração de DOXY 

+ ESCI em associação.  
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Figura 30 - Níveis hipocampais de IL-1β e TNF-α em animais machos tratados com 

doxiciclina (DOXY 10 mg/kg, ip) ou escitalopram (ESCI 4 mg/kg, ip), após 

administração repetida de LPS. As barras representam média ± EPM. Análise 

estatística por ANOVA de duas vias seguida por Tukey post test. *P <0,05, **P< 

0,01,***P<0,001. 
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6.18 Efeito do tratamento com doxiciclina ou escitalopram sobre a expressão 
da proteína ERK 1/2 fosforilada em animais expostos ao LPS 

 

A via de sinalização da ERK 1/2 está envolvida com a proliferação neural, 

diferenciação e neurogênese, desempenhando um papel importante na 

aprendizagem e na memória. Assim, neste trabalho foi verificada uma diminuição 

significativa nos níveis de expressão proteica de ERK1/2 fosforilada do grupo do 

LPS comparado ao controle. Houve um aumento significativo dos níveis de 

expressão proteica de ERK1/2 total após administração de doxiciclina (DOXY) 

comparado ao grupo do LPS e ao controle.  
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Figura 31 – Níveis de ERK1/2 fosforilada e total no hipocampo de animais machos 

tratados com doxiciclina (DOXY 10 mg/kg, ip) ou escitalopram (ESCI 4 mg/kg, ip), 

após administração repetida de LPS. As barras representam média ± EPM. Análise 

estatística por ANOVA de duas vias seguida por Tukey post test. *P <0,05, **P< 

0,01. 
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6.19 Efeito do tratamento com doxiciclina ou escitalopram sobre a expressão 
da proteína GSK-3β fosforilada em animais expostos ao LPS 

 

A análise de Western Blotting verificou que houve uma diminuição nos níveis 

de expressão proteica de GSK-3β fosforilada após administração de LPS quando 

comparado ao controle (CTL). Após administração concomitante de doxiciclina 

(DOXY) e escitalopram (ESCI), houve um aumento significativo dos níveis da 

expressão proteica de GSK-3β fosforilada.  

 

 

 

 

Figura 32 – Níveis de GSK-3β fosforilada e total no hipocampo de animais machos 

tratados com doxiciclina (DOXY 10 mg/kg, ip) ou escitalopram (ESCI 4 mg/kg, ip), 

após administração repetida de LPS. As barras representam média ± EPM. Análise 

estatística por ANOVA de duas vias seguida por Tukey post test. *P <0,05, **P< 

0,01. 
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6.20 Efeito do tratamento com doxiciclina ou escitalopram sobre a expressão 
de CREB fosforilado em animais expostos ao LPS 

 

O CREB é um fator de transcrição celular e está envolvido em déficits 

emocionais, o qual possui várias vias de fosforilação. A análise de Western Blotting 

revelou que os níveis de expressão proteica de CREB fosforilado tiveram um 

aumento significativo após administração de doxiciclina (DOXY) comparado ao 

grupo do LPS e controle.  

 

 

 

Figura 33 – Níveis de CREB fosforilado no hipocampo de animais machos tratados 

com doxiciclina (DOXY 10 mg/kg, ip) ou escitalopram (ESCI 4 mg/kg, ip), após 

administração repetida de LPS. As barras representam média ± EPM. Análise 

estatística por ANOVA de duas vias seguida por Tukey post test. *P <0,05, **P< 

0,01. 
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A tabela 1 demonstra um resumo de todos os resultados obtidos no protocolo 

1 (administração única de LPS), através dos testes comportamentais e 

neuroquímicos realizados, segundo os parâmetros avaliados e a manifestação de 

acordo com o gênero. 

 

Tabela 1 - Resumo dos resultados obtidos do Protocolo 1 pelo presente estudo: 

 
TESTES 

 
PARÂMETROS 

 
MACHOS 

 
FÊMEAS 

 
NADO FORÇADO 

 
Tempo de Imobilidade 

 

↑ 

Não 
significativo 

 
PREFERÊNCIA POR 

SACAROSE 

 
Consumo de sacarose 

 

↓↓ 

 

↓ 

 
CAMPO ABERTO 

Crossing/ Rearings 
Groomings/  

Tempo no meio 

Não 
significativo 

Não 
significativo 

↑ groomings 

 
LABIRINTO EM 

CRUZ ELEVADO 
(PLUZ MAZE) 

 
Entradas no braço aberto 
Tempo no braço aberto 
Tempo na plataforma 

central 

 
Não 

significativo 

 

↓ Número de 
entradas no 
braço aberto 

 
TBARS 

 
Estresse oxidativo 

 

↑ HP 

 

↑ HT 

 
GSH 

 
Estresse oxidativo 

(enzima antioxidante) 

↓ CPF/↓↓↓ HP 

↓↓↓ HT 

↓ CPF/↓↓ HP 

↓↓ HT 

 
 MPO 

 
Atividade pró-inflamatória 

↑↑ CPF       ↑↑↑ CPF 

↑↑ HP 

 
IL-1β 

 
Atividade pró-inflamatória 

↑ CPF 

↑↑↑ HT 

↑ CPF 

↑ HT 

 
BDNF 

 
Fator neutrófico 

Não 
significativo 

Não 
significativo 

Fonte: elaborada pela autora. 
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A tabela 2 demonstra um resumo de todos os resultados obtidos no protocolo 

2, através dos testes comportamentais, neuroquímicos e neuroinflamatórios 

realizados, segundo os parâmetros avaliados.  

 

Tabela  2 - Resumo dos resultados obtidos do Protocolo 2 pelo presente estudo: 

 
TESTES 

GRUPO 
LPS 

GRUPO 
DOXI 

GRUPO 
ESCI 

GRUPO 
DOXI+ESCI 

NADO 
FORÇADO 

↑ tempo de 
imobilidade 

↓ tempo de 
imobilidade 

↓ tempo de 
imobilidade 

↓ tempo de 
imobilidade 

 
 

CAMPO 
ABERTO 

 
 
 

NS 

 

↑ crossing 

↑ atividade na 
zona central 

↑ tempo de 
exploração do 
objeto novo 

 

↑ crossing 

↑ tempo de 
exploração do 
objeto novo 

↑ crossing / 

↑↑ atividade 
na zona 
central/ 

↑ tempo, 
atividade na 
zona central/ 

↑ tempo de 
exploração do 
objeto novo 

ALIM. SUPRI. 
PELA 

NOVIDADE 

 
NS 

 
NS 

 
NS 

 
NS 

TBARS NS NS NS NS 

 
GSH 

 
NS 

↑CPF/↑↑↑HT/ 
↑↑↑CE/↑↑↑HP 

 
NS 

 
NS 

NITRITO ↑↑↑CPF/↑↑ 
HT 

↓ HT ↓ HP ↓↓ HT/ ↓↓ HP 

IBA-1 ↑↑↑ ↓ ↓ ↓↓↓ 

NF-κB ↑ ↑ ↑ NS 

IL-1β ↑ ↓ NS ↓↓ 

TNF-α ↑↑↑ NS NS ↓ 

GSK3β ↓ fosfoGSK3β NS NS ↑ fosfo-GSK3β 

ERK 1/2 ↓ fosfoERK1/2 ↑↑ERK1/2 
total 

NS NS 

CREB NS ↑↑ fosfoCREB NS NS 
Fonte: elaborada pela autora. 
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7 DISCUSSÃO 

 

Na primeira parte do presente estudo, demonstramos que após a exposição 

sistêmica e única de LPS provocou alterações comportamentais de forma 

diferenciada em machos e fêmeas. Somente os machos tiveram aumento no tempo 

de imobilidade, induzindo ao comportamento tipo-depressivo, enquanto que as 

fêmeas tiveram aumento no teste do labirinto cruz elevado, evidenciando um 

comportamento ansiogênico. Em ambos os sexos, ocorreu uma diminuição na 

preferência por sacarose, alterações oxidativas, aumento da atividade de 

mieloperoxidase e aumento dos níveis de citocina pró-inflamatória IL-1β. Baseado 

nestes achados, a segunda parte do nosso estudo (protocolo 2) foi realizado apenas 

em camundongos machos, onde demonstramos que o antimicrobiano doxiciclina em 

combinação com o antidepressivo escitalopram, foi capaz de reverter alterações 

neuroquímicas, induzidas por LPS, de forma superior aos dois fármacos quando 

administrados isoladamente (DANTZER et al., 2008, MELLO et al., 2013).  

O modelo do LPS está relacionado à indução de alterações inflamatórias, face 

ao potente efeito ativador do sistema imunitário desta endotoxina. Vários resultados 

de estudos com roedores indicaram que a administração sistêmica de LPS induz 

uma síndrome comportamental, incluindo características semelhantes a depressão 

(YIRMIYA, 1996; DANTZER et al., 2008; CUSTODIO et al., 2013, TOMAZ et al., 

2014). Com base nestes achados, estudos utilizaram efeitos comportamentais 

induzidos por LPS para esclarecer as associações entre a neuroinflamação e 

depressão (DUNN & SWIERGIEL, 2005; FU et al., 2010; PARK et al., 2011). Por 

conseguinte, estudos demonstraram que os efeitos comportamentais, após desafio 

imune por LPS, são dependentes do tempo e evidentes 24h pós-tratamento (PARK 

et al., 2011; OHGI et al., 2013, CUSTODIO et al., 2013, TOMAZ et al., 2014).  
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- O sexo influencia as alterações comportamentais induzidas por LPS.  

 

No presente trabalho, os animais machos e fêmeas apresentaram alterações 

comportamentais distintas quando expostos ao desafio imune por LPS. De fato, os 

resultados do teste nado forçado confirmaram, após 24 horas da administração 

única de LPS (0,5 mg/kg), o aumento do tempo de imobilidade e, assim, induzindo o 

comportamento tipo-depressivo, somente nos camundongos machos. Esse teste é 

padrão ouro para verificação de comportamentos semelhantes a depressão (CRYAN 

& HOLMES, 2005) e evidencia um modelo animal de "desespero comportamental" 

(PORSOLT et al., 1977).  

Em relação às fêmeas, nāo houve alterações significativas no tempo de 

imobilidade. Há relatos de influência das alterações do ciclo estral nos efeitos 

comportamentais e neuroquímicos mediados pelo LPS, portanto, existem variações 

de comportamento no teste do nado forçado durante as diferentes fases do ciclo 

estral (CONTRERAS et al., 1998; FRYE & WALF, 2002; CONSOLI et al., 2005), o 

que não foi avaliado no presente estudo. Em estudos anteriores foi relatado o 

aumento do tempo de imobilidade durante a fase proestro/estro (CONTRERAS et 

al., 1998; FRYE & WALF, 2002; MARVAN et al., 1996). Em contrate com nossos 

resultados, Tonelli et al., 2008, verificaram um aumento de imobilidade das fêmeas 

durante as fases proestro/estro e diestro, mostrando uma alteração do 

comportamento independente da fase do ciclo estral.   

Outro sintoma central da depressão é a anedonia, uma diminuição da 

capacidade de experimentar o prazer (HAMILTON, 1967; KLEIN, 1974; KESSLER et 

al., 1994; TOMAZ et al., 2014). A partir desta evidência, foi realizado o teste 

preferência por sacarose, um método utlizado para determinar déficits motivacionais 

(RYGULA et al., 2005). Como resultado, observamos a diminuição da preferência 

por sacarose em ambos os sexos após o tratamento com LPS, evidenciando um 

efeito anedônico, um dos principais sintomas depressivos. Este achado corrobora 

com um estudo recente que evidenciou a anedonia, igualmente estabelecida em 

camundongos machos e fêmeas, após administração única de LPS (SENS et al., 

2017). 
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Os nossos resultados indicaram que após exposição ao LPS, a atividade 

locomotora permaneceu inalterada em ambos os sexos, apenas o número de 

groomings foi aumentado significativamente nas fêmeas. Este achado corrobora 

com um estudo recente, o qual verificou que a atividade locomotora foi diminuída em 

ambos os sexos, após 6h da administração de LPS, mas essa deficiência 

locomotora não foi evidente após 24h (SENS et al., 2017), bem como estudos 

anteriores nos quais a atividade locomotora em camundongos foi diminuída até 6h 

após a administração de LPS, normalizando 24h pós-LPS (O'CONNOR et al., 2009; 

OHGI et al., 2013). A diminuição na atividade locomotora é interpretada como um 

comportamento de doença, “sickness behavior” (CUSTODIO et al., 2013), distinto do 

comportamento tipo-depressivo, que ocorre 24h após LPS (FRENOIS et al., 2007, 

CUSTODIO et al., 2013; TOMAZ et al., 2014). Portanto, em nosso estudo, podemos 

reconhecer que os animais tiveram um comportamento tipo-depressivo e não um 

comportamento de doença. 

Outro comportamento evidenciado em nossos resultados foi um 

comportamento ansiogênico, somente nas fêmeas, através da diminuição do número 

de entradas no braço aberto no labirinto em cruz elevado (plus maze) e aumento no 

número groomings no teste do campo aberto. Este achado corrobora com as 

diferenças de sexo demonstradas entre homens e mulheres em relação aos 

transtornos de humor (BEBBINGTON, 1998; MCCARTHY et al., 2005; 

KARATSOREOS & MCEWEN, 2011), sendo as mulheres mais frequentemente 

diagnosticadas com transtornos de ansiedade (WEICH et al., 2001). Um estudo 

realizado com seres humanos, após a administração de LPS (0,4 ng/kg), induziu um 

aumento nos níveis plasmáticos de TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 e o cortisol, 

acompanhado por uma diminuição no humor e um aumento da ansiedade 

(GRIGOLEIT et al., 2011; KULLMANN et al., 2012).  

Portanto, considerando as avaliações comportamentais realizadas neste 

estudo, machos e fêmeas apresentaram alterações comportamentais diferenciadas, 

após desafio imune por LPS. Ambos os sexos apresentaram comportamentos 

anedônicos, porém os machos demonstraram uma inabilidade de lidar com eventos 

estressores no teste do nado forçado, enquanto que as fêmeas apresentaram 

distúrbios afetivos, demonstrado pelo comportamento ansiogênico. Com estes 
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resultados, demonstramos que o dimorfismo sexual predomina na manifestação de 

respostas comportamentais.  

 

- Influência do sexo nas alterações oxidativas após desafio imune por LPS. 

 

Há evidências que a depressão é uma doença inflamatória e a ativação de 

vias inflamatórias e oxidativas e de estresse nitrosativo (IO&NS) é um fator 

fisiopatológico chave na depressão (MAES, 2008). A glutationa reduzida (GSH) é um 

forte antioxidante endógeno que protege as células contra os danos causados pelos 

radicais livres. É usada pelos glóbulos brancos como fonte de energia utilizada para 

a linfoproliferação. Portanto, a GSH pode ajudar a aumentar a resistência às 

infecções bacterianas e virais (MAES et al., 2011). Em nossos resultados, foi 

demonstrado que 24h após a administração de LPS, houve uma diminuição 

significativa no conteúdo de GSH em todas as áreas cerebrais, de ambos os sexos. 

Nesse contexto, a depleção de GSH pode contribuir para o estresse oxidativo, dano 

mitocondrial e morte celular nos neurônios, características demonstradas na 

depressão (ROSA et al., 2013). Evidências experimentais associam a deficiência de 

GSH e o aumento de estresse oxidativo na fisiopatologia da maioria dos transtornos 

psiquiátricos (BERK et al., 2008; ROSA et al., 2013). 

Peroxidação lipídica se refere ao dano a lipídeos de membrana causado 

pelo excesso de radicais livres ou queda das defesas antioxidantes. Há fortes 

evidências que a presença do aumento do estresse oxidativo está associado a 

distúrbios comportamentais, como a depressão e a ansiedade (BILICI et al., 2001; 

KULOGLU et al., 2002a, b; RAMMAL et al., 2008a, b; BOUAYED et al., 2007b, 

2009b). No presente estudo, foi verificado um aumento de MDA no hipotálamo das 

fêmeas e no hipocampo dos machos. Em consonância com nossos resultados,  

estudos realizados em pacientes com depressão, verificaram níveis elevados de 

MDA no sangue desses pacientes quando comparados com pacientes saudáveis 

(SARANDOL et al. 2007; GALECKI et al., 2007; GALECKI et al., 2009a). Em outro 

estudo, verificou-se um aumento significativo dos níveis de peróxido no plasma 

desses pacientes (MAES et al., 2010a).  
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Baseado nessas evidências, várias vias da O&NS podem contribuir para 

elucidar a patogênese da depressão. Uma vez que, os níveis de antioxidantes são 

diminuídos, existe uma maior responsividade inflamatória, a qual pode ser 

acompanhada pelos níveis mais elevados de citocinas e, portanto, sintomas 

mediados pela inflamação. Outro caminho relacionado, seria a indução da via do 

metabolismo do triptofano por mecanismos inflamatórios e oxidantes atuando na 

enzima IDO. Esta ativação da IDO está relacionada a  diminuições nos níveis de 

triptofano, serotonina e aumento dos níveis de catabólitos neurotóxicos de triptofano, 

por exemplo o ácido quinolínico, contribuindo para efeitos depressogênicos e 

ansiogênicos (MAES et al., 1994). Nessa mesma linha, outra via seria a nitração de 

proteínas funcionais, danos ao DNA e mitocôndrias, podendo causar processos 

degenerativos, como indução de caminhos de apoptose celular (KUBERA et al., 

2010). Portanto, o estresse oxidativo e nitrosativo, pode  contribuir para processos 

neurodegenerativos na depressão. 

 

- Influência do sexo nas alterações inflamatórias do cérebro e neurotróficas em 

camundongos adultos expostos ao LPS. 

 

Foram estabelecidas associações significativas entre a atividade da 

mieloperoxidase (MPO) e as alterações inflamatórias. A MPO é uma enzima 

específica mielóide, expressa por neutrófilos, monócitos, células microgliais (YAP et 

al., 2007) e neurônios (GREEN et al., 2004; LORIA et al., 2008), a qual gera 

espécies oxidantes potentes, como o ácido hipocloroso (SPICKETT et al., 2000) e 

indução da produção de citocinas pró-inflamatórias (LEFKOWITZ & LEFKOWITZ, 

2008). Durante os processos inflamatórios crônicos, a ativação do MPO está 

envolvida no dano celular (MALLE et al., 2007). Em nossos resultados, foi verificado 

o aumento da atividade de MPO, nas áreas do córtex pré-frontal e hipocampo nas 

fêmeas e no córtex pré-frontal nos machos. Também foi demonstrado que os 

machos possuem níveis basais mais elevados de MPO, quando comparados às 

fêmeas. Este achado corrobora com diversos estudos que apontaram o 

envolvimento de níveis elevados da atividade de MPO a alterações inflamatórias e 

ROS em doenças, tais como arteriosclerose, esclerose múltipla, Mal de Alzheimer 

(VELLOSA et al., 2013), esquizofrenia (AL-ASMARI & KHAN, 2014), autismo (ROSE 
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et al., 2012) e depressão (GALECKI et al., 2010). 

Há fortes evidências que associaram as moléculas de sinalização imune às 

citocinas pró-inflamatórias no desenvolvimento de distúrbios depressivos (DUNN, 

2006; DUNN & SWIERGIEL, 2005; DUNN et al., 2005; DANTZER et al., 2008; MAES 

et al., 2012b). A desregulaçāo da citocina pró-inflamatória IL-1β é evidenciada sobre 

as alterações comportamentais e de humor, pois as citocinas pró-inflamatórias foram 

propostas por desempenhar um papel causador na fisiopatologia da depressão 

(DANTZER et al., 1999), devido a indução de comportamento tipo-depressivo e 

comportamento de doença (KONSMAN et al., 2002). A administração periférica e 

central de IL-1β induz todos os componentes centrais da reação de fase aguda, 

incluindo febre, ativação do eixo HPA e depressão comportamental (ANFORTH et 

al., 1998). 

No presente estudo, foi verificado o aumento dos níveis de IL-1β, em ambos 

os sexos, nas áreas do córtex pré-frontal e hipotálamo, após administração única de 

LPS, evidenciando a ativação do eixo HPA. Também foi verificado que os machos 

possuem níveis basais mais elevados de IL-1β, quando comparados às fêmeas. Na 

mesma linha de descobertas, um estudo realizado por Custodio et al., 2013, 

demonstrou o aumento de níveis de IL-1β, na área do córtex-pré-frontal em machos, 

24h após desafio imune por LPS. Portanto, a estimulação por LPS é mediada 

principalmente pela liberação de IL-1β, IL-6 e TNF-α, os quais podem ativar todos os 

níveis do eixo HPA (PEPELS et al., 2004). 

As respostas inflamatórias e neuroimunes também estão associadas aos 

fatores neurotróficos, os quais estão envolvidos com a proteção e reparação dos 

neurônios. Baseado nisto, em nossas condições experimentais, não observamos 

alteração significativa nos níveis de BDNF em ambos os sexos, embora tenha 

aumentado esse parâmetro nas fêmeas, em comparação com os machos, tratados 

com o mesmo veículo LPS, na área hipotâmica. Este achado corrobora com estudo 

anterior, no qual não foi observado diminuições nos níveis de BNDF, na área do 

hipocampo, em camundongos machos (MELLO et al., 2013). O BDNF está 

associado à plasticidade neuroprotetiva e sináptica no SNC (AUTRY & 

MONTEGGIA, 2012), especialmente no hipocampo (WATERHOUSE et al., 2012; 

HARRISBERGER, 2015). Porém, grande número de evidências apontam para uma 

correlação entre a redução nos níveis de BDNF à depressão (TALIAZ et al., 2010). 
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Outros estudos, realizados em pacientes com depressão maior, apresentaram uma 

diminuição dos níveis séricos de BDNF (CUNHA et al., 2006; BRUNONI et al., 2008). 

Em conjunto com todos os resultados do protocolo 1, é possível interpretar 

que os camundongos fêmeas tiveram alterações inflamatórias e oxidativas 

evidenciado nos circuitos hipocampo-hipotálamo, justificado pelo surgimento de um 

fenótipo ansiogênico, uma vez que estas áreas cerebrais são importantes nos 

circuitos reguladores da ansiedade e resposta ao estresse (DUVAL et al., 2015). Por 

outro lado, em animais machos, a predominância de alterações inflamatórias e 

oxidativas foram nas regiões do córtex pré-frontal e hipocampo, áreas-chave para a 

regulação do circuito de recompensas (RUSSO & NESTLER, 2013), devido o 

desenvolvimento de um comportamento tipo-depressivo de desespero. 

 

- Reversão das alterações comportamentais e sintomas da depressão induzidos por 

doxiciclina ou escitalopram.  

 

Como supracitado, há fortes evidências que revelam uma estreita ligação 

entre a inflamação e a depressão (DANTZER, 2006, 2012; O'CONNOR et al., 2009; 

GALECKI et al., 2012; LEONARD & MAES, 2012; MAES, 2008, 2010; MAES et al., 

2012; KROGH et al., 2013; PATKI et al., 2013; ZEUGMANN et al., 2013). Assim, 

viemos propor uma nova terapia, utilizando um antimicrobiano doxiciclina e um 

antidepressivo escitalopram, sozinhos ou em associação, como tratamento para as 

alterações depressão-símile induzidas pela administração repetida de LPS.   

A doxiciclina, tetraciclina de segunda geração, foi o antimicrobiano utilizado 

para reverter as alterações comportamentais, oxidativas e inflamatórias induzidas 

pelo desafio imune repetido por LPS, devido as tetraciclinas possuírem atividades 

anti-inflamatórias, neuroprotetoras e anti-apoptóticas, além de seus efeitos 

antimicrobianos (DOMERCQ E MATUTE, 2004; JIANG et al., 2012; GARRIDO-

MESA et al., 2013). Por outro lado, a maioria dos estudos anteriores foi dedicada à 

minociclina, em vários modelos de animais, como encefalomielite autoimune 

experimental (HOWELL et al., 2010), Mal de Parkinson (SHAN et al., 2011) e Mal de 

Alzheimer (MALM et al., 2008). A partir disso, decidimos verificar os efeitos da 

doxiciclina em um modelo de animal com comportamento tipo-depressivo. 
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A escolha do antidepressivo escitalopram, sozinho ou em associação com 

doxiciclina, ocorreu por ser um dos fármacos de escolha para o tratamento da 

depressão (MUNOZ-BELLIDO et al., 2000a; LIEB, 2004). Vale destacar que 

fármacos antidepressivos apresentam efeitos antimicrobianos e, por outro lado, os 

antimicrobianos como, β-lactâmicos, tetraciclinas, fluoroquinolonas também 

apresentam propriedades antidepressivas (AHMED et al., 2011; MIYAOKA et al., 

2012; MELLO et al., 2013). Nesse sentido, a ceftriaxona possui a capacidade de 

aumentar a captação de glutamato por meio do aumento da expressão do 

transportador de glutamato, apresentando propriedades neuroprotetoras em 

modelos animais de depressão (ROTHSTEIN et al., 2005; MINEUR et al., 2007). 

No presente estudo, a exposição de LPS por 10 dias, induziu 

comportamentos tipo-depressivos em roedores machos, através do teste do nado 

forçado, teste padrão utilizado para alteração comportamental de depressão-símile 

em animais. Este achado corrobora com outro estudo anterior, que realizou 

administração de LPS durante 7 dias, verificando um aumento do tempo de 

imobilidade no nado forçado e, desse modo, induziu um comportamento tipo-

depressivo em roedores machos (ADZIC et al., 2015). Em outro estudo, após 

desafio imune por LPS por 11 dias, verificou-se um aumento do tempo de 

imobilidade no nado forçado, evidenciando comportamento tipo-depressivo em 

animais (GUO et al., 2014). 

Nos animais tratados com a doxiciclina, demonstramos que esta droga 

reverteu a imobilidade induzida pelo LPS de forma semelhante ao escitalopram. O 

tratamento diminuiu significativamente o tempo de imobilidade, indicando que a 

doxiciclina possui um efeito antidepressivo semelhante ao escitalopram. Este 

achado corrobora com o estudo realizado por Mello et al., 2013, que mostrou o pré e 

pós-tratamento com doxiciclina (25 e 50 mg/kg) e imipramina (10 mg/kg) preveniram 

e reverteram o tempo de imobilidade, após exposição ao LPS. Por outro lado, um 

estudo utilizando um pré-tratamento com escitalopram (10 mg/kg), R-citalopram e 

reboxetina, foi verificado apenas uma diminuição no tempo de imoblidade, no grupo 

do escitalopram, não sendo observado nenhuma alteração após o R-citalopram e 

escitalopram + reboxetina (DONG et al., 2016). Além disso, as duas drogas 

administradas concomitantemente, diminuíram ainda mais esse tempo de 

imobilidade, evidenciando um efeito aditivo na ação dessas drogas em reverter esse 
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comportamento tipo-depressivo.  

No protocolo 2 do presente estudo, após 10 dias de exposição ao LPS, a 

atividade locomotora permaneceu inalterada. Nesse sentido, um estudo realizado 

por Ge et al., 2015, verificou que após uma administraçāo de LPS por 7 dias, a 

atividade locomotora em ratos nāo foi alterada. Nossos resultados, evidenciaram 

que os animais machos permaneceram com comportamento tipo-depressivo e o 

tratamento com doxiciclina e escitalopram, sozinhos e em associaçāo, aumentaram 

a atividade locomotora, tempo e atividade na zona central e o tempo de exploraçāo 

do objeto novo desses animais. Um estudo realizado por Mello et al., 2013, mostrou 

que a atividade locomotora não sofreu alteração após pré ou pós-tratamento agudo 

de doxiciclina e imipramina.    

Outro teste comportamental realizado foi o teste da alimentação suprimida 

pela novidade, no qual não foi verificado nenhuma alteração significativa. Este teste 

foi utilizado para verificar se as estratégias antidepressivas utilizadas no presente 

trabalho apresentavam efeito antidepressivo rápido, visto que este teste foi validado 

para esta finalidade. Da mesma forma, a doxiciclina ou o escitalopram também não 

tiveram nenhuma alteração significativa. Contrariamente a estes resultados, Guo et 

al., 2014, evidenciou que o tratamento repetido com LPS por 12 dias, aumentou 

significativamente a latência para alimentação.  

 

- Reversão das alterações nos níveis de estresse oxidativo e nitrito induzidas por 

doxiciclina ou escitalopram. 

 

A inflamação e o estresse oxidativo estão ligados a uma série de doenças 

crônicas, incluindo diabetes, doenças cardiovasculares, doenças neurodegerativas, 

doença renal crônica e câncer (BISWAS & LOPES DE FARIA, 2006; BISWAS & 

LOPES DE FARIA, 2007; CACHOFEIRO, 2008; BISWAS et al., 2008; AMBADE & 

MANDREKAR, 2012; TUCKER et al., 2015). As células inflamatórias liberam uma 

série de espécies reativas no local da inflamação, levando ao estresse oxidative 

(CHUNG et al., 2010; SPULBER et al., 2012). Por outro lado, uma série de espécies 

reativas de oxigênio/nitrogênio podem iniciar a cascata de sinalização intracelular 

que aumenta a expressão genética pro-inflamatória (ANDERSON et al., 1994; 
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FLOHE et al., 1997). Portanto, a inflamação e o estresse oxidativo e nitrosativo são 

eventos fisiopatológicos estreitamente ligados entre si.  

No presente estudo, não houve alterações significativas nos níveis de MDA, 

após administraçāo repetida por LPS. Nesse contexto, Maes et al., 2010a, realizou 

um estudo com pacientes deprimidos, o qual foi verificado que os níveis de peróxido 

foram significativamente maiores em pacientes na fase mais aguda de sua doença, 

em comparação aos pacientes que sofriam de depressão crônica, por mais de dois 

anos de duração. Portanto, o aumento dos níveis de peróxido é verificado em 

pacientes que estão em uma fase mais aguda da doença, podendo ocorrer a 

normalização das ROS quando a depressão tender-se a tornar mais crônica. Nessa 

mesma linha de descobertas, um estudo realizado por Mello et al., 2013, mostrou o 

aumento dos níveis de TBARS nas áreas do hipocampo e córtex-pré-frontal, após 

exposição única de LPS, os quais foram revertidos após administração aguda de 

doxiciclina (50 mg/Kg) e imipramina (10 mg/kg). 

A exposição sistêmica repetida de LPS promoveu uma diminuição de 

antioxidantes endógenos em áreas cerebrais relacionadas à regulação do humor. A 

partir disto, verificou-se que tanto a doxiciclina como o escitalopram, aumentaram os 

níveis de GSH, nas áreas do hipocampo e corpo estriado, revertendo essas 

alterações. Também foi verificado que a doxiciclina aumentou os níveis basais de 

GSH em comparação aos grupos de salina e escitalopram. Este achado corrobora 

com um estudo realizado por Mello et al., 2013, que mostraram que o pós-

tratamento com doxiciclina (50 mg/kg) e imipramina (10 mg/kg) foi capaz de reverter 

a diminuição dos níveis de GSH, nas áreas do hipocampo, córtex pré-frontal e corpo 

estriado, após exposição ao LPS. Nossos resultados estão de acordo com os efeitos 

antioxidantes descritos anteriormente da doxiciclina (NOGUEIRA et al., 2011), 

sugerindo-se que os mecanismos antioxidantes desempenham um papel na ação 

antidepressiva desse fármaco (LEE et al., 2012).  

O aumento da síntese de NO também é desencadeado pelas vias O&NS, 

desempenhando um papel fundamental na fisiopatologia da inflamação crônica e de 

processos neurodegenerativos (LIBERATORE et al., 1999). Assim, durante a 

inflamação há um aumento na produção de NO, gerando produtos como o 

peroxinitrito, nitrato, dióxido de nitrogênio, os quais induzem diretamente a 

neurodegeneração (REDFORD et al., 1997). Em nosso protocolo experimental, 
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detectamos o aumento dos níveis de conteúdo de nitrito, após administraçāo 

repetida por LPS. Este achado corrobora com um estudo realizado em pacientes 

com depressão, o qual verificou um aumento significativo dos níveis de nitrito em 

pacientes deprimidos (SELEK et al., 2008). O aumento dos níveis de nitrito 

observado nas áreas cerebrais de animais expostos ao LPS pode ser um indicativo 

da ativação microglial. 

Nos animais tratados com doxiciclina e escitalopram, foi verificado uma 

diminuição dos níveis de nitrito nas áreas cerebrais do hipotálamo e hipocampo. A 

este respeito, a minociclina, droga da mesma classe da doxiciclina, apresentou 

propriedades imunomoduladoras, incluindo a atividade antidepressiva (MIYAOKA et 

al., 2012). Neste sentido, seus efeitos no SNC foram atribuídos foram atribuídos à 

inibição do estresse oxidativo, através da atenuação de NO sintase induzida (iNOS), 

COX-2 e metaloproteinase (MMP) e regulação na neurotransmissão glutamatérgica 

(GONZÁLEZ et al., 2007; CHAVES et al., 2009; MONTE et al., 2013; RÉUS et al., 

2014). Por outro lado, há também evidências de que antidepressivos visam atenuar 

a via O&NS, pelo o aumento antioxidantes e diminuição de processos 

neuroprogressivos (MAES et al., 2012). 

 

- Reversão das alterações nos níveis pró-inflamatórios induzidas por doxiciclina ou 

escitalopram. 

 

O início do processo inflamatório induzido por infecção ou danos teciduais é 

detectado pelos receptores de reconhecimento de padrões, como receptores toll-like 

(TLR4), reconhecendo o padrão molecular associado a patógeno, LPS. Esses 

receptores ativam fatores de transcriçāo, como o fator nuclear κB (NF-κB), o qual 

induzirá a produção de citocinas pró-inflamatórias, (HOSHINO et al., 1999; AKIRA & 

TAKEDA, 2004). Baseado nisso, em nossos resultados, o LPS aumentou a 

expressão proteica de NF-κB no hipocampo, ativando a via de sinalização pró-

inflamatória, pela transcrição de genes de citocinas pró-inflamatórias. Este achado 

corrobora com estudos anteriores, onde verificou-se que após uma administração de 

LPS por 7 dias, houve um aumento dos níveis de expressão proteica de NF-κB (GE 

et al., 2015; ADZIC et al., 2015).  
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Portanto, a ativação do fator de transcrição NF-κB, via intracelular de 

sinalização pró-inflamatória, induz produtos citotóxicos que explicam a inflamação e 

o estresse oxidativo, enquanto a inibição da ativação de NF-κB pode suprimir a 

expressão de vários genes, como IL-1β, IL-6, TNF-α e NO sintase induzida (iNOS) 

(CSAKI et al., 2009). O tratamento com doxiciclina ou escitalopram não foi capaz de 

reverter a alteração nos níveis da expressão proteica do NF-κB, mas a combinação 

dos dois fármacos reduziu os níveis de NF-κB a níveis de controle. Na mesma linha 

de descobertas, um estudo recente de Santa-Cecilia et al., 2016, mostrou que o pré-

tratamento de doxiciclina, inibiu a translocação induzida por LPS da subunidade p65 

NF-κB, do citoplasma para o núcleo. Assim, a doxiciclina inibe a ativação de 

sinalização do fator de transcrição NF-κB. 

A inflamação sistêmica, induzida por LPS, favorece a neuroinflamação e a 

ativação microglial. Embora a ativação microglial seja necessária para a defesa do 

organismo, uma ativaçāo elevada da microglia é neurotóxica (MCGEER et al., 2005; 

POLAZZI & CONTESTABILE, 2002), a qual produz fatores citotóxicos, como 

superóxido (COLTON & GILBERT, 1987), óxido nítrico (LIU et al., 2002, MOSS & 

BATES, 2001), citocinas pró-inflamatórias IL-1β (KOO & DUMAN, 2009) e TNFα 

(QIN et al., 2007). Portanto, a microglia ativada é prejudicial aos neurônios, uma vez 

que pode sobrecarregar as defesas antioxidantes no cérebro, causando dano 

oxidativo aos lipídios, proteínas e DNA, fenômenos que desempenham um papel 

fundamental na apoptose das células neuronais. 

No presente estudo, a ativação microglial foi associada a níveis elevados de 

mediadores pró-inflamatórios, IL-1β e TNF-α, na área hipocampal do cérebro e pelo 

aumento de níveis de expressão proteica do marcador IBA-1. Em consonância com 

os nossos resultados, um estudo realizado por Katafuchi et al., 2012, verificou um 

aumento de níveis proteicos de IBA-1, após exposiçāo de LPS por 7 dias. Portanto, 

administrações repetidas por LPS induzem ativaçāo microglial, porém essa ativaçāo 

pode ser revertida, após tratamento concomitante ou sozinho de doxiciclina ou 

escitalopram, conforme verificado em nossos resultados. Na mesma linha de 

descobertas, um estudo recente realizado por Santa-Cecilia et al., 2016, mostrou 

que o pré-tratamento com doxiciclina, preveniu o aumento de expressão proteica de 

IBA-1, após administração de LPS, em cultura primária de células microgliais. 

Baseado em nossos resultados, foi evidenciado que a doxiciclina pode inibir a 
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ativação microglial.  

A microglia em seu fenótipo M1, tem característica pró-inflamatória, após 

exposição ao LPS, provocando processo neuroinflamatório, desencadeado pelo 

aumento de produção dos mediadores pró-inflamatórios, como TNF-α e IL-1β. Em 

nosso estudo, no protocolo 2, evidenciamos o aumento de citocinas pró-

inflamatórias IL-1β e TNF-α. Este achado corrobora com um estudo anterior 

realizado por Ge et al., 2015, que evidenciou o aumento dos níveis de citocinas IL-

1β e TNF-α nas áreas do hipocampo e CPF, após exposição ao LPS durante 7 dias 

em roedores machos. Outro estudo realizado por Guo et al., 2014, também 

demonstrou um aumento de citocinas IL-1β, após exposição de LPS por 16 dias, 

evidenciando um comportamento tipo-depressivo. Nesse sentido, estudos pré-

clínicos demonstraram níveis mais elevados de IL-1β  em pacientes que sofrem de 

depressão maior e que estes níveis estavam fortemente correlacionados com a 

gravidade da depressão (THOMAS et al., 2005). 

Em relação ao pós-tratamento com antimicrobiano e antidepressivo, os níveis 

de IL-1β foram revertidos após tratamento com doxiciclina. Em relação aos níveis de 

TNF-α, foram diminuídos após administração concomitante de doxiciclina e 

escitalopram. De acordo com nossos resultados, um estudo realizado in vitro, com 

células primárias de microglia, mostrou uma diminuição dos níveis de citocinas IL-1β 

e TNF-α, após pré-tratamento com doxiciclina (SANTA-CECILIA et al., 2016). Outro 

estudo realizado por Mello et al., 2013, evidenciou que o pré e pós-tratamento com 

doxiciclina e imipramina preveniram e reverteram o aumento dos níveis de IL-1β.  

Na mesma linha de descobertas, utilizando a tetraciclina minociclina, vários 

estudos evidenciaram a atividade neuroprotetora da minociclina, através da inibição 

da ativação da microglia, em reduzir a transcrição da via pró-inflamatória e a 

liberação de citocinas pró-inflamatórias (KIM et al., 2004; HENRY et al., 2008; 

HORVATH et al., 2008). Um estudo realizado por Chung et al., 2010, utilizando 

antidepressivos, mostrou que a paroxetina possui efeitos anti-inflamatórios no 

cérebro de camundongos, através da diminuição de IL-1β, TNF-α e iNOS, 

evidenciando uma neuroproteção da microglia. Isto é consistente com os estudos 

em roedores mostrando que os antidepressivos têm efeitos anti-inflamatórios (XIA et 

al., 1996; ROUMESTAN et al., 2007). 
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Considerando as alterações pró-inflamatórias, o bloqueio na produção de IL-

1β e TNF-α é um alvo terapêutico viável para o tratamento da depressão (KOO & 

DUMAN, 2009). Portanto, pode-se verificar o efeito anti-inflamatório da doxiciclina, 

resultando na estabilização da microglia, demonstradas por este medicamento na 

diminuição dos níveis de IL-1β, TNF-α e na diminuição dos níveis de expressão 

proteica IBA-1. Em linha com as descobertas deste estudo, os antidepressivos 

padrões também estabilizaram as células da microglia, após estimulação do LPS 

(TYNAN et al., 2012). Estas implicações podem explicar porque a doxicicilina e o 

escitalopram apresentaram efeitos comportamentais e neuroquímicos similares em 

nossas condições experimentais. 

 

- Reversão de sinalizações protetoras induzidas por doxiciclina ou escitalopram. 

 

A via de sinalização MEK/ERK medeia a transdução de estímulos 

intracelulares e expressão gênica, regulando uma variedade de atividades celulares, 

como proliferação, migração e diferenciação celular (CHENG et al., 2013). Em 

nossos resultados, foi verificado que o LPS diminuiu os níveis de expressão proteica 

da ERK1/2, enquanto que a doxiciclina reverteu esses níveis. Portanto, a inibição da 

cascata MEK/ERK induziu um comportamento tipo-depressivo nos animais, pela 

redução da fosforilação de ERK 1/2 (DUMAN et al., 2007; REUS et al., 2014). Nessa 

mesma linha de descobertas, estudos demostraram o envolvimento desta via de 

sinalização em depressão maior e em modelos de animais semelhantes à 

depressão, induzidos por estresse crônico ou corticosterona,  evidenciando níveis 

reduzidos de ERK1/2 nas áreas cerebrais do córtex pré-frontal e hipocampo desses 

roedores (GOURLEY et al., 2008; LIU et al., 2014). Essa via também esta envolvida 

como alvo potencial para a terapia de depressão (REUS et al., 2014; CHEN et al., 

2015; LI et al., 2015). Portanto, o aumento de expressão proteica de fosfoERK 1/2 

estaria ligada ao efeito neuroprotetor da doxiciclina, como antidepressivo. Além 

disso, a proteína ERK ativada pode regular a transcrição do fator CREB, o qual 

medeia a transcrição de seus genes alvo, como o BDNF (GUAN et al., 2013), 

Outra via também relacionada com o mecanismo inflamatório desencadeado 

por exposição ao LPS, é a da glicogênio sintase quinase-3 (GSK3β), identificado 
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como um regulador dos processos inflamatórios inatos, os quais promovem a 

produção de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias e influencia a ativação de 

fatores de transcrição, como o NF-κB e CREB (MARTIN et al., 2005). Há várias 

evidências sugerindo que a via PI3K/AKT desempenha um papel regulador negativo 

na inflamação desencadeada por TLR, particularmente em caminhos dependentes 

de MyD88 como p38, JNK e NF-κB (KIM et al., 2001; PARK et al., 2002; GUHA et 

al., 2002; AKSOY et al., 2005). No presente estudo, identificamos a diminuição de 

expressão proteica de GSK-3β fosforilada, após exposição ao LPS. Em consonância 

com nossos resultados, um estudo realizado por Martin et al., 2005, observou a 

inibição da fosforilação de GSK-3β, através da ativação da via PI3K-AKT, após 

exposição de LPS de E. Coli, em culturas de células de monócitos humanos. 

No pós-tratamento realizado com antimicrobiano e antidepressivo, 

demonstramos o aumento de expressão proteica de GSK-3β fosforilada, após 

administraçāo concomitante de doxiciclina e escitalopram, comparado ao grupo do 

LPS. Este achado evidenciou que essas duas drogas agiram como inibidores da 

GSK-3β fosforilada, demonstrando que esta inibição promove a supressão de 

produção de citocinas pró-inflamatórias, ao mesmo tempo em que aumenta a 

produção de anti-inflamatórias, por exemplo a IL-10, em resposta a múltiplas vias de 

sinalização de receptores toll-like, atenuando a neuroinflamação. Nessa mesma 

linha de descobertas, um estudo realizado anteriormente, verificou que 

antidepressivos, como fluoxetina e imipramina aumentaram a fosforilação inibitória 

de GSK-3β em áreas cerebrais de roedores (LI et al., 2004). Por outro lado, o 

tratamento com inibidores de GSK-3β atenuou significativamente a produção de NO 

e iNOS, induzida por LPS, em células microgliais murinas e culturas primárias de 

microglia (HUANG et al., 2009). Portanto, devido à capacidade de GSK3β em 

modular uma resposta inflamatória, após a ativação de TLR, esta serve como alvo 

terapêutico contra doenças neurodegenerativas, como é o caso da depressão.  

Em nossos resultados, verificamos que após exposição repetida por LPS, 

houve a diminuição de expressão proteica de CREB fosforilada, porém essa 

diminuição não foi significativa. Nessa mesma linha de descobertas, um estudo 

realizado por Ge et al., 2015, demonstrou níveis diminuídos de CREB fosforilada, 

nas áreas do córtex pré-frontal e hipocampo de roedores, após administração de 
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LPS por 7 dias. Outro estudo recente, demonstrou que os comportamentos 

semelhantes a depressão foram associados às reduções de expressão proteica de 

CREB e fosfoCREB no hipocampo (ZHANG et al., 2016). Um estudo realizado por 

Ren et al., 2011, envolvendo humanos, verificou uma diminuição da expressão 

proteica de CREB no cérebro de vítimas deprimidas suicidas. Portanto, o fator de 

transcrição CREB desempenha um papel importante na fisiologia e patologia da 

depressão (THOME et al., 2002) e no tratamento com antidepressivos (D’SA  & 

DUMAN, 2002).  

No tratamento com o antimicrobiano e o antidepressivo, verificamos que a 

doxiciclina aumentou os níveis de expressão do fator transcripcional CREB 

fosforilado. Esse achado evidencia a açāo neuroprotetora do antimicrobiano, visto 

que o aumento de CREB fosforilado, irá levar a transcrição de vários genes 

neurotróficos incluindo BDNF (SHAYWITZ & GREENBERG, 1999), de citocinas anti-

inflamatórias, como IL-10 (GE et al., 2015). Essa ação neuroprotetora também é 

verificada na ação de antidepressivos, como evidenciado em estudo anterior por 

Thome et al., 2000, após administração de antidepressivos, como fluoxetina ou 

tranilcipromina, durante 14 dias, demonstrou o aumento da expressão proteica de 

CREB fosforilado em áreas cerebrais de roedores e consequentemente, sua funçāo 

neuroprotetora. 

De acordo com os nossos resultados, vimos que a exposição repetida ao 

LPS causou alterações em vias intracelulares relacionadas a mecanismos pró-

inflamatórios, bem como ativação da microglia, pela expressão aumentada de níveis 

proteicos do marcador IBA-1. Também verificamos que ocorreu um aumento de 

expressão proteica nos níveis de NF-κB, evidenciando a ativação dessa via pró-

inflamatória na transcrição de genes alvos, como citocinas pró-inflamatórias IL-1β e 

TNF-α. Foi observado que o tratamento proposto pelo presente estudo, com 

doxiciclina e escitalopram em associação evidenciou a reversão destes mecanismos 

pró-inflamatórios. Além disso, a doxiciclina aumentou os níveis proteicos de ERK 1/2 

total, os níveis de glutationa reduzida e os níveis de CREB fosforilado, evidenciando 

seu feito neuroprotetor. Portanto, sugere-se que a doxiciclina possa atuar como um 

antidepressivo no tratamento para as alterações semelhantes à depressão. 
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8 CONCLUSĀO 

 

Em conclusão, nossos resultados demonstraram a influência do sexo nas 

alterações comportamentais e neuroinflamatórias/oxidativas no modelo de animal de 

depressão induzido por desafio imune por LPS, com fêmeas apresentando anedonia 

e ansiedade, enquanto machos apresentaram anedonia associada a imobilidade no 

nado forçado, mostrando uma incapacidade de responder de forma adequada a 

eventos estressores. 

Nossos resultados também indicaram que a administração combinada de 

escitalopram e doxiciclina foi capaz de reverter alterações tipo-depressão induzidas 

pela exposição repetida ao LPS, bem como foi capaz de ativar vias intracelulares 

neuroprotetoras de forma distinta de sua administração isolada. Uma vez que a 

doxiciclina é um antimicrobiano amplamente utilizado, com um perfil de segurança 

favorável, nossos dados fornecem evidências para o desenho de ensaios clínicos 

para o tratamento do transtorno depressivo maior utilizando este fármaco como 

terapia adjuvante, principalmente nos casos de depressão associada a translocação 

bacteriana com aumento de LPS sanguíneo. 
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