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RESUMO

A lesdo por pressdo (LP) é um dano localizado na pele e/ou tecidos moles subjacentes,
geralmente sobre uma proeminéncia 0ssea ou relacionada ao uso de dispositivo médico ou a
outro artefato, sendo motivo de grande preocupacao nos servigos de salde, devido a sua alta
incidéncia. Esses tipos de lesdes podem ser vistos como fatores geradores de sofrimento e
estudos tém sugerido sua relacdo com o desenvolvimento da depressdo. Uma vez que € um
transtorno psiquiatrico grave e incapacitante, sendo considerado pela Organizagdo Mundial de
Saude como a principal causa de incapacidade em todo o mundo, fazendo-se necessario
identificar os fatores envolvidos no seu surgimento. Nessa perspectiva, 0 objetivo desta
pesquisa foi investigar os efeitos do modelo animal de lesdo por pressdo sobre varidveis
comportamentais e parametros oxidativos de camundongos. Foram utilizados camundongos
Swiss machos (25-30g), os quais, durante 4 dias consecutivos foram submetidos ao ciclo de
isquemia/reperfusdo (I/R) que totaliza 24 horas, tiveram dois imés colocados na pele da regido
dorsal. No 5° dia os animais foram submetidos aos seguintes testes comportamentais: campo
aberto, labirinto em cruz elevada, suspensédo de cauda e preferéncia por sacarose. Em seguida,
os animais foram eutanasiados por decapitacdo e o cortex pré-frontal, hipocampo e corpo
estriado foram dissecados para mensuracao dos parametros oxidativos. No teste de campo
aberto, o grupo da LP mostrou reducdo do nimero de crossings em comparagdo ao grupo
controle, enquanto o nimero de rearings e groomings ndo sofreram alteracdes. No teste do
labirinto em cruz elevado, o grupo LP apresentou diminui¢cdo do nimero de entradas e tempo
de permanéncia no braco aberto quando comparado ao grupo controle, além disso o nimero
de entradas e o tempo de permanéncia no braco fechado foram maiores no grupo LP quando
comparado ao grupo controle. No teste da suspensdo de cauda, o grupo LP apresentou um
aumento do tempo de imobilidade quando comparado ao grupo controle. No teste de
preferéncia por sacarose, a LP induziu um comportamento do tipo anedonia demonstrado por
uma reducdo no consumo de sacarose. Quanto a analise dos parametros oxidativos, a LP
provocou um aumento dos niveis de malondialdeido em todas as areas cerebrais estudadas e
uma a reducdo dos niveis de glutationa reduzida. Desse modo, observa-se que a LP causou
comprometimento da atividade locomotora e exploratoria, induziu ao comportamento
ansioso-simile, depressivo-simile e alterou os parametros oxidativos nas areas cerebrais dos
animais, sugerindo a necessidade de desenvolvimento de outros estudos que investiguem 0s
mecanismos envolvidos nesse contexto e demonstrando a importancia de uma ampliacdo da

atencdo aos transtornos de humor em pacientes com lesdo por pressdo, pela possibilidade de



associacdo com a depresséo.

Palavras-Chave: Lesao por pressdo. Depressdo. Estresse. Comportamento.



ABSTRACT

Evaluation of depressive-like behavior associated with a model of pressure injury

Pressure injury (P1) is a localized injury to the underlying skin and/or soft tissues, usually on a
prominent bone or related to the use of a medical device or other artifacts and is a major
concern in the health services due to its high incidence. These types of injuries are considered
as factors that cause suffering. Some studies have suggested their association with the
development of depression. Depression is a severe and disabling psychiatric disorder,
considered by the World Health Organization as the main cause of disability worldwide.
Thus, it is necessary to identify the factors involved in its emergence. In this regard, we aimed
to investigate the effects of the animal model of pressure injury on depressive-like behaviors
and oxidative parameters on the brain areas of mice. Male Swiss mice (25-30g) were used,
which for 4 consecutive days were submitted to the ischemia/reperfusion cycle (I/R), for 24
hours. They had two imams placed on the skin of the dorsal region. On the 5th day the
animals were submitted to the following behavioral tests: open field test, elevated plus maze,
tail suspension, and sucrose preference. Afterward, the animals were euthanized by
decapitation and the prefrontal cortex, hippocampus and striatum were dissected to measure
the oxidative parameters. In the open field test, the Pl group showed a reduction in the
number of crossings compared to the control group, while the number of rearings and
groomings did not change. In the elevated plus maze test, the Pl group presented a decrease in
the number of entries and time spent in the open arm when compared to the control group, in
addition, the number of entries and time spent in the closed arm were higher in the PI group
when compared to the control group. In the tail suspension test, the Pl group showed an
increase in immobility time when compared to the control group. In the preference test for
sucrose, P1 induced an anhedonia-like behavior shown by a reduction of sucrose consumption.
Regarding the analysis of the oxidative parameters, the Pl caused an increase in the levels of
malondialdehyde in all the brain areas studied and a reduction in the levels of glutathione.
Taken together, our results showed that Pl caused impairment of the locomotor and
exploratory activity, induced anxiety-like, depressive-like behavior and altered the oxidative
parameters in the brain areas of the animals, suggesting the need for the development of other
studies investigating the mechanisms involved in this context and demonstrating the

importance of an increased attention to mood disorders in patients with pressure injury.



Keywords: Pressure injury. Depression. Stress. Behavior.
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1 INTRODUCAO
11 Lesé&o por pressao
1.1.1 Definicéo

Segundo a National Pressure Ulcer Advisory Panel - NPUAP (2016) Lesdo por
pressdo (LP) é um agravo situado na pele e/ou tecidos moles subjacentes, comumente sobre
uma proeminéncia 6ssea ou relacionada ao uso de dispositivo médico ou a outro artefato.
Essas lesdes poderdo se mostrar em pele integra ou como Ulcera aberta, na maioria das vezes
dolorosa. E ocorre como resultado da pressao intensa e/ou prolongada em combinagdo com o
cisalhamento. A tolerdncia a pressdo e ao cisalhamento pode ser influenciada pelo
microclima, perfusdo, nutricdo, comorbidades e pela condi¢do do tecido.

Até o0 ano de 2016 o termo utilizado para caracterizar esse tipo de ferida era Ulcera
por pressao, mas a NPUAP optou por substituir a denominacdo antiga, Ulcera por pressao,
utilizada para classificar o dano provocado pela pressédo aos tecidos moles, pela expressao
"lesdo por pressdo”. O termo "lesdo" mostrou-se mais inclusivo para todos os seis estagios
(SOBEST, 2016).

1.1.2 Epidemiologia

A incidéncia das LPs pode variar consideravelmente de acordo com o ambiente
clinico e com as caracteristicas do paciente, sendo que em pacientes agudamente
hospitalizados ou naqueles que necessitam de cuidados institucionais de longo prazo, as LPs
tendem a ocorrer com maior recorréncia (SANDERS; PINTO, 2012; NPUAP, 2016).
Estimativas apontam que, anualmente e somente nos Estados Unidos, de um a trés milhdes de
pessoas desenvolvem LP, mais de 2,5 milhdes de lesdes sdo tratadas em pacientes de
instituicdes de cuidados agudos e 60 mil morrem de complica¢cdes secundarias a essa
condicdo (DORNER, 2009).

Um estudo mostra que em mais de 90% dos casos, a LP ndo é a causa original das
internacOes, e sim outras comorbidades que levaram ao aparecimento das LPs. Dados norte-
americanos reforcam essa problematica mostrando um aumento no ndmero de internagdes
envolvendo este tipo de lesdo em aproximadamente 80% entre os anos de 1993 e 2006
(BERLOWITZ, 2016). Dados obtidos a partir de um estudo conduzido na Holanda apontam
ainda que a incidéncia desse tipo de lesdo foi determinada em 10,9% e outro na Australia
com 18% (MISTIAEN et al., 2010).
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Corroborando essa ideia, um estudo piloto de prevaléncia de LP conduzido em
diversos hospitais de cinco paises europeus, (Suécia, Italia, Bélgica, Portugal e Reino Unido),
totalizando 5.947 pacientes observados, mostrou que 1.078 pacientes (18,1%) apresentavam
LP. A prevaléncia global encontrada, por pais, foi de: Suécia - 23,0%, Italia — 8,0%, Beélgica —
21,0%, Portugal — 12,5%, Reino Unido — 21,0% (SILVA et al., 2013)

No Brasil, ainda que ndo existam muitos trabalhos que explorem a incidéncia e a
prevaléncia de LPs, alguns estudos demonstraram que para pacientes crénicos e acamados
internados em hospitais gerais, a incidéncia dessas lesdes esta entre 17,7% e 39,8%
(ANSELMI et al., 2003; ROGENSKI; SANTOS, 2005). Atestando este fato, um outro estudo
realizado com pacientes de lesbes medulares internados em um hospital-escola, apontou a
ocorréncia de LP em 42,5% dos individuos que participaram do estudo (NOGUEIRA;
CALIRI; HAAS, 2006). Uma pesquisa realizada em uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
de um Hospital Universitario do Sul do Brasil mostrou uma incidéncia de LP de 25,67% entre
0s pacientes avaliados (BAVARESCO; MEDEIROS; LUCENA, 2008). Em uma outra
pesquisa realizada em uma UTI em Minas Gerais, observou-se que a ocorréncia de pelo
menos uma leséo por pressdo por paciente foi de 35,2% (GOMES et al., 2010).

Um estudo realizado em um hospital de Porto Alegre mostrou que os pacientes em
maior risco de desenvolver LP foram em sua maioria mulheres e idosos que estivessem
hospitalizados em unidades clinicas, principalmente por doencas cerebrovasculares,
cardiovasculares, pulmonares, neoplasias e com comorbidades relacionadas a doencas

cardiovasculares, cerebrovasculares e metabolicas (LUCENA et al., 2011).
1.1.3 Fisiopatologia

Os ciclos de isquemia e reperfusdo sdo apontados como os principais fatores causais
das LPs. Todavia, outros fatores sao considerados como decisérios na magnitude do dano a
ser causado; como por exemplo cisalhamento e friccdo, umidade, idade, nutricdo, estado
psicossocial, perda sensorial, mobilidade, temperatura corporal elevada, tolerancia tecidual a
pressdo, pressao arterial diastdlica baixa, tabagismo, fluxo de liquido intersticial, contraturas,
espasticidades, diabetes mellitus, doenga vascular periférica, alguns medicamentos, raca,
mobilidade, a intensidade da presséo e a duracdo da pressdo exercida sobre o tecido (PIEPER,
2007; HASHIMOTO; KUROSE; KAWAMATA, 2008).

A LP ocorre quando a presséo intersticial excede a pressao intracapilar, promovendo
uma deficiéncia de perfusdo tecidual, o que interfere no transporte de nutrientes ao tecido.

Esta situacdo € mais comum em &reas de proeminéncias 0sseas, pois 0 0sso e a superficie de
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contato da &rea exercem uma pressao sobre a pele e partes moles ocasionando a isquemia no
local. (WADA; NETO; FERREIRA, 2010)

Quando a pressdo externa que é exercida sobre o tecido ultrapassa 32 mmHg,
desencadeia um processo de oclusdo e trombose vascular. Dessa forma, o liquido intersticial
que diminui a tensdo entre as células se transfere para outros locais e, como consequéncia, as
células entram em contato direto umas com as outras, provocando 0 rompimento de suas
membranas. Decorrente da falta de oxigénio e nutrientes, as células que permanecem integras
passam a utilizar metabolismo anaerdébico, produzindo lactato e, por conseguinte,
desenvolvendo acidose tecidual. (KOSIAK, 1961; KROUSKOP et al.,, 1978; REDDY;
COCHRAN, 1981)

Devido a sua alta sensibilidade & anoxia, o sistema linfatico também sofre danos,
tornando-se ineficaz na remocdo de produtos toxicos intracelulares e intersticiais que se
acumulam no local, danificando as células que resistiram a isquemia. Concomitante ao
processo descrito anteriormente, o fluxo sanguineo reestabelecido durante a reperfusdo
aumenta o infiltrado inflamatério leucocitario, com neutréfilos predominando no inicio e,
posteriormente, os monaocitos se diferenciando em macrofagos. Estes liberam mediadores
inflamatorios e espécies reativas de oxigénio. Dessa forma, somados aos danos desenvolvidos
na isquemia, a reperfusdo gera ainda mais destruicdo tecidual causando necrose e apoptose
(KROUSKOP et al., 1978; COCHRAN, 1981; BARRICK; CAMPBELL; OWEN, 1999;
REDDY; TSUJI et al., 2005; JIANG et al., 2011).

1.1.4 Cicatrizacdo

Apobs a acdo dos fatores que contribuem para o desenvolvimento da LP e com o
cessar da pressao e do processo inflamatorio que acontece concomitantemente, 0 organismo
tenta restaurar a homeostasia anterior a lesdo. Isso acontece através da regeneracdo da
integridade e funcdo da pele. Para tanto, é requerido um processo multifacetado denominado
cicatrizagdo, no qual existem muitos mecanismos que precisam ser melhor elucidados
(GURTNER et al., 2008).

A cicatrizacdo € um processo dinamico e complexo, envolvendo interacbes entre
matriz extracelular, mecanismos celulares e moleculares. Os eventos da cicatrizagdo iniciam-
se imediatamente apds o dano e sdo divididos em trés principais fases, sendo elas:
inflamatdria, proliferativa e de remodelamento (LI; CHEN; KIRSNER, 2007).
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1.1.4.1 Fase Inflamatéria

Esta fase se origina posteriormente a lesdo, seguida de uma liberacdo de substéncias
vasoconstritoras, como prostaglandinas e tromboxano A2, através das membranas celulares. O
endotélio que foi lesionado e as plaquetas incentivam a cascata da coagulacao. Identificando a
hemostasia, essa cascata tem seu inicio com o desprendimento de granulos das plaquetas, 0s
quais contém mediadores que levam neutrofilos a ferida (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006; CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

O coagulo é composto por colageno, plaquetas e trombina, que servem de
reservatorio proteico para sintese de citocinas e fatores de crescimento, aumentando seus
efeitos. Contudo, a resposta inflamatéria tem origem com a vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular, facilitando a quimiotaxia. Neutrofilos sdo as primeiras células a
chegar a ferida, com maior concentracdo 24 horas ap6s a lesdo. Sdo convocadas por
substancias quimiotaticas liberadas pelas plaquetas. Os neutr6filos se ligam a parede do
endotélio mediante ligacdo com as selectinas, produzindo radicais livres que auxiliam na
eliminacdo bacteriana e sdo gradativamente substituidos por macréfagos (BROUGHTON;
JANIS; ATTINGER, 2006; CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

Os macrdfagos sdo levados para a ferida apds 48-96 horas da lesdo, e sdo as
principais células antes dos fibroblastos chegarem e darem inicio a replicacdo. Tém papel
importante na finalizacdo do desbridamento comecado pelos neutréfilos e sua maior ajuda é a
liberacdo de citocinas e fatores de crescimento, além de auxiliarem na angiogénese,
fibroplasia e sintese de matriz extracelular, fundamentais para a transicdo da fase inflamatoria
para a proliferativa (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; CAMPOS; BORGES-
BRANCO; GROTH, 2007).

1.1.4.2 Fase proliferativa

A fase proliferativa é formada por quatro etapas essenciais: epitelizacéo,
angiogénese, formacéo de tecido de granulacdo e deposicdo de coldgeno. Em seres humanos,
esta fase tem inicio em torno do quarto dia apds a lesdo e se prolonga aproximadamente até o
término da segunda semana. A epitelizacdo ocorre de maneira precoce. Se a membrana basal
estiver ilesa, as células epiteliais migram em direcdo superior e as camadas normais da
epiderme sdo restauradas em trés dias. Se a membrana basal for lesada, as células epiteliais
das bordas da ferida iniciam a proliferacdo na tentativa de restituir a barreira protetora
(LAWRENCE; DIEGELMANN, 1994; CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).
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A angiogénese é instigada pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) e ¢
caracterizada pela migracdo de células endoteliais e formacdo de capilares, sendo primordial
para a cicatrizacdo eficaz (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

A finalizacdo da fase proliferativa é a construgdo de tecido de granulagdo. Os
fibroblastos e as células endoteliais sdo as principais células da fase proliferativa. Vale
salientar que os fibroblastos dos tecidos proximos migram para a lesdo. Entretanto necessitam
ser ativados para mudarem seu estado de quiescéncia. Um dos fatores de crescimento mais
importante na proliferacdo e estimulacdo dos fibroblastos € o Fator derivado de plaquetas
(PDGF12). Logo em seguida o Fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B) é
liberado. Ele ativa os fibroblastos para a formacdo de colageno tipo | e posteriormente se
transformam em miofibroblastos, que ajudam na contracdo da ferida. Dentre os fatores de
crescimento envolvido no processo cicatricial podem ser descritos o PDGF, que facilita o
crescimento celular, a quimiotaxia e a sintese matricial; o fator de crescimento epidérmico
(EGF), que ativa a epitelizacdo; o fator transformador alfa (TGF-a), responsavel pela
angiogénese e pela epitelizacdo; o fator de crescimento fibroblastico (FGF), que promove a
proliferacdo celular e angiogénese e o TGF-B, responsavel pelo acréscimo da sintese matricial
(WITTE; BARBUL, 1997; CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

1.1.4.3 Fase de remodelamento

A caracteristica determinante desta fase € a deposicdo de colageno de forma
estruturada, por isso € a mais importante clinicamente. O colageno produzido primariamente é
mais fino do que o colageno presente na pele normal, e tem conformacéo paralela a pele. Com
o tempo, o colageno inicial (colageno tipo Ill) é reabsorvido e um coldgeno mais espesso €
brotado e organizado ao longo das linhas de tensdo. Estas alteracbes se mostram em aumento
da forca ténsil da ferida. A organizacdo da nova matriz € um processo importante da
cicatrizacdo. Fibroblastos e leucécitos produzem colagenases que facilitam a lise da matriz
antiga. A cicatriza¢do tem éxito quando ha equilibrio entre a formacdo da nova matriz e a lise
da matriz antiga, havendo sucesso quando a deposicéo € maior. Mesmo apds um ano a ferida
apresentara um coldgeno menos organizado do que o da pele s&, e a forga ténsil jamais
retornard a 100%, a area recuperada alcancara apenas em torno de 80% da sua forca ténsil
anterior e 1isso acontece apos trés meses de cicatrizacdo (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006; LI; CHEN; KIRSNER, 2007).
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12 Modelos Experimentais de leséo por pressao

Existem véarios modelos experimentais de lesdo por pressao que podem ser utilizados
em animais. Os modelos em animais foram desenvolvidos pela necessidade de simular o
ambiente clinico e os fenémenos envolvidos na pressao ndo aliviada por periodos variaveis de
tempo. A maioria dos modelos animais na pesquisa de LPs utilizam carga ciclica para induzir
uma lesdo experimental confiavel e reprodutivel, ou seja, submetem o tecido a mais de um
ciclo de isquemia e reperfusédo (SALCIDO; POPESCU; AHN, 2007).

Dentre os modelos pesquisados e avaliados, 0 modelo de isquemia e reperfusédo
parece ser 0 menos invasivo e mais seguro para ser empregado, pois utiliza dois imas
aplicados na pele do dorso do animal para causar uma LP.

Estudos que utilizaram o método de Isquemia/Reperfusdo (I/R) demonstram sua
efetividade na inducdo da LP e uma maior sobrevida dos animais, pois ndo os submete a
nenhum tipo de intervencdo cirargica, nem de contencao, além de ser mais facil a execucéo e
permitir que os animais fiquem livres para realizarem suas atividades. A diferenga entre o
modelo atual e o original de Stadler et al. (2004) é que estudos mais recentes identificaram
gue o numero de ciclos de I/R necessarios para uma melhor formacdo das lesbes, € 4 ou 5
ciclos, em vez de apenas 3, pois com 4 ou 5 ciclos as LPs adquiriam melhores caracteristicas
do tipo de lesdo proposta para os estudos (CUI et al., 2013; LIMA, 2013).

A utilizacdo do modelo de Stadler adaptado no presente estudo, visou investigar as
possiveis complicacdes de uma lesdo crénica, como por exemplo o desenvolvimento de
comportamentos do tipo depressivo. O estudo ndo buscou estabelecer o modelo como forma
de inducdo de depressdo em animais, mas avaliar as influéncias e repercussdes sistémicas de

uma LP, bem como suas complicagdes.

13 A Lesdo por pressado e sua relacdo com a depressao

As LPs podem ser vistas como fatores geradores de sofrimento, tanto fisico como
emocional, nas pessoas por ser uma condicdo que gera um desgaste multifatorial.
Influenciando de forma direta na autoestima, o que interfere negativativamente na
autoimagem e na qualidade de vida, fatores que, somados, aumentam o risco de desenvolver
quadros depressivos (ALMEIDA et al., 2013).

Uma pesquisa que avaliou, através do Inventario de Avaliagdo de Depresséo de
Beck, a quantidade de sintomas e o0s niveis de depressdo nos clientes com feridas cronicas,

mostrou que dezesseis (53,3%) clientes que possuiam uma lesdo por pressdo demonstraram
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depressdo leve a moderada e cinco (16,7%), depressdo de moderada a grave. Dez clientes
diabéticos com pé ulcerado (55,60%) apresentaram depressdo leve a moderada e quatro
(22,20%), sem depressdo ou depressdo minima, mostrando dessa forma que clientes com
lesGes cronicas tendem a desenvolver quadros depressivos (SANTO et al., 2013).

Outro ponto que merece destaque € a relacdo entre as LPs e dor crénica. Um estudo
analisou a associagdo entre sintomas depressivos e de ansiedade em vinculagcdo a dor cronica,
além de explorar o impacto desses sintomas na salde e na qualidade de vida destes
individuos. Os autores concluiram que 70% dos participantes da pesquisa apresentaram
sintomas de ansiedade e 60% sintomas de depressdo, fato que chama atencdo, pois um dos
sintomas que é bastante referido em pessoas com LPs é a dor constante (COSTA et al., 2006).

Assim, podemos entender a LP como um fator que causa complicag¢bes secundarias,
que vdo além dos aspectos fisicos de uma lesdo. Os estudos citados acima sugerem uma
relacdo desse tipo de ferida com o desenvolvimento de transtornos mentais, especialmente a
depressao.

O transtorno depressivo é identificado através de perda de interesse ou prazer,
tristeza profunda, distarbios de sono ou apetite, sentimento de culpa ou baixa autoestima,
sentimento de cansaco e baixa concentracdo. A depressédo pode ser longa, duradoura ou
recorrente, prejudicando substancialmente a habilidade de um individuo executar fun¢des no
trabalho ou na escola ou lidar com a vida diaria. No seu estagio mais grave, a depressdo pode
levar ao suicidio (WHO, 2017).

A depressao é entendida como uma desordem multifatorial e tem sido discutida
com frequéncia no meio cientifico. Ainda que a sua etiologia ndo esteja bem descrita, muitas
teorias se propGem a explicar a patogénese da depressdo, integrando diferentes fatores
bioldgicos, sociais e psicoldgicos (SOARES, 2015).

Dentre as teorias elaboradas como mecanismos fisiopatoldgicos do transtorno
depressivo podemos citar a deficiéncia de monoaminas (NUTT, 2008), neuroinflamacéo
(MAES et al., 2011), alteracdes na funcdo do receptor e do fator neurotrofico (PITTENGER;
DUMAN, 2008), predisposi¢cdo genética e influéncia de fatores ambientais (BONDY/; ZILL,
2004; LOHOFF; FERRARO, 2010), disfuncdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal
(CARROLL, 2007) e da via do 6xido nitrico (MANTOVANI, 2003), estresse oxidativo (NG,
2008) e atualmente, disfuncdo do sistema glutamatérgico (SANACORA; TRECCANI,
POPOLLI, 2012).

O estresse € algo que lidamos diariamente e que € suportado pela maioria das

pessoas. Quando ocorre um fracasso de adaptacdo bem sucedida durante as diversas situagoes
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estressante que somos submetidos no nosso cotidiano, isso resulta em problemas, como a
depressdo (MAES et al., 2000; MICHEL et al., 2007). J& foi demonstrado que o estresse tem
um importante papel no desenvolvimento da depressédo (NESTLER et al., 2002).

O estresse leva ao dano oxidativo, sendo este causado por espécies reativas de
oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNS), os radicais livres. As principais
EROs sdo o anion superdxido (O2), o radical hidroxila (OH") e o perdxido de hidrogénio
(H202), enquanto as principais ERNs sdo o 6xido nitrico (NO), o didxido de nitrogénio (NO2)
e o peroxinitrito (ONOO") (FINKEL; HOLBROOK, 2000). Estas moléculas podem danificar
proteinas celulares, lipidios, carboidratos e &cidos nucleicos (FILOMENI; CIRIOLO, 2006).

Embora existam diversos mecanismos de protecdo contra os radicais livres, um certo
grau de dano oxidativo € inerente a vida aerobia e acredita-se que seja subjacente ao processo
de envelhecimento e influencie a vida util do organismo (SIES, 1997; FINKEL;
HOLBROOK, 2000; DAVIES, 2001). O cérebro parece ser mais suscetivel as EROs devido
ao alto teor de &cidos graxos insaturados, ao alto consumo de oxigénio e a escassez de
sistemas antioxidantes de defesa (FINKEL; HOLBROOK, 2000).

O estresse crénico tem sido amplamente utilizado em pesquisas com animais para
mimetizar os disturbios da depressdo, pois esse modelo tenta reproduzir o mais préximo do
estressores da vida cotidiana em humanos (WILLNER et al., 1987; HENN; VOLLMAYR,
2005). A LP, sendo considerada como um fator que gera estresse cronico, estaria diretamente
relacionada com o desenvolvimento de quadros depressivos.

Dessa forma, percebe-se que os estudos tém demonstrado que além do déficit
monoaminérgico existe uma implicacdo do estresse no desenvolvimento da depressao. Nesta
perspectiva, o0 objetivo dessa pesquisa foi investigar as possiveis complica¢fes de uma LP,

uma leséo cronica, e o desenvolvimento de comportamento depressivo.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Quando uma pessoa passa a ter uma ferida cronica, como uma lesdo por pressao, é
desencadeada uma sucessao de mudancas na vida do individuo, como o isolamento social, a
necessidade de habituacdo com as trocas diarias de curativos, as alteracdes na atividade fisica
e deambulacdo, o uso de medicamentos continuos e, especialmente, os disturbios de
autoimagem. Todas essas mudancas acabam por promover a desmotivagédo e a incapacidade
para o autocuidado e para as atividades de vida e de convivio social, dimensdes que quando
encontram-se alteradas, muitas vezes estdo ligadas com o desenvolvimento de quadros
depressivos e de ansiedade (BEDIN et al., 2011).

O resultado negativo na qualidade de vida dos pacientes com LP ou outro tipo de
ferida crénica é gerado por muitos aspectos inter-relacionados, incluindo odor, mobilidade
reduzida, falta de sono e aumento da frequéncia de troca de curativos, presenca de exsudato e
dor (CHASE et al., 2000; CAVALINI; MORIYA; PELA, 2002). Para clientes com lesdes
cronicas de cicatrizacdo complexa, essas complicacdes produzem a perda de independéncia,
alteracdes de humor, isolamento social e familiar, comprometimento da autoestima e da
autoimagem, levando a ansiedade e depressdo (YAMADA; SANTOS, 2005).

J& foi demostrado que a lesdo por pressdo prolonga a hospitalizacdo, dificulta a
recuperacdo do doente e aumenta o risco para o desenvolvimento de outras complicacoes,
sendo a LP um fator que apresenta um acréscimo no sofrimento fisico e emocional da pessoa
hospitalizada (BLANES et al., 2004). A organiza¢do Mundial de Salude considera a depressao
como a principal causa de incapacidade em todo o mundo e que tem contribuido de forma
importante para a carga global de doengas (WHO, 2017).

A literatura mostra que sdo varios os fatores que podem causar prejuizos na
cicatrizacdo de feridas, que podem ser afetadas em uma ou mais fases do processo de
cicatrizacdo (GUO; DIPIETRO, 2010). Destarte, pacientes que apresentam sintomas
depressivos correlacionados com uma leséo entram em um ciclo de retroalimentagéo negativa,
no qual tanto a depressdo influencia negativamente na cicatrizagdo, quanto o retardo na
cicatrizagdo potencializa o aparecimento de sintomas depressivos, tendo como resultado final
0 aumento do tempo de hospitalizacéo.

Segundo um relatorio divulgado pela World Health Organization (WHO), o Brasil
estd em primeiro lugar no ranking latino-americano da depressdo e em quinto lugar no
mundial. Segundo as estimativas da instituicdo ligada a ONU, em 2015 cerca de 322 milhdes

de pessoas (ou 4,4% da populacéo global) sofriam com desordens depressivas, das quais mais
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de 11,5 milhdes eram brasileiras — ou 5,8% da populacao nacional. O nimero de pessoas que
vivem com depressdo aumentou 18% entre 2005 e 2015 (WHO, 2017).

Mesmo com o avanco do conhecimento de LPs e suas complicac@es, ainda temos
uma lacuna no que se refere ao entendimento da relacdo desse tipo de lesdo e o possivel
desenvolvimento de comportamento depressivo. Dessa forma, estudos pré-clinicos que
busquem estabelecer essa relacdo ainda precisam ser explorados para que essa possivel
relacdo seja melhor elucidada na literatura.

Portanto, € notorio que as lesdes por pressao merecem uma atencdo especial da
equipe multiprofissional, no sentido de prevenir o seu aparecimento ou favorecer o seu
tratamento, pois as complicagdes de uma LP afetam negativamente a vida das pessoas

acometidas e causam prejuizo econdmico para saude ao prolongar a hospitalizacao.
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3 OBJETIVOS
31 Objetivo Geral

e Investigar os efeitos do modelo animal de lesdo por pressdo sobre variaveis

comportamentais e pardmetros oxidativos de camundongos.

32 Obijetivos Especificos

e Avaliar os efeitos do modelo animal de leséo por pressdao sobre o comportamento
exploratorio, depressivo-simile e ansioso-simile em camundongos;

¢ Avaliar os efeitos do modelo animal de lesdo por pressao sobre parametros de estresse
oxidativo em areas cerebrais (cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado) de

camundongos.



28

4 MATERIAS E METODOS
41 Modelo de inducéo da lesdo por pressao

O modelo adotado para ser realizado no estudo foi o de Stadler et al. (2004),
modificado, por ser menos invasivo e mais seguro para ser utilizado, pois utiliza dois imas
colocados na pele do dorso do animal que geram uma pressao de 50 mmHg, onde um Unico
ciclo de isquemia/reperfusdo (I/R) é constituido por um periodo de 12 horas de
posicionamento dos imas, seguido por liberacdo ou periodo de repouso de 12 horas, para que
as lesdes adquiram as caracteristicas do tipo de lesdo proposta para o estudo sdo necessarios 4
ou 5 ciclos (CUI et al., 2013; LIMA, 2013), mostrando assim a necessidade de modificagdo
do protocolo.

Os imés que foram usados sdo placas ceramicas magnéticas de ferrite, isotropico
(Imétec Produtos Magnéticos, Pedreira, Sdo Paulo, Brasil) com medidas de 12 mm de
didmetro por 5 mm de espessura, com peso médio de 2,49 e 1 Gauss de campo magnético.

Para realizagdo do posicionamento dos imas, os animais foram anestesiados todos 0s
dias do protocolo com cetamina 10% e Xxilazina 2% nas doses de 100mg/Kg e 10 mg/Kg i.p.,
respectivamente. No primeiro dia de protocolo, ap06s a anestesia foi feita a tricotomia do dorso
do animal e a limpeza com &lcool isopropilico 70%. Em seguida a pele do dorso foi
suavemente mobilizada para cima e os dois imas foram posicionados. Durante a fase de
inducdo da LP, nos ciclos de I/R os animais foram mantidos separados em diferentes gaiolas
para um melhor controle da inducéo da LP e manutencdo do posicionamento dos imas.

Os animais ndo foram imobilizados, anestesiados ou tiveram qualquer restricdo
durante o periodo de I/R, apenas no momento de posicionamento do ima. Depois de
colocados os imds, dentro de alguns minutos 0s animais retornaram as suas atividades

normais, sendo permitido alimento e agua ad libitum.

42 Desenho e protocolo experimental

O protocolo (Tabela 1) foi proposto para investigar os efeitos do modelo animal de
lesdo por pressdo sobre variaveis comportamentais e parametros oxidativos de camundongos.
Os animais foram divididos nos grupos descritos a seguir e a lesdo por pressao foi induzida

como descrito acima, esperou-se que se formassem duas feridas em cada animal.

- Grupo controle: animais que foram mantidos em caixas separadas sem a indugéo da lesé&o,

apenas com aplicacdo do anestésico do primeiro ao quarto dia do protocolo.



- Grupo SHAM: animais que foram submetidos a inducdo da lesdo por pressao.

Tabela 1- Fluxograma de tratamento

Dia 1

Indugdo da lesdo X

Testes comportamentais,
dissecagdo das areas
cerebrais
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No quinto dia do protocolo, os animais foram submetidos aos seguintes testes

comportamentais: campo aberto, labirinto em cruz elevada, suspenséo de cauda e preferéncia

por sacarose. Imediatamente ap6s 0s testes comportamentais os animais foram eutanasiados

por decapitacdo para a retirada do cortex pré-frontal (CPF), do hipocampo (HC) e do corpo

estriado (CE) para a avaliacdo de parametros oxidativos.

43 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, com peso entre 25-30g, provenientes

do Biotério do Ndcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade

Federal do Ceara (UFC). Os mesmos foram mantidos em ambiente com temperatura

controlada (22+1°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas e recebendo &gua e comida a

vontade. Os métodos utilizados estdo de acordo com os Principios Eticos na Experimentacao

Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). Pesquisa aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal (CEPA) da UFC

sob protocolo de n® 93/2017.

44 Testes Comportamentais

4.4.1 Avaliacdo da atividade exploratoria

41.1.1  Teste do Campo Aberto

O aparato é feito de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15

cm) dividido em nove quadrantes iguais. A metodologia de (ARCHER, 1973) foi utilizada

para avaliar a atividade exploratoria do animal. Os principais parametros observados foram:

numero de cruzamentos (movimentacdo espontanea), numero de comportamentos de
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autolimpeza (grooming) e exploragédo vertical (rearing), registrados durante um tempo de

cinco minutos, ap6s um minuto de habituag&o.

4.4.2 Avaliacdo da atividade ansiolitica

4.4.2.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) (LISTER, 1987) é formado por dois
fechados (30 x 5 x 25 cm) e dois bragos abertos em sentidos opostos (30 x 5 x 25 cm),
formando uma estrutura de cruz. Os bracos abertos e fechados estdo ligados por uma
plataforma central (5 x 5 cm). A plataforma e as paredes laterais dos bracos fechados sdo
formadas através de acrilico transparente e o chdo em acrilico preto. O aparato esta elevado
a uma altura de 45 cm do nivel do chdo. No presente teste 0s animais sdo posicionados no
centro do aparelho com a cabeca na direcdo dos bragos fechados. O comportamento dos
camundongos foi avaliado por cinco minutos. As medidas comportamentais registradas no

teste foram: frequéncia de entradas e o tempo gasto nos bracos fechados e abertos.

3.4.3 Avaliacdo da atividade antidepressiva

4.4.3.1  Teste Suspensdo de Cauda

No teste da Suspensdo de cauda, os camundongos ficam suspensos a 50 cm do
chdo por uma fita fixada a um cm a partir da ponta da cauda e o tempo de imobilidade
durante uma sessdo de cinco minutos € registrado (STERU, 1985). Os animais foram
testados individualmente apés a realizacdo do protocolo, sendo considerado imével apenas

quando permanecesse passivamente suspenso.

4.4.3.2  Teste de preferéncia por sacarose

Para a avaliacdo do comportamento do tipo anedonia foi realizado o teste de
preferéncia por sacarose (MAO et al., 2014). Setenta e duas horas antes do teste, 0s animais
foram treinados para se adaptar a solugdo de sacarose 1%: duas garrafas de solucdo de
sacarose 1% foram fornecidas a caixa dos animais, sem o fornecimento de agua. Vinte e
quatro horas mais tarde, uma das garrafas de sacarose foi substituida por agua, condi¢do que
permanecera por mais 24h. Apos a adaptacao, os animais foram privados de comida e agua
por 24 h. O teste foi realizado as 08:00 da manh& e durante a realizagdo do mesmo o0s

animais foram alojados em caixas individuais com livre acesso a duas garrafas: uma
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contendo 100 ml de solucdo de sacarose 1% e outra contendo 100 ml de &gua. Apo6s 1 h, os
volumes de solucdo de sacarose e dgua consumidos foram registrados e a preferéncia a

sacarose foi calculada pela seguinte formula:

N Consumo de sacarose
Preferéncia por sacarose = - x 100
Consumo de agua + consumo de sacarose

444 Parametros de estresse oxidativo

Os parametros de estresse oxidativo nas areas cerebrais foram avaliados no quinto
dia de protocolo. Os animais foram eutanasiados por rapida decapitacdo e seus cérebros
foram removidos. As &reas cerebrais CPF, HC e CE foram dissecadas sob o gelo, e,

posteriormente, armazenadas a -80°C até serem utilizadas para os ensaios.

445  Determinacdo de Glutationa Reduzida

Os niveis de GSH foram avaliados para estimar defesas enddgenas contra o
estresse oxidativo. O método é baseado na reacdo de reagente de Ellman (DTNB), com
grupos tiol livres. As areas serdo diluidas em tampédo de 0,02 M de EDTA (10% w /v) e
adicionadas a uma solucéo de &cido tricloroacético a 50%. Apds centrifugagdo (3000 rpm/15
min), o sobrenadante do homogeneizado foi recolhido e os niveis de GSH foram
determinados (SEDLAK; LINDSAY, 1968). Resumidamente, as amostras foram misturadas
com 0,4 M de tampdo tris-HCI, pH 8,9 e 0,01 M de DTNB. Niveis de GSH foram
determinados por espectrofotometria a 412 nm, calculada com base numa curva padréo de

glutationa e expressos como ng de GSH/g de tecido imido.
4.4.6  Niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico

A peroxidagdo lipidica foi avaliada pela mensuracdo de substancias
tiobarbituricas  &cido-reativas (TBARS) nos homogenatos. As amostras foram
homogeneizadas com tampdo fosfato de potéssio monobéasico 50 mM pH 7,4 e 63ulL do
homogenato foi misturado a 100 puL de acido perclorico 35%, sendo estas centrifugadas
(7000 rpm/15 min), tendo sido 150 pL do sobrenadante recuperados e misturado com 50 pL
de &cido tiobarbitarico 1,2%, e, em seguida, estas amostras foram aquecidas em um banho
de &gua fervente por 30 minutos. Apos o resfriamento, a peroxidacdo lipidica foi
determinada por absorbancia a 535 nm e foi expressa como mcg de MDA/g de tecido Umido
(OHKAWA,; OHISHI; YAGI, 1979).
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45 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism 6,
San Diego California, EUA. Para comparacdo dos dados paramétricos, foi utilizado o teste “t”
de Student para comparacdo de médias de dois grupos. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas em p< 0,05.
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5 RESULTADOS
51 Avaliagdo comportamental

5.1.1 Avaliacéo da atividade locomotora e exploratoria

No teste de campo aberto, o0 grupo LP apresentou redu¢do do nimero de croosings
(Figura 1A) quando comparado ao grupo controle (p<0,05).
Em relagdo ao nimero de rearings (Figura 1B) e groomings (Figura 1C) nenhum

efeito estatisticamente significante foi observado.

Figura 1 — Alteragdes comportamentais no teste de campo aberto associadas a modelo de lesao por

pressdo em camundongos
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Efeitos do modelo de lesdo por pressdéo em camundongos no teste de campo aberto. Os animais foram
submetidos a inducdo da lesdo por pressdo durante 4 dias e no 5° dia do protocolo os animais foram submetidos
ao teste comportamental. Cada coluna representa a significAncia £ EPM de 8-10 animais por grupo. *p<0,05

Versus controle.
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5.1.2  Avaliagdo docomportamento ansioso-simile

No teste do labirinto em cruz elevado, o grupo LP apresentou diminui¢do no nimero
de entradas no braco aberto (p<0,01) (Figura 2A) e reducdo do tempo de permanéncia nesse
ambiente quando comparado ao grupo controle (p<0,001) (Figura 2B).

Quanto ao numero de entradas no braco fechado (Figura 2C) e ao tempo de
permanéncia nesse ambiente (Figura 2D), no grupo LP observou-se um aumento desses

parametros quando comparado ao grupo controle (p<0,05).

Figura 2 — Alteracdes comportamentais no teste do labirinto em cruz elevado associadas a

modelo de lesdo por pressdo em camundongos.
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Efeitos do modelo de lesdo por pressdo em camundongos no teste do labirinto em cruz elevado. Os animais
foram submetidos a indugdo da lesdo por pressdo durante 4 dias e no 5° dia do protocolo os animais foram
submetidos ao teste comportamental. Cada coluna representa a significancia + EPM de 8-10 animais por grupo.
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 versus controle. Abreviacdes: NEBA — nimero de entradas no bracgo aberto;
TPBA — tempo de permanéncia no braco aberto; NEBF — nimero de entradas no brago fechado; TPBF — tempo
de permanéncia no brago fechado.
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5.1.3  Avaliacdo do comportamento depressivo-simile

No teste da suspensdo de cauda (Figura 3), o grupo LP apresentou aumento do tempo

de imobilidade quando comparado ao grupo controle (p<0,001).

Figura 3 — Alteracbes comportamentais no teste da suspensdo de cauda associadas a modelo

de lesdo por pressdo em camundongos.
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Efeitos do modelo de lesdo por pressao em camundongos no tempo de imobilidade no teste da suspensdo de
cauda. Os animais foram submetidos a inducdo da lesdo por pressdo durante 4 dias e no 5° dia do protocolo os
animais foram submetidos ao teste comportamental. Cada coluna representa a significancia + EPM de 8-10
animais por grupo. ***p<0,001 versus controle.

No teste de preferéncia por sacarose (Figura 4), o grupo LP apresentou uma
diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo controle, mostrando
que a LP induziu um comportamento do tipo anedonia demonstrado por uma redugdo no

consumo de sacarose (p<0,0001).
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Figura 4 — Alteracbes comportamentais no teste de preferéncia por sacarose associadas a
modelo de les&o por pressao em camundongos.
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Efeitos do modelo de lesdo por pressdo em camundongos no teste de preferéncia por sacarose. Os animais
foram submetidos a inducgédo da lesdo por pressdo durante 4 dias e no 7° dia do protocolo os animais foram
submetidos ao teste comportamental. Cada coluna representa a significancia + EPM de 9-11 animais por grupo.
****p<0,0001 versus controle.

52 Avaliagao de parametros oxidativos

5.2.1  Avaliagdo dos niveis de Glutationa Reduzida

As concentracBes de GSH mostraram-se reduzidos no cortex pré-frontal (p<0,0001)
(Figura 5A), hipocampo (p<0,001) (Figura 5B) e corpo estriado (p<0,01) (Figura 5C) de
animais submetidos ao modelo de les&o por pressédo quando comparado ao grupo controle.
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Figura 5 — Alteracdes dos parametros oxidativos nos niveis de Glutationa reduzida no cortex
pré-frontal, hipocampo e corpo estriado associadas a modelo de lesdo por pressdo em

camundongos.
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Efeitos do modelo de lesdo por pressdo em camundongos nos niveis de glutationa reduzida em &reas cerebrais.
Os animais foram submetidos a inducdo da lesdo por pressdo durante 4 dias e no 5° dia do protocolo as areas
cerebrais foram dissecadas e armazenadas a -80°C até a realizagdo do teste. Cada coluna representa a
significancia £ EPM de 9-11 animais por grupo. **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 versus controle.

5.2.2  Avaliagdo da peroxidacao lipidica

Em relagdo a peroxidag&o lipidica, mostrou-se um aumento dos niveis de malondialdeido
(MDA\) no cértex pré-frontal (p<0,001) (Figura 6A), hipocampo (p<0,01) (Figura 6B) e corpo
estriado (p<0,01) (Figura 6C) de animais submetidos ao modelo de lesdo por pressdo quando

comparado ao grupo controle.
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Figura 6 — Alteracdes dos pardmetros oxidativos nos niveis de MDA no cortex pre-frontal,

hipocampo e corpo estriado associadas a modelo de lesdo por pressdao em camundongos.
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Efeitos do modelo de lesdo por pressdo em camundongos nos niveis de MDA em areas cerebrais. Os animais
foram submetidos a indugdo da lesdo por pressdo durante 4 dias e no 5° dia do protocolo as areas cerebrais foram
dissecadas e armazenadas a -80°C até a realizagdo do teste. Cada coluna representa a significancia £+ EPM de 9-11
animais por grupo. **p<0,01 e ***p<0,001 versus controle.

Tabela 2 — Resumo dos efeitos associados ao modelo de lesdo por pressdo em camundongos.

Teste do campo Teste do labirinto Teste da . TBARS GSH
aberto em cruz elevado suspensio  Preferéncia
de cauda A sacarose
Crossing Rearing Grooming NEBA TPBA NEBF TPBF CPF HC CE CPF HC CE

e § & & 33 40 40 8 4000488

Grupo comparado com o grupo controle (*). Redugdo (‘) , aumento (ﬁ) e auséncia de efeito estatisticamente
significante (“). LP — lesdo por pressdao; NEBA — numero de entradas no brago aberto; TPBA — tempo de
permanéncia no brago aberto; NEBF — nimero de entrada no brago fechado; TPBF — tempo de permanéncia no
braco fechado; CPF — cortex pré-frontal; HC — hipocampo; CE — corpo estriado.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo é o primeiro a investigar as influéncias de um modelo de
lesdo por pressdo sobre alteracbes comportamentais e parametros oxidativos em
camundongos. A LP foi capaz de comprometer a atividade locomotora e exploratdria,
induziu ao comportamento ansioso-simile, depressivo-simile e alterou os parametros
oxidativos nas &reas cerebrais dos camundongos.

Diversos estudos tém mostrado que as condicdes fisicas cronicas possuem uma
forte associagdo com o0 aumento do risco de desenvolvimento de quadros depressivos
(MOUSSAVI et al.,, 2007; LEE; LING; TSANG, 2010; YUNMING et al., 2012;
LUPPA et al., 2012), destacando a importéncia de se investigar a LP e sua relacdo com
a depressdo, pois a LP é um tipo de lesdo crbnica, que pode levar meses até a sua
cicatrizacdo (NAN et al., 2012).

Apesar de a LP ainda néo ter sido elucidada como uma forma de indugdo da
depressdo, 0 modelo adotado nesta pesquisa assemelha-se com os estudos que trabalham
com eventos estressores cronicos que buscam simular as condi¢cdes proximas da vida
cotidiana que induzem uma depressdo relativamente realista (WILLNER et al., 1987;
HENN; VOLLMAYR, 2005).

A aplicacdo de modelos que simulam o estresse cotidiano promovem reducgédo da
preferéncia a sacarose, aumento de fatores pro-inflamatorios e alteragdes em parametros
oxidativos, como o aumento da peroxidacao lipidica (WILLNER, 2005; KUMAR; KUHAD;
CHOPRA, 2011).

Jé se tem elucidado que o estresse tem um importante papel no desenvolvimento da
depressdo (NESTLER et al., 2002). A resposta do organismo ao estresse € regulada
principalmente pelo cortisol (HERMAN et al., 2003) e em situaces onde ocorre o fracasso
de adaptacdo a estimulos estressores, o cortisol tende a desregular o eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HHA) (MAES et al., 2000; MICHEL et al., 2007). Existem diversos
estudos que estabelecem a correlacdo direta de depressdao com a disfungdo do eixo HHA,
pois existe a proposi¢cdo que a hiperativagdo do eixo HHA de fato € um marcador de
depressdo (BARDEN, 2004; THOMSON; CRAIGHEAD, 2008; FURAY; BRUESTLE;
HERMAN, 2008). Diante do exposto, testes comportamentais e neuroquimicos foram
realizados para identificacdo dos efeitos do modelo de LP em animais.

A fim de investigar a atividade locomotora e exploratéria dos animais, realizou- se

0 teste do campo aberto. Nesse teste, 0s animais da LP reduziram o nimero de crossings em
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comparagdo ao grupo controle, demonstrando que a lesdo estd associada a reducdo da
atividade de locomogéo. Esses achados sdo ratificados por estudos recentes que avaliaram o
desenvolvimento de quadros depressivos, demonstrando que ha uma diminuicdo da
atividade locomotora dos animais (BAY-RICHTER et al.,, 2015; IERACI; MALLEI,
POPOLLI, 2016; WONG et al., 2016).

Achado semelhante foi demostrado numa pesquisa que avaliou especificamente o
comportamento depressivo de animais que foram submetidos a uma série de eventos
estressores, na qual demonstrou-se que os animais estressados tiveram uma significativa
reducdo da atividade locomotora no teste de campo aberto, sugerindo assim, mudancgas na
motivacdo e na emocionalidade, sintomas semelhantes a depressdo em humanos (RYGULA
et al., 2005).

Um estudo que avaliou a pratica de atividade fisica, indicou que a depressdo tem
influéncia sobre a realizagdo de atividades fisicas, demonstrando que pessoas com sintomas
depressivos ndo realizam ou diminuem essa préatica, fato que pode ser exacerbado na
presenca de situacdes crénicas, como uma lesdo cronica (GONCALVES et al., 2014).

Para avaliacdo do comportamento ansioso-simile, foi realizado o teste do labirinto
em cruz elevado, que € baseado no medo natural dos camundongos de espacos abertos,
desprotegidos e elevados (HOGG, 1996). No teste do labirinto em cruz elevado, os animais
submetidos a agentes ansiogénicos passam menos tempo nos bragos abertos do que os
animais do grupo controle, enquanto os animais sob efeito de drogas ansioliticas gastam
mais tempo nesse compartimento (COSTA et al., 2014).

De acordo com esse teste, 0 grupo da LP demonstrou uma reducdo no nimero de
entradas e no tempo de permanéncia nos bracos abertos, aliado ao aumento de entradas nos
bracos fechados, assim como um maior tempo de permanéncia nesses espacos, sugerindo a
inducdo de comportamento ansioso-simile. Os estudos demostram que o0s niveis de
ansiedade estdo aumentados em condicOes de estresse, sendo refletido por esse teste através
de um menor tempo gasto nos bragos abertos (NESTLER; HYMAN, 2010; AMPUERO et
al., 2015).

Reforcando esses dados, um estudo clinico que avaliou a associacdo entre
ansiedade e comorbidades, apontou que 0s pacientes com determinadas situacdes clinicas,
como uma lesdo, apresentaram uma maior gravidade dos sintomas de ansiedade, sendo
plausivel o entendimento que ter uma situacdo fisica, como uma lesdo, leva ao aumento da
ansiedade devido as consequéncias ou desconforto associado a condicdo e a sua cronicidade,

devido ao estresse de forma prolongada (NILES et al., 2015).
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No presente estudo, a avaliacdo do comportamento depressivo-simile foi realizada
por meio dos testes da suspensdo de cauda e preferéncia por sacarose. O teste de suspenséo
de cauda baseia-se no fato de que, quando suspensos, camundongos demonstram um padrao
temporal de movimentacdo para fugir seguido de imobilidade, sendo esse um dos testes
relevantes para demonstrar o comportamento semelhante a depressdao O aumento do tempo
de imobilidade nesse teste sugere um comportamento depressivo. Uma variedade de
transtornos neuropsiquiatricos, incluindo depressao, sao caracterizados por perturbacdes no
comportamento (STERU et al.,, 1985; CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005;
ALMEIDA, 2006).

Corroborando essa ideia, estudos que utilizaram modelos de estresse, demostram
gue 0s animais que apresentam um comportamento depressivo-simile exibem um aumento
no tempo de imobilidade durante esse teste (AUTRY et al., 2009; YANG et al., 2016;
ZHAO et al., 2018). De modo semelhante o grupo submetido ao modelo de indugéo de leséo
por pressdo apresentou aumento do tempo de imobilidade no teste de suspensdo de cauda
guando comparado com o grupo controle.

Além dos sintomas ja abordados, é importante a avaliagdo de um sintoma bastante
caracteristico da depressao, a anedonia ou perda de interesse/prazer, caracterizada como um
importante marcador comportamental de depressio (FRAGUAS JUNIOR; ALVES, 2002).
Para investigar esse comportamento foi realizado o teste de preferéncia por sacarose, que se
caracteriza pela diminuicdo da capacidade de resposta a recompensas, que no teste é
mostrado através de uma reducdo do consumo da solucdo glicosada (WILLNER, 1997,
2005).

De acordo com este teste, 0 modelo de LP causou uma diminui¢cdo no consumo de
sacarose. Estudos mostram que animais submetidos a um modelo de inducdo de lesdo
apresentam um fendtipo do tipo-depressivo observado pela significativa diminuicdo no
percentual de consumo de sacarose (WU et al., 2014; MALDONADO-BOUCHARD et al.,
2016). Ratificando esse achado, um estudo que avaliou a relagdo de feridas crénicas e 0
desenvolvimento de quadros neuropsiquiatricos, demostrou que pacientes que possuem uma
lesdo por pressdo tendem a apresentar desde quadros leves a graves de depressdao (SANTO
etal., 2013).

Em concordancia, um estudo clinico realizado com 50 pacientes com lesdo medular
e lesdo por pressdo avaliados através do Inventario de Depressdo de Beck, demonstrou que
14 (28%) tiveram depressdo leve a moderada. Além disso verificou-se que que 48 (96%)

pacientes apresentaram como sintoma de depressdo a distorcdo da imagem corporal; 48
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(96%), ideia suicida; 31 (62%), autodepreciacdo; 30 (60%), retracdo social e falta de
satisfacdo 24 (48%) (ALMEIDA et al., 2013).

Em adicdo as alteragdes comportamentais, 0 modelo animal de LP também foi
capaz de causar alteracbes nos parametros oxidativos, levando ao aumento dos niveis de
MDA e reducdo dos niveis GSH no cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado,
caracteristicas da fisiopatologia da depressdo. Esses dados corroboram estudos que apontam
uma forte associacdo entre 0 aumento do estresse oxidativo e o desenvolvimento de quadros
depressivos (SZANTON et al., 2012; RAWDIN et al., 2013; PALTA et al., 2014).

Tendo em vista os diversos distdrbios oxidativos estabelecidos em pesquisas com
depressdo, incluindo elevada quantidade de produtos da peroxidacdo lipidica, como o
malondialdeido (MDA) (BILICI et al., 2001; KHANZODE et al., 2003; HERKEN et al.,
2007) e reducdo dos niveis GSH, um importante antioxidante (AHMED et al., 2016), além
da avaliacdo comportamental, a investigacdo de parametros oxidativos mostra-se muito
importante na busca do entendimento da fisiopatologia da depresséo.

Foi visto neste estudo que os animais da LP foram induzidos a um dano oxidativo.
Isto se mostrou através do aumento dos niveis de MDA e reducdo da concentracdo de GSH no
cortex pré-frontal, dessa forma o modelo se mostra como um fator desencadeante dos
sintomas depressivos associado a essa area cerebral. O cortex pré-frontal, uma das &reas do
cérebro mais estudadas na biologia da depressdo, esta associado a fun¢des importantes,
como a resolucdo de problemas, analise, controle de impulsos, motivacao, atencédo seletiva,
controle de emocdo e memdria de trabalho (GARCIA et al., 2009; LI et al., 2010; CAl et al.,
2013; STAHL, 2014). Estudos mostram que os quadros depressivos em modelos de animais
estressados evoluem com o aumento dos niveis de MDA e redugéo da concentragdo de GSH no
cortex pré-frontal (KUMAR; KUHAD; CHOPRA, 2011 AMPUERO et al., 2015).

Semelhante aos resultados obtidos no cortex pré-frontal, o presente estudo mostrou
também que os animais submetidos ao modelo de LP apresentaram aumento dos niveis de MDA
e reducdo da concentragdo de GSH no hipocampo, uma &rea do cerebro que esta intimamente
associada com sintomas como apatia, perda de interesse, alteragdes do sono, alteragdes no
peso/apetite e déficit de memoria, vistos em muitos pacientes deprimidos (JIANG et al., 2013;
BAI et al., 2014; JAYAWEERA et al., 2015). De fato, as evidéncias sugerem que animais
submetidos a situacOes de estresse e que desenvolvem comportamento depressivo, devido ao
dano oxidativo e aos prejuizos celulares, apresentam uma elevacdo nos niveis de MDA e
reducdo da concentracdo de GSH nessa &rea cerebral (HEMMERLE; HERMAN; SEROOGY,
2012; PATKI et al., 2013; SALIM, 2017) confirmando os resultados aqui apresentados.
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O presente estudo também mostrou que o modelo de LP também foi capaz de
aumentar os niveis de MDA e reducdo da concentracdo de GSH no corpo estriado de
camundongos. Embora existam poucos estudos sobre o envolvimento do corpo estriado na
neurobiologia da depressdo, esta area é de fundamental importancia para a compreensao dos
mecanismos envolvidos na fisiopatologia desta doenga, pois esta relacionada a recompensa,
cognicdo e movimento, sendo responsavel pelos sintomas de falta de motivacao, fadiga e
alteracdes psicomotoras observadas em pacientes deprimidos (HARRINGTON, 2012;
WALTHER et al., 2012).

Outro importante fator relacionado ao estresse oxidativo é o GSH que possui papel
central na biotransformacéo e eliminagdo de xenobidticos e na defesa das células contra o
estresse oxidativo (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008). Dados na literatura mostram que
a deplecdo das concentracbes de GSH estdo associadas ao desenvolvimento de
comportamento depressivo (DEAN et al., 2009; PERIC et al., 2017; MOTAGHINEJAD et
al., 2017), relacionado principalmente a inibicdo da sintese de glutationa em situacdes de
estresse (MASOQD et al., 2008). Em consonancia com os dados encontrados na literatura,
0s animais que tiveram a LP apresentaram redu¢do nos niveis de GSH no cortex pré-frontal,
hipocampo e corpo estriado.

Corroborando com os dados encontrados, um estudo que trabalhou no mesmo
panorama desta pesquisa, utilizando-se de fatores estressores, também identificou aumento
da peroxidacdo lipidica, além de niveis diminuidos de glutationa reduzida e diminui¢do da
atividade das enzimas catalase e superdxido dismutase (KUMAR; KUHAD; CHOPRA,
2011). Todos esses resultados encontrados no presente estudo fortalecem a possibilidade de
se estabelecer uma forte associacdo entre uma LP e o desenvolvimento de quadros
depressivos.

Considerando os resultados encontrados nesse estudo pré-clinico, existe a
possibilidade de uma forte correlagdo com os quadros depressivos em pessoas com LP, pois
0s estudos mostram que a questdo das LPs é o estresse gerado por longos periodos, pois esse
tipo de ferida pode estar diretamente relacionado com quadros depressivos em pacientes.
Visto que, um estudo, onde participaram 50 pacientes com lesdes cronicas que foi utilizado
0 inventario de Avaliacdo de Depressdo de Beck, observou-se que 64% dos pacientes
apresentaram depressdo moderada e 10% depressdo grave (SALOME; BLANES;
FERREIRA, 2011), evidenciando que as lesbes possuem um forte envolvimento com 0s
quadros depressivos.

O modelo de LP mostrou-se capaz de induzir alteracbes comportamentais e pro-
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oxidativas, sugerindo que a lesdo é um fator relacionado ao desenvolvimento de alteracoes
associadas a depressdo. Como o presente estudo foi o primeiro a avaliar as repercussfes de
uma lesdo periférica a nivel de sistema nervoso central, os resultados aqui obtidos foram
discutidos baseados no estresse gerado pela LP, mas a literatura acerca de um modelo de
ferida relacionado com alteracBes comportamentais e oxidativas em animais ainda é
incipiente, o que levou a uma certa limitacdo na utilizacdo de estudos anteriores que

abordassem a relacdo de uma LP e a depressao.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo é o primeiro a demonstrar que a inducéo de lesdo por pressdo
em animais esta relacionada ao desenvolvimento de sintomas do tipo depressivos,
evidenciando, assim, a importancia de se investigar os aspectos envolvidos na relacao
entre LP e transtornos psiquiétricos como a depressao.

As feridas cronicas podem ser consideradas um problema de salude publica, pois
elas possuem um significante impacto socioeconémico para pacientes, familiares e
sistema de salde como um todo, pois representam um acréscimo no tempo de
hospitalizacdo, aliado ao sofrimento fisico e emocional das pessoas, sendo observado
ainda que o sofrimento gerado por uma leséo pode estar diretamente relacionado como o
desenvolvimento de quadros depressivos.

Sendo assim, a LP merece toda a atencdo, principalmente da enfermagem que
lida diretamente no cuidado de feridas, no sentido de prevenir o seu aparecimento ou
favorecer o seu tratamento, pois 0 manejo adequado de uma lesdo culmina em uma
cicatrizacdo otimizada, reduzindo as influéncias negativas de uma LP. Esta pesquisa
reforca a necessidade de redirecionar a atencdo a saude dos pacientes com LP, devendo
os profissionais de salde buscarem identificar alteracdes emocionais e entender que uma
lesdo crbnica ndo se limita a prejuizos de nivel local, podendo estar envolvida com
alteracdes do humor.

Apesar de nossos achados sugerirem a relacdo da lesdo por pressdo com quadros
depressivos, muito ainda ha para se entender sobre os reais efeitos de uma LP e sua
relacdo com a fisiopatologia da depressdo. InvestigacOes acerca deste modelo animal de
LP abordando a avaliacdo de parametros inflamatorios ou monoaminérgicos, diferencas
entre sexo ou mesmo a utilizacdo de substancias de cicatrizacdo local para diminuir os
efeitos da lesdo a nivel neural, por exemplo, ainda sdo inexistentes.

Nessa perspectiva, estudos pré-clinicos utilizando o modelo de LP para entender

melhor sua relagdo com a depressdo, precisam ser encorajados.
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ANEXO A — CERTIFICADO DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS

& UNIVERSIDADE
¢! FEDERAL Do CEARA

Comiss3o de Etica no Uso de Animais — CEUA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 — Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430970 Fortaleza — CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Estudo do efeito cicatrizante do acido
alfa-lipoico em modelo de les3o por pressdo associada ao comportamento do tipo
depressivo”, protocolo 93/17, sob responsabilidade da Profa. Dra. Silvania Maria
Mendes Vasconcelos, que envolve a producdo, maﬁutengéo e/ou utilizagdo,
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, den?8
de outubro de 2008, do Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e
foi aprovado pela Comissdao de Etica no Uso de Animais (CEUA — UFC) da
Universidade Federal do Ceard, em reunido em 22 de fevereiro de 2018.

\Vigéncia do projeto 01/10/2017 - 03/10/2019

Espécie/Linhagem :iCamundongo Swiss T
‘N2 de Animais 156 o
Peso 125-30g

Sexo : Macho :
Origem {Biotério Central da UFC / NPDM o

Fortaleza 26 de fevereiro de 2018.
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