UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

CAREN NADIA SOARES DE SOUSA

ENVOLVIMENTO DE VIAS OXIDATIVAS, INFLAMATORIAS E
NEUROTROFICAS NO EFEITO ANTIDEPRESSIVO DO CARVEDILOL EM
MODELO DE DEPRESSAO INDUZIDO POR ESTRESSE CRONICO
IMPREVISIVEL

FORTALEZA
2019



CAREN NADIA SOARES DE SOUSA

ENVOLVIMENTO DE VIAS OXIDATIVAS, INFLAMATORIAS E NEUROTROFICAS
NO EFEITO ANTIDEPRESSIVO DO CARVEDILOL EM MODELO DE DEPRESSAO
INDUZIDO POR ESTRESSE CRONICO IMPREVISIVEL

Tese apresentada ao Programa de Pos-
gradua¢do em Farmacologia do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Ceard
como parte dos requisitos para a obtencdo do
titulo de Doutora em Farmacologia. Area de

concentragdo: Neuropsicofarmacologia.

Orientadora: Profa. Dra. Silvania Maria

Mendes Vasconcelos

Fortaleza

2019



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicagdo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitdria
Gerada automaticamente pelo mddulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

S696¢ Sousa, Caren Nddia Soares de Sousa. . .

ENVOLVIMENTO DE VIAS OXIDATIVAS, INFLAMATORIAS E NEUROTROFICAS NO EFEITO
ANTIDEPRESSIVO DO CARVEDILOL EM MODELO DE DEPRESSAO INDUZIDO POR ESTRESSE
CRONICO IMPREVISIVEL / Caren Néddia Soares de Sousa Sousa. —2019.

153 f. : il. color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceard, Faculdade de Medicina, Programa de Pés-Graduacéo
em Farmacologia, Fortaleza, 2019.
Orientacdo: Profa. Dra. Silvania Maria Mendes Vasconcelos.

1. Depressdo. 2. Estresse cronico imprevisivel. 3. Carvedilol. 4. Estresse oxidativo. 5. Neuroinflamagao. I.
Titulo.
CDD 615.1




CAREN NADIA SOARES DE SOUSA

ENVOLVIMENTO DE VIAS OXIDATIVAS, INFLAMATORIAS E NEUROTROFICAS
NO EFEITO ANTIDEPRESSIVO DO CARVEDILOL EM MODELO DE DEPRESSAO

INDUZIDO POR ESTRESSE CRONICO IMPREVISIVEL

Tese apresentada ao Programa de Pos-

gradua¢do em Farmacologia da Universidade

Federal do Ceara como parte dos requisitos para

a obtencdo do titulo de
Farmacologia. Area  de

Neuropsicofarmacologia.

Aprovadaem: / /

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Silvania Maria Mendes Vasconcelos (Orientadora)

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Doutora em

concentracao:

Profa. Dra. Elaine Cristina Gavioli

Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN)

Prof. Dra. Marcia Calheiros Chaves Silva

Universidade Regional do Cariri (URCA)

Prof. Dra. Aline Santos Monte
Universidade Regional do Cariri (UNILAB)

Profa. Dra. Danielle Macédo Gaspar
Universidade Federal do Ceara (UFC)



Aos meus pais, Conceicao e Jacildo

Pelo exemplo didrio de humanidade,
perseveranga € amor.

A minha irma, Vladia

Pela cumplicidade e lealdade inabalaveis.

Ao meu namorado, Lucas

Pela paciéncia, cuidado e amor.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por iluminar o meu caminho, segurar a minha mao durante toda essa
jornada e guiar os meus passos até aqui.

Aos meus pais, Maria da Concei¢do e Jos¢ Jacildo, pelo incentivo e confianca
inabalaveis, pela paciéncia nos momentos em que estive ausente, pelo amor incondicional e,
principalmente, pelos principios tdo raros em nossa sociedade os quais aprendi, antes da vida
académica ou de qualquer outro convivio, com eles.

A minha irma, Carmen Vladia, pela paciéncia e solicitude nos momentos dificeis,
por ser tudo o que falta em mim, pelo exemplo de competéncia que ¢ no que faz e por se fazer
presente mesmo na auséncia ou nas agruras do dia a dia.

Ao meu namorado e médico exemplar, Lucas Meneses, pela dose diaria de
serenidade e paz que tdo gentilmente me ¢ dada. Pelo exemplo de competéncia,
responsabilidade e humanidade que ¢ para aqueles que lhe cercam e para aqueles que recebem
seus cuidados. Por todos os momentos em que sua paciéncia e confianca foram a minha
fortaleza, sou-lhe eternamente grata.

A Profa. Dra. Silvania Maria Mendes Vasconcelos, pela confianca creditada a mim
durante todos esses anos. Exemplo de profissional e fonte de inspiragdo diaria, tem sido sempre
uma amiga, uma mae e uma cientista incrivelmente inteligente. Agradeco enormemente todas
as oportunidades que me foram dadas.

Aos meus companheiros sempre presentes, Germana Vasconcelos, Abelardo
Moreira, Naiara Ximenes, Manuel Alves e Bruno Cavalcante, pelo aprendizado e convivio
diério, pela alegria e por todos os momentos que vocés dividiram comigo. Sou uma pessoa e
uma profissional muito melhor com todos vocés ao meu lado.

Ao time que sempre me ajudou durante o desenvolvimento do projeto e
compartilhou todos os momentos de alegria e dificuldades que a pesquisa proporciona. Ingridy
Medeiros, Germana Vasconcelos, Mauricio Cysne, Jamily Almeida e Gabriel Angelo, a minha
eterna gratiddo a vocés.

A todos os profissionais de apoio técnico, professores e neurocientistas do
Laboratorio de Neurofarmacologia pela colaboragdo diaria, pelos ensinamentos e solicitude.

A Universidade Federal do Ceard, por ter sido, durante os tltimos 10 anos, um lar
onde cultivei riquezas que nenhum outro lugar me proporcionaria: amizades, apoio e

conhecimento.



Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pelo

apoio financeiro fornecido durante toda a pesquisa.



“Os homens devem saber que do
cérebro, ¢ somente do cérebro,
derivam prazer, alegria, riso e
divertimento, assim como tristeza,
pena, dor e medo” (Hipocrates).



RESUMO

A depressao ¢ um transtorno psiquiatrico grave e incapacitante que atinge pessoas de todas as
classes socioecondmicas, etnias e idades. O estresse oxidativo, a neuroinflamagao e o déficit de
fatores neurotrdficos tem se destacado como justificativa para os sintomas e falha terapéutica
na depressdo. Baseado no pressuposto de que o carvedilol (CVD) apresenta propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias, objetivou-se avaliar os efeitos comportamentais e
neuroquimicos da administragdo repetida de CVD, no modelo de depressao, induzido por
estresse cronico imprevisivel (ECI). Para a indug¢do de depressao camundongos Swiss fémeas
(30-32¢g) foram submetidos, durante 21 dias, a diferentes estressores. Entre os dias 15 € 21 os
animais receberam CVD (5 ou 10 mg/Kg) ou desvenlafaxina (DVS 10 mg/Kg) por via oral. No
22° dia os animais foram submetidos aos seguintes testes comportamentais: campo aberto,
labirinto em cruz elevada, placa perfurada, suspensdao de cauda, borrifagem de sacarose,
interacdo social e labirinto em Y. Logo apods os testes comportamentais os animais foram
eutanasiados e as areas cerebrais cortex pré-frontal (CPF) e hipocampo (HC) foram dissecadas
para a avaliagdo do estresse oxidativo [mensuracdo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(malondialdeido — MDA), dosagem de glutationa reduzida (GSH) e de nitrito], da atividade de
mieloperoxidase (MPO), das concentracdes de citocinas (IL-4, IL-6 e IFN-y) e do Fator
Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF). No teste de campo aberto o ECI causou redugao
do niimero de travessias e aumento de rearing e grooming, enquanto todos os tratamentos
reverteram esse efeito. No teste labirinto em cruz elevada o ECI causou diminui¢do no nimero
de entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos e todos os tratamentos também
reverteram esse efeito. Além disso, o ECI provocou diminui¢do no nimero de mergulhos no
teste de placa perfurada, efeito que foi revertido por CVD5 e CVD10. O ECI provocou aumento
no tempo de imobilidade no teste de suspensdo da cauda, enquanto todos os tratamentos
reverteram esse efeito. No teste de borrifagem de sacarose ECI provocou aumento da laténcia
para grooming e diminui¢ao do numero grooming, enquanto CVD10 e DVS reverteram o efeito
observado na laténcia e CVDS5 e CVD10 reverteram o efeito sobre o numero de grooming. Além
disso, 0 ECI provocou redugao da interacdo social enquanto CVD5 e DVS conseguiram reverter
esse efeito. O ECI provocou ainda déficit cognitivo no teste de labirinto em Y que foi revertido
por DVS ou CVDI10. Na avaliagdo do estresse oxidativo o ECI provocou reducdo de GSH
apenas no hipocampo, enquanto DVS e CVD5 aumentaram esse marcador em CPF e HC e
CVDI10 exibiu esse efeito apenas no hipocampo. O ECI causou também um aumento nas
concentragdes de nitrito no CPF e HC e todos os tratamentos foram capazes de reverter esse
efeito em ambas as areas. Além disso, o ECI causou aumento nas concentragdes de MDA em
CPF e HC, enquanto apenas CVD10 reverteu esse efeito no CPF e CVD5 e CVD10 reverteram
esse efeito no HC. No que diz respeito a atividade enzimatica de MPO, o ECI aumentou o
parametro avaliado em CPF e HC, enquanto CVD5 e CVD10 reverteram esse efeito em CPF e
HC e DVS apenas no HC. Na avaliacdo de citocinas o ECI foi capaz de provocar reducao de
IL-4 no CPF e nenhum tratamento foi capaz de reverter esse efeito. Com relagdo a IL-6, DVS
e CVD causaram aumento das concentracdes de IL-6 em CPF e HC. O ECI causou aumento
nas concentracdes de IFN-y no CPF e apenas CVDI10 foi capaz de reverter esse efeito. No HC
o tratamento com DVS causou aumento nas concentracdes de IFN-y. Além disso, observou-se
reducdo nas concentracdes de BDNF no CPF e HC de animais submetidos ao ECI. No CPF
apenas CVDI10 foi capaz de reverter o efeito de ECI sobre BDNF enquanto CVD5 e CVDI10
reverteram esse efeito no HC. Em conjunto esses dados evidenciam que CVD apresenta efeito
antidepressivo provavelmente associado a a¢do antioxidante, anti-inflmatoria e neurotroéfica.

Palavras-chave: depressdo; estresse cronico imprevisivel; carvedilol; estresse oxidativo;
neuroinflamagdo; fator neurotréfico derivado do cérebro.



ABSTRACT

Involvement of oxidative, inflammatory and neurotrophic pathway in the antidepressive
effect of carvedilol in model of depression induced by chronic unpredictable stress

Depression is a severe and disabling psychiatric disorder that affects people of all
socioeconomic classes, ethnicities and ages. Oxidative stress, neuroinflammation and the deficit
of neurotrophic factors have been highlighted as justification for the symptoms and therapeutic
failure in depression. Based on assumption that carvedilol (CVD) present antioxidant and anti-
inflammatory properties, was proposed to evaluate the behavioral and neurochemical effects of
repeated CVD administration in the model of depression induced by chronic unpredictable
stress (CUS). For the induction of depression female Swiss mice (30-32g) were submitted,
during 21 days, to different stressors. Between days 15 and 21 the animals received either CVD
(5 or 10mg/kg) or desvenlafaxine (DVS 10mg/kg) orally. On the 22" day, the animals were
submitted to the following behavioral tests: open field, elevated plus maze, hole board, tail
suspension, splash, social interaction and Y-maze. Shortly after the behavioral tests, the animals
were euthanized and the cerebral areas of the prefrontal cortex (CPF) and hippocampus (HC)
were dissected for the evaluation of oxidative stress [measurement of thiobarbituric acid
reactive species (malondialdehyde - MDA), reduced glutathione (GSH) and nitrite],
myeloperoxidase activity (MPO), cytokine concentrations (IL-4, IL-6 and IFN-y) and Brain
Derived Neurotrophic Factor (BDNF). In the open field test, ECI caused a reduction in the
number of crossings and an increase in the number of rearing and grooming, while all treatments
were able to reverse this effect. In elevated plus maze, CUS caused a decrease in the number of
entries and length of stay in the open arms and all treatments also reversed this effect. In
addition, the CUS caused a decrease in the number of dips in the hole board, an effect that was
reversed by CVDS5 and CVD10. The CUS caused an increase in the immobility time in the tail
suspension test, while all treatments reversed this effect. In the splash test, CUS increased
latency for grooming and decreased the number of grooming, while CVD10 and DVS
treatments reversed the observed effect on latency and CVDS5 and CVDI10 reversed the
observed effect on the number of grooming. In addition, CUS caused a reduction in social
interaction, while CVD5 and DVS treatments were able to reverse this effect. CUS also caused
a cognitive deficit in the Y-maze test that was reversed by DVS or CVDI0. In the evaluation
of the oxidative stress parameters, the CUS caused reduction of GSH levels only in the
hippocampus, while the treatment with DVS and CVD5 increased this marker in PFC and HC
and CVDI10 exhibited this effect only in the HC. CUS also caused an increase in nitrite
concentrations in CPF and HC and all treatments were able to reverse this effect in PFC and
HC. In addition, CUS caused an increase in MDA concentrations in PFC and HC, whereas only
CVDI10 reversed this effect in CPF and DVS, CVD5 and CVDI10 reversed this effect in HC.
Regarding the MPO enzymatic activity, the CUS increased this parameter in both studied areas,
while CVD5 and CVDI10 reversed this effect in both areas and DVS only in HC. In the
evaluation of cytokines, ECI was able to cause IL-4 reduction in CPF and no treatment studied
was able to reverse this effect. About IL-6 levels, treatment with DVS or CVD increased
concentrations of this cytokine in both brain areas. CUS caused an increase in IFN-y
concentrations in CPF and only CVD10 was able to reverse this effect. In HC, treatment with
DVS caused an increase in IFN-y concentrations. Furthermore, it was observed a reduction of
BDNF concentration in CPF and HC of animals submitted to CUS. At CPF, only CVD10 was
able to reverse the effect of CUS on BDNF while CVD at both doses reversed this effect at HC.
Together these data show that CVD has an antidepressant effect probably associated with
antioxidant, anti-inflammatory and neurotrophic action.

Keywords: depression; chronic unpredictable stress; carvedilol; oxidative stress;
neuroinflammation; brain derived neurotrophic factor.
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1 INTRODUCAO

1.1 Contextualizacao historica

O entendimento de que a depressdo ¢ o “mal da atualidade” é muito frequente,
inclusive nos meios de informag¢do. Na ultima década do século XX foi chamada de “doenca
ou mal do século”, paradigma este que se estende e permanece arraigado até os dias de hoje
(GONCALVES; MACHADO, 2007).

Entretanto, descri¢cdes do que, hoje, chamamos de depressdao podem ser encontradas
em muitos documentos antigos, incluindo o Antigo Testamento, O Livro de Jo e a Iliada de
Homero, confirmando que esse transtorno tem sido um importante problema de saide desde
tempos longinquos (BAN, 2014).

A historia do conceito de depressao, tal como se conhece, teve seu inicio no século
XVII, mas sua origem remete a citacdes de uma condi¢do conhecida como melancolia que,
assim como hoje, era associado a uma causa fisiologica (GONCALVES; MACHADO, 2007;
MENDES; VIANA; BARA, 2015).

Na antiguidade, a pratica médica grega era baseada na teoria dos quatro humores,
que considerava o temperamento como consequéncia de quatro fluidos corporais (fleuma, bile
amarela, sangue e bile negra) e o desequilibrio desses fluidos como o causador das desordens
mentais (BERRIOS, 2012; GONCALVES; MACHADO, 2007; RAMADAM, 2006).

O nome bile negra (do grego, melano chole), foi o que etimologicamente originou
o termo melancolia, forma como era conhecida a depressdo na antiguidade. O estado
melancolico esteve, durante muito tempo, associado a um excesso de bile negra ou mesmo uma
intoxicacao do cérebro por essa substancia. Até¢ mesmo Hipdcrates, autor da teoria dos humores,
ainda no século V antes de Cristo, conhecia e definia a depressdo com a denominagdo de
melancolia — “uma afec¢@o sem febre, na qual o espirito triste permanece sem razdo fixado em
uma mesma ideia, constantemente abatido” (BERRIOS, 2012; GONCALVES; MACHADO,
2007; TEIXEIRA; HASHIMOTO, 2006).

Diante da teoria dos quatro humores e do imaginario mistico desse periodo, o
tratamento da depressdo na Idade Antiga era baseado em ervas, exercicios, agentes eméticos e
purgantes que tinham como objetivo eliminar o excesso de bile negra do organismo

(GONCALVES; MACHADO, 2007; SOUZA; LACERDA, 2013).
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Com o advento da Idade Média e a ascensdo do Cristianismo como forga politica e
religiosa do Estado, a maneira como as doengas mentais eram vistas foi completamente
modificada (SOUZA; LACERDA, 2013).

A depressdo, ainda denominada melancolia nesse periodo, era uma doenca
especialmente nociva e considerada um afastamento do sagrado. O tratamento consistia em
trabalho manual exaustivo, abandono e isolamento social. Durante o periodo da Inquisicao, a
melancolia foi considerada um pecado e algumas pessoas eram multadas ou aprisionadas por
carregarem esse “mal da alma, que ndo tinha cura” (GONCALVES; MACHADO, 2007;
SOUZA; LACERDA, 2013).

Os conceitos construidos durante a Idade das Trevas foram, aos poucos,
modificados entre os séculos XV e XIX. O movimento Renascentista retomou o racionalismo
cientifico dos filésofos gregos e, o que durante o periodo medieval era considerado pecado e
heranca do mal, passa a ser qualidade, caracteristica de um génio, glamour (SOUZA;
LACERDA, 2013).

Até o comego do século XVII, o debate sobre a melancolia permaneceu preso a
tradicdo dos quatro humores. Apenas no final do século XVII e inicio do século XVIII esse
cenario comega a se modificar. O termo depressdo foi utilizado pela primeira vez, em 1680,
para designar um estado de desanimo ou perda de interesse. Em 1750, Samuel Johnson
incorporou o termo ao dicionario (FERREIRA; GOELLNER, 2016)

Foi também nesse periodo, com a influéncia do [luminismo que surgiram as
primeiras teorias que ainda hoje sdo aceitas. William Cullen, médico escocés, afirmou que na
melancolia ocorreria uma alteragdo da funcdo nervosa e ndo dos humores, o que levaria a
incapacidade de associar as ideias e executar o julgamento (BERRIOS, 2012; SOUZA;
LACERDA, 2013).

Mesmo diante das mudangas e dos avangos acerca do entendimento da depressao,
durante a Idade Moderna, o tratamento ainda era rudimentar e, apesar de ja existirem hospitais
para abrigar os pacientes com doengas mentais desde a Idade Média, a loucura ainda era
associada a ociosidade e considerada um elemento perturbador da ordem moral e social. Dessa
forma, as pessoas que sofriam das formas mais graves eram submetidas a tratamentos
aterrorizantes, como causar dor fisica buscando distrair da dor da mente, afogamentos e
dispositivos que provocavam émese e sincopes (BERRIOS, 2012; DEL’OLMO; CERVI,
2018).

E também nessa época que surge o tratamento moral de Philippe Pinel e a

preocupacdo com a saide mental. Esquirol, discipulo de Pinel, proclama que a psiquiatria deve
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ser entendida como uma medicina mental e deve buscar seu entendimento na anatomia cerebral.
Atreladas a isso, descobertas nas diversas searas do conhecimento permitiram relacionar as
doengas mentais com a patologia organica do cérebro (FACCHINETTI, 2008; SILVA et al.,
2018).

Emil Kraepelin foi um dos primeiros a explicar biologicamente e classificar a
depressd@o. Em 1883, postulou que toda doenga mental era dotada de uma base bioquimica
interna e classificou a depressdo em trés categorias, da mais leve a mais grave (BAR; EBERT,
2010).

Com base nos conhecimentos difundidos de Kraepelin e no entendimento bioldgico
da depressdo, foram descobertos, na década de 50, os primeiros antidepressivos, ocasionando
um avango para o tratamento. Assim, os mecanismos de a¢do da terapéutica utilizada passam a
apresentar relacdo com os neurotransmissores (AGUIAR et al., 2011; LOO et al., 2004).

A partir do século XXI a depressdo passa a ser considerada uma doenca mental e ¢
catalogada na Classificagdo estatistica internacional de doencas e problemas relacionados com
a saude (CID-10) e no Manual diagnostico e estatistico dos transtornos mentais (DSM),
recebendo abordagens cientificas (CAMPOS; DE OLIVEIRA CAMPOS; SANCHES, 2010).

Curioso observar que apds tantos séculos a assisténcia ainda esta atrelada a
principios ditados por Hipocrates. Logicamente, muito se tem avancado desde entdo, porém,
mesmo com toda a tecnologia da qual se dispde, ainda ndo foi elucidado o mecanismo
fisiopatologico exato da depressdo. Além disso, o avango no conhecimento nio foi capaz de
extinguir o preconceito que a doenca arrasta através dos séculos (HIRATA, 2015; MOREIRA;
TELLES, 2017). O estigma ainda ¢ pungente e por vezes ainda ¢ possivel presenciar frases que
lembram a Idade Média, conduzindo uma crenca de que ha um longo caminho ndo s6 para o
entendimento completo da depressao e seu tratamento, mas também para transformacgdes socio-

politicas e culturais.

1.2 Aspectos epidemiologicos

A depressao ¢ um importante problema de satide publica que tem se destacado por
sua crescente incidéncia em meio a populagdo. Trata-se de um distirbio do humor incapacitante
que afeta negativamente os sentimentos, pensamentos e atitudes das pessoas. Associada a
sintomas como o profundo sentimento de tristeza ou uma acentuada perda de interesse e prazer

nas atividades, os transtornos depressivos foram estimados como a terceira principal causa de
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incapacidade em todo o mundo (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013; FRIED
et al., 2016).

Além disso, podem ocorrer ainda perdas ou ganhos de peso ndo relacionados a
dieta, alteracdes no apetite, insonia ou sono excessivo, fadiga, inquietagdo ou irritabilidade,
sentimentos de inutilidade ou culpa inadequados, dificuldade de pensar, concentrar-se ou tomar
decisdes e ainda pensamentos e/ou tentativas de suicidio (FRIED et al., 2016; KESSLER, 2003,
2012; PARK; ZARATE, 2019).

O transtorno depressivo apresenta-se como uma condi¢do heterogénea que esta
associada a variagdes na apresentacdo clinica e ampla constelagdo de sintomas, sendo muitas
vezes associada a um maior risco de desenvolvimento de doengas graves. Estudos mostram que
pessoas com depressdo apresentam um maior risco de desenvolverem disturbios
cardiovasculares de 1,5 a 2 vezes (DHAR; BARTON, 2016; VAN DER KOOQY et al., 2007),
doenca de Alzheimer de 2,1 vezes (GREEN et al., 2003; SANTOS; BECKMAN; FERREIRA,
2016), epilepsia de 3 a 7 vezes (MULA, 2017) e cancer em 1,3 a 1,8 vezes (JIA et al., 2017;
SMITH, 2015) em relag@o as pessoas que ndo apresentam o transtorno.

Além disso, a depressdo estd relacionada ao desenvolvimento de ideacdo suicida,
estando 50% dos casos associados ao diagndstico de transtornos depressivos. Apesar do
tratamento, a incidéncia de suicidio ¢ crescente, ocupando o 2° lugar como causa de morte de
pessoas entre 19 e 25 anos em todo o mundo e o 10° lugar dentre as causas de morte nos Estados
Unidos (PARK; ZARATE, 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Mundialmente, mais de 300 milhdes de pessoas sofrem de depressdo, sendo 10%
destas brasileiras. Além disso, a depressdo apresenta uma prevaléncia média de 8,2% na
populacao geral e maior frequéncia entre mulheres com idade entre 15 e 29 anos, sendo menos
prevalente nos individuos com idade de 50 anos ou mais (FOUNTOULAKIS, 2010; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2018). O transtorno depressivo ¢ responsavel por 10% das
doencas ndo fatais em todo o mundo e, juntamente com a ansiedade, causa um onus de cerca
de 1 trilhdo de dolares por ano a economia mundial (JAMISON et al., 2015).

Estima-se que 340 milhdes de pessoas em todo o mundo viverdo um episodio
depressivo no curso da vida e que em 2020 serd a segunda maior causa de diminui¢do na
qualidade de vida das pessoas, apds as doengas cardiovasculares (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014).
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1.3 Fisiopatologia da depressiao

A depressao tem sido motivo de ampla discussdo cientifica ao longo dos séculos e,
embora a etiologia ainda ndo seja completamente elucidada, muitas teorias tém sido propostas
na tentativa de explicar a patogénese da depressdo, inclusive abrangendo uma interagdo de
diferentes fatores biologicos, sociais e psicologicos (KUPFERBERG; BICKS; HASLER, 2016;
LOPRESTI; HOOD; DRUMMOND, 2013).

Dentre as hipdteses consideradas como mecanismos fisiopatologicos do transtorno
depressivo podemos citar a deficiéncia de monoaminas (FERRARI; VILLA, 2017; NUTT,
2008), alteracdes na neutrotransmissdo glutamatérgica e gabaérgica (GERHARD; WOHLEB;
DUMAN, 2016; LENER et al., 2017, PABBA; SIBILLE, 2015; YIN et al, 2016), a
predisposicao genética (MCCQOY et al., 2017), a influéncia de fatores ambientais (BONDY;
ZILL,2004; LESCH, 2004; LOHOFF; FERRARO, 2010; LOPIZZO et al., 2015), as altera¢des
de fatores neurotroficos e de seus receptores (BUTTENSCHON et al., 2015; WOOK KOO et
al., 2016; ZHANG; YAO; HASHIMOTO, 2016), o estresse ¢ a disfun¢do do eixo hipotdlamo-
hipofise-adrenal (CARROLL et al., 2007; KELLER et al., 2016), altera¢des na via do 6xido
nitrico (BARANYT et al., 2015; BRUENIG et al., 2017; DHIR; KULKARNI, 2011), a
neuroinflama¢do (BRITES; FERNANDES, 2015; JEON; KIM, 2016; MAES et al., 2009) e o
estresse oxidativo (BLACK et al., 2015; MOYLAN et al., 2014).

Figura 1 — Mecanismos fisiopatoldgicos da depressao

Alteragdes de
neurotransmissor
es

Fatores
ambientais e
genéticos

Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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Nessa perspectiva objetivamos investigar os efeitos do estresse cronico
imprevisivel sobre o dano oxidativo, neuroinflamacao e alteragdes neurotréficas diante de uma

terapia alternativa para o tratamento da depressao.

1.3.1 Neurotransmissdo no transtorno depressivo

Virias regides e circuitos cerebrais modulam as emogdes, recompensa e fungdes
executivas, as quais estdo envolvidas na depressdo e na acdo dos antidepressivos (BERTON;
NESTLER, 2006), conforme demonstrado na Figura 2. Dentre estas estruturas o cortex pré-
frontal e hipocampo tem um importante papel no contexto da depressao (TOZZI et al., 2016).

O cortex pré-frontal, uma das areas do cérebro mais estudadas na biologia da
depressdo, esta associado a fungdes importantes, como a resolucdo de problemas, analise,
controle de impulsos, motivagdo, atencao seletiva, controle de emo¢ao e memoria de trabalho
(CAletal.,2013; LIUetal.,2017; MILLER; COHEN, 2001). Estudos mostram que a depressao
evolui clinicamente com uma reducao no tamanho do cortex pré-frontal, alteragdes na atividade,
plasticidade neuronal e hemodinamica (KOENIGS; GRAFMAN, 2009; LIU et al., 2017;
SINGH; GOTLIB, 2014), corroborando a importancia dessa area na fisiopatologia do
transtorno. Assim, alteragdes nessa area sao frequentemente associadas a perda de concentracao
e atencdo, compulsdo, déficits cognitivos e ideagdo suicida (LIU et al., 2017; MILLER;
COHEN, 2001; YOUNG et al., 2016a).

O hipocampo, por outro lado, ¢ uma area do cérebro que estd intimamente associada
com sintomas como apatia, perda de interesse, alteracdes do sono, alteragdes no peso/apetite e
déficit de memoria, vistos em muitos pacientes deprimidos (JAYAWEERA et al., 2015; LIU et
al., 2017). Além disso, evidéncias mostram que o hipocampo ¢ estritamente ligado a regulacao
do eixo HHA por apresentar expressdo densa de receptores de glicocorticdides responsaveis

pelo controle de feedback negativo (LIU et al., 2017; STERNER; KALYNCHUK, 2010).
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Figura 2. Areas cerebrais envolvidas na depressao

Cortex pré-frontal

Hipocampo

Fonte: elaborada pelo proprio autor.

Dada a importancia do cortex pré-frontal e do hipocampo na fisiopatologia da
depressdo e desenvolvimento de sintomas de pacientes com esse transtorno, essas areas

cerebrais se apresentam como regides chaves para possivel alvos terapéuticos.

1.3.2 Estresse e alteracdo do eixo hipotilamo-hipdfise-adrenal

Um dos fatores etiologicos mais investigados na fisiopatologia da depressdo ¢ a
liberagdo excessiva de glicocorticoides. Os glicocorticoides regulam a neurogénese, o tamanho
do hipocampo, a aquisicdo de novas memorias e a resposta emocional ao estresse (DE
QUERVAIN; SCHWABE; ROOZENDAAL, 2016; HERBERT et al., 2006; ODAKA;
ADACHI; NUMAKAWA, 2017; SZESZKO; LEHRNER; YEHUDA, 2018). Contudo, o seu
excesso desempenha um importante papel na fisiopatologia da depressdo causando diversos
danos ao organismo. Se produzidos de maneira exacerbada, os glicocorticoides podem reduzir
a neurogénese (ODAKA; ADACHI; NUMAKAWA, 2017), causar morte dos neurénios do
hipocampo por apoptose (CROCHEMORE et al., 2005; ODAKA; ADACHI; NUMAKAWA,
2017) e aumentar a vulnerabilidade dos neurdnios a diversas toxinas, como as espécies reativas

de oxigéncio (EROs) (BEHL et al., 1997; VYAS et al., 2016).
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Estudos nos ultimos anos tem demonstrado uma forte relagdo entre estresse,
doengas psiquidtricas e o Eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA) (BELVEDERI MURRI et
al., 2016; KELLER et al., 2016; ZORN et al., 2017). O estresse, definido como uma condigao
ou estimulo que altera a homeostase do corpo, pode ou nao causar danos significativos ao
organismo. Um aumento transitério na secre¢do de cortisol, como ocorre no estresse agudo,
suprime o sistema imunologico, altera o metabolismo para um estado catabodlico, aumenta os
niveis energéticos, aguga a cogni¢do e pode aumentar a confianga. Entretanto, uma exposi¢ao
cronica ao estresse pode contribuir para o aparecimento dos sintomas da depressao (KANDEL;
HYMAN; COHEN, 2014; MCEWEN; SAPOLSKY, 1995; SAPOLSKY, 2000).

Uma das principais consequéncias da exposi¢do ao estresse ¢ a ativagdo do eixo
HHA. Essa ativagdo induz a liberacdo do fator liberador de corticotrofina (CRH) a partir do
hipotalamo, que por sua vez, ativa a secrecdo de hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) pela
hipofise. Finalmente, o ACTH estimula a secre¢ao dos glicocorticoides (cortisol em humanos
e corticosterona em roedores) a partir do cortex adrenal, bem como a liberacao de catecolaminas
e citocinas (KELLER et al., 2016; PARIANTE et al., 2003; SILVERMAN; STERNBERG,
2012).

Mecanismos de retroalimentacao dentro do eixo HHA normalmente permitem que
o cortisol ou glicocorticoides administrados exogenamente inibam a secre¢do hormonal
excessiva. Em cerca de 50% das pessoas com depressdao maior, esse sistema de retroalimentagao
estd comprometido ¢ o eixo HHA torna-se resistente a supressdo, mesmo por potentes
glicocorticoides sintéticos, como a dexametasona (KANDEL; HYMAN; COHEN, 2014;
PARIANTE, 2017).

Além dos mecanismos de retroalimentagdo negativa do proprio eixo HHA, a
secre¢do hipotalamica de CRH ¢ controlada por uma via excitatoria da amigdala e por uma via
inibitéria hipocampal. Ja estd documentado na literatura que uma hiperexcitabilidade da
amigdala, como ocorre nos casos de ansiedade, pode causar desregulacdo do eixo HHA,
culminando com altos niveis de cortisol (BARRY et al., 2017; PAGLIACCIO et al., 2015).
Além disso, danos hipocampais podem conduzir um ciclo vicioso, uma vez que a perda do
controle inibitdrio da secre¢do do CRH pode resultar em uma maior secre¢@o de cortisol. Assim,
a redugdo hipocampal observada em pacientes com depressdao pode explicar, pelo menos em

parte, a resisténcia do eixo HHA a supressdo (HERMAN et al., 2016).
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Figura 3 — Eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
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Fonte: Zuardi (2013). HHA — Eixo hipotalamo-hip6fise-adrenal;, CRH — Horménio liberador de corticotrofina;

ACTH — Hormonio adrenocorticotréfico.

De fato, varias evidéncias clinicas confirmam a relagdo da hiperfungdo do eixo
HHA e a depressdo. Cerca de metade de todos os pacientes com transtorno depressivo exibem
hipercortisolemia e apresentam auséncia da liberagdo pulsatil do cortisol que podem ser
revertidos por tratamento com antidepressivos (STERNER; KALYNCHUK, 2010). Também
foram observados aumento dos niveis de CRH em liquido cefalorraquidiano, aumento do
cortisol livre urindrio e diminui¢do da supressdo do cortisol por dexametasona em pacientes
com depressdo (AL SHWEIKI et al., 2017; JURUENA; CLEARE; YOUNG, 2018; NESTLER
et al., 2002; SOUTHWICK; VYTHILINGAM; CHARNEY, 2005).
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Além disso, em estudos do nosso grupo, a administragdo cronica de corticosterona
em camundongos acarretou um comportamento do tipo depressivo associado ao aumento do
estresse oxidativo em areas cerebrais, redugdo de fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) e aumento dos niveis de acetilcolinesterase, corroborando os achados clinicos ¢ a teoria
da disfun¢do do eixo HHA (OLDEHINKEL et al., 2001; SILVA et al., 2013a, 2016; SOUSA
etal., 2015).

Todas essas evidéncias indicam um papel fundamental da disfun¢do do eixo HHA
e dos niveis elevados de glicocorticdides na patogénese da depressdo, sugerindo que estes

podem ser um alvo para as drogas antidepressivas (KUMAR; KUHAD; CHOPRA, 2011).

1.3.3 Estresse oxidativo

O cérebro ¢ particularmente vulneravel ao estresse oxidativo por ser um 6rgao com
metabolismo bastante elevado, com alto consumo de oxigénio e adenosina trifosfato (ATP),
além de conter aminoacidos excitatdrios e neurotransmissores cujo metabolismo produz
espécies reativas ao oxigénio e outros oxidantes (SALIM, 2016). O escape de elétrons da cadeia
transportadora associado a moléculas de oxigénio leva a formacdo de espécies reativas ao
oxigénio (EROs), que por sua vez atacam a mitocondria, estrutura de extrema importancia para
o metabolismo celular neuronal, levando a danos irreparaveis ao sistema nervoso central (SNC)
(PATEL, 2016).

Assim, varias doengas do SNC estdo associadas ao dano oxidativo e apresentam
esse componente como um dos fatores etioldégicos (PATEL, 2016). Doencas neuropsiquiatricas
e neurodegenerativas como a depressdo, estdo associadas a uma producdo exacerbada de
radicais livres por diferentes processos bioquimicos (DIAS; JUNN; MOURADIAN, 2013; KIM
etal., 2015; NG et al., 2008; WU; XU; SONG, 2014). Achados de estudos clinicos corroboram
essa ideia ao mostrar que pessoas com depressao apresentam altos niveis de peroxido no plasma
na fase aguda da doenga (LINDQVIST et al., 2017; LIU et al., 2015; MAES et al., 2009).

A oxidagao ¢ um processo fundamental da vida aerdbica e do metabolismo celular.
As células estdo em constante producdo de radicais livres, principalmente sobre a forma de
espécies reativas do oxigénio (EROs) e do nitrogénio (ERNs). Para manuten¢ao do equilibrio,
o excesso de radicais livres ¢ removido por agentes antioxidantes que podem ser enzimas ou
moléculas ndao enzimaticas (SIES, 2015).

Os antioxidantes sdo substancias capazes de promover a regeneragdo do substrato

oxidavel ou até mesmo evitar de forma significativa a oxidacdo deste substrato. Dentre os
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antioxidantes enzimaticos podemos citar a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a
glutationa peroxidase (GPH-Px), glutationa redutase (GPH-R) e dentre os ndo enzimaticos
encontram-se a glutationa reduzida (GSH), a-tocoferol (vitamina E), acido ascorbico (vitamina
C), carotendides, flavondides e o 4cido lipdico (MIRONCZUK-CHODAKOWSKA;
WITKOWSKA; ZUJKO, 2018; PISOSCHI; POP, 2015). Em situa¢des em que a produgdo de
radicais ¢ maior que a capacidade antioxidante ha estresse oxidativo, condicdo deletéria a
diversas células do SNC.

Os principais alvos das EROs e ERNs incluem DNA, lipideos, proteinas e agucares.
A preferéncia pelo alvo vai depender de fatores tais como, o local onde a espécie reativa ¢
gerada, a habilidade relativa de uma biomolécula ser oxidada e a disponibilidade de ions

metalicos associados a essa biomolécula (BHAT et al., 2015).

Figura 4 — Representagao esquematica do desbalango oxidativo.

Agentes Agentes
antioxidantes oxidantes

Fonte: elaborada pelo proprio autor. A figura apresenta o desbalanco oxidativo, situagao em que ha maior produgio
de substancias oxidantes que antioxidantes, provocando o estresse oxidativo. SOD — superdxido dismutase; GSH
— glutationa reduzida; GPH-Px - glutationa peroxidase; GPH-R - glutationa redutase; O - superoxido; OH™ -
radical hidroxila, ONOO" - peroxinitrito; H2O> — peréxido de hidrogénio.

Outro importante fator que torna o SNC mais susceptivel ao estresse oxidativo € o

desequilibrio na producdo de glutamato. O acumulo de glutamato ativa receptores do tipo
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NMDA que promove uma superativacdo das enzimas fosfolipase Az e 6xido nitrico sintase
neuronal (NOSn). A acdo dessas enzimas aumenta a producdo de 6xido nitrico (NO) que, em
excesso, acarreta a formacdo de peroxinitrito, um radical bastante lesivo as células
(CHAMORRO et al., 2016).

O Oxido Nitrico (NO) ¢ sintetizado por um grupo de enzimas denominadas 6xido
nitrico sintases (NOS). No cérebro, a 6xido nitrico sintase neuronal (NOSn) ¢ encontrada no
hipocampo, hipotdlamo e no nucleo dorsal da rafe, areas cerebrais que estdo associadas com
estresse e depressao (LIND et al., 2017).

O NO ¢ considerado um importante neurotransmissor envolvido na fisiopatologia
de muitos transtornos neuropsiquidtricos tais como epilepsia, esquizofrenia, ansiedade e
depressdo. E um mensageiro quimico que possui capacidade de se difundir livremente através
das membranas celulares e, ao contrario de outros neurotransmissores classicos, esta molécula
ndo ¢ armazenada em vesiculas sinapticas e, portanto, ndo liberada por processo de exocitose
(LIND et al., 2017). Apesar da sua meia vida muito curta (3-6 s), o NO desempenha um papel
importante nos processos fisioldgicos do corpo. No cérebro, o NO tem sido implicado na
neurotransmissdo, plasticidade sinaptica, regulagdo da expressdo génica, modulacdo de
comportamentos sexuais e agressivos, aprendizagem, percep¢ao da dor e na fisiopatologia da
depressdao (GARTHWAITE, 2019). Estudos clinicos e pré-clinicos corroboram a importancia
desse neurotransmissor na fisiopatologia da depressdo ao mostrar que alteracdes na
neurotransmissao nitrérgica estdo associadas a sintomas depressivos (BARANYTI et al., 2015;
KUDLOW et al., 2016; LIEBENBERG; JOCA; WEGENER, 2015; SOLEDAD CEPEDA;
STANG; MAKADIA, 2016).

Outro mecanismo responsavel pela produciao de radicais livres ¢ a atividade da
mieloperoxidase (MPO). A MPO ¢ uma enzima expressa em células cerebrais e imunes,
principalmente em microglias e polimorfonucleares, que desempenha um papel importante na
regulacdo de processos inflamatorios e causa dano oxidativo (RAY; KATYAL, 2016;
TALAROWSKA; SZEMRAJ; GALECKI, 2015). A ativacdo da MPO resulta na producao de
acido hipocloroso e outros oxidantes toxicos ao cérebro. Corroborando essa ideia, estudos
apontam que a atividade e a expressao génica dessa enzima esta aumentada em pacientes com
depressdo, sugerindo o seu envolvimento na neurodegeneracdo e fisiopatologia da depressao
(RAY; KATYAL,2016; SELEK etal., 2015; TALAROWSKA; SZEMRAJ; GALECKI, 2015).

A producdo exagerada de EROs além de gerar estresse oxidativo estimula a
produgdo de citocinas inflamatorias, com ativacao de neutréfilos, macrofagos e outras células

do sistema imunoldgico. A ativagdo de macrofagos leva a secre¢do de glutamato que promove
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um aumento no metabolismo do 4cido araquidonico com consequente producdo de mais
radicais livres (GALECKI; TALAROWSKA, 2018; MAES et al., 2009).

Assim, sugere-se que a depressdo seja um transtorno pertinente as doengas
neurodegenerativas, haja visto que o processo inflamatoério e o estresse oxidativo culminam

com lesdes as estruturas essenciais a manutencao da vida celular, resultando em apoptose.

1.3.4 Neuroinflamacdo

O sistema imunolégico desempenha um papel essencial na manutencdo da
homeostase e na resposta a infeccdes e lesdes. Apesar de alguns estimulos inflamatérios
induzirem efeitos benéficos como fagocitose, apoptose, inflamagdo e reparacdo tecidual, a
inflamacdo cronica pode resultar na producdo de fatores neurotdxicos que agravam outras
comorbidades (BAUMEISTER; CIUFOLINI; MONDELLI, 2016; BLOCK; ZECCA; HONG,
2007; BYRNE; WHITTLE; ALLEN, 2016; CORPS; ROTH; MCGAVERN, 2015; MILLER;
RAISON, 2015; SOFRONIEW, 2015). Corroborando essa ideia, hd evidéncias do papel
importante das citocinas no desenvolvimento de doencas neurodegenerativas e
neuropsiquiatricas tais como doenca de Parkinson, Alzheimer, esquizofrenia e depressao
(HEPPNER; RANSOHOFF; BECHER, 2015; JOSHI; SINGH, 2018; MILLER; RAISON,
2016; MULLER et al., 2015).

Nesse contexto, Smith (1991) foi um dos primeiros pesquisadores que sugeriu que
as citocinas exerciam um importante papel na fisiopatologia da depressdo, propondo a “teoria
dos macréfagos na depressdao”. Segundo esta teoria, pessoas com depressdo grave apresentam
um aumento nos niveis de marcadores inflamatorios no sangue e essas citocinas pro-
inflamatorias, além de serem responsaveis por esta fase de reacdo aguda, também causam
hiperatividade do eixo HHA e alteragcdo do metabolismo da serotonina (HAASE; BROWN,
2015; PARIANTE, 2017; SMITH, 1991).

Estudos recentes corroboram essa ideia afirmando que a depressao ¢ caracterizada
por uma resposta inflamatdria com ativagdo monocitica e linfocitica, aumento na produgdo de
interleucina-1p (IL-1p), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-a (TNFa), interleucina-
2 (IL-2) e interferon-y (INF-y) (HODES; MENARD; RUSSO, 2016; MIHAILOVA et al., 2016;
UINT etal., 2019; YOUNG et al., 2016b). Além disso, ha também diminuigao de citocinas anti-
inflamatorias como interleucina-4 (IL-4) e fator de crescimento transformador-B1 (TGF-1)
sugerindo que a depressdo estd associada a um desequilibrio imunologico (LEE; KIM, 2006;

TYNAN et al., 2010).
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Esse desbalancgo contribui diretamente para uma hiperatividade do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal e redugdo nos niveis de serotonina. A deplecdo dos niveis de serotonina pode
ser um dos fatores responsaveis pelo desenvolvimento da depressdo, visto que essa € uma das
monoaminas mais importantes na fisiopatologia da depressao (HAASE; BROWN, 2015;
MAES et al., 2009). Além disso, a ativacdo microglial leva a secre¢do de glutamato,
responsavel pela producdo de radicais livres e excitotocicidade (SANACORA; TRECCANI;
POPOLI, 2012; SERAFINI; AMORE; RIHMER, 2015).

Figura 5 — Mecanismos de neuroinflamacao.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor. IL-1p - interleucina-1; IL-6 - interleucina-6; TNFa - fator de necrose

tumoral-a; IL-2 - interleucina-2; INF-y - interferon-y; IL-4 - interleucina-4; TGF-B1 - fator de crescimento

transformador-f1; SHT — serotonina.

Evidéncias pré-clinicas e clinicas tém demonstrado que administragdo de citocinas
pro-inflamatoérias induzem sinais e sintomas semelhantes a depressdo (FELGER; LOTRICH,
2013; LUetal., 2017; MILLER; MALETIC; RAISON, 2010; NADEEM et al., 2017). Pesquisa
em seres humanos corroboram essa ideia ao mostrar que o tratamento com IFN-a e

administracao periférica de IL-6 promove um aumento dos sintomas depressivos em pacientes



34

com o transtorno (WICHERS; MAES, 2002). Um outro estudo clinico mostra ainda que pessoas
com depressao grave apresentam um aumento de marcadores inflamatorios no sangue que sao
capazes de interagir com praticamente todos os dominios fisiopatologicos da depressdo,
incluindo o metabolismo de neurotransmissores, funcdo neuroendocrina e plasticidade neural
(MILLER; MALETIC; RAISON, 2009).

Com base no exposto a depressdo apresenta-se como um transtorno associado a um
processo inflamatorio que acarreta desequilibrio na homeostase do sistema imunoldgico,

ocasionando importantes danos a estruturas cerebrais.

1.3.5 Déficit neurotroéfico

Dentre as diversas teorias existentes para explicar a fisiopatologia da depressao,
tem se postulado que a reducdo de neurotrofinas em areas cerebrais também pode ser um dos
mecanismos fisiopatoldgicos desse transtorno (DUMAN, 2004; LEVY et al., 2018).

As neurotrofinas sdo proteinas homodiméricas reguladoras da neurogénese,
crescimento, diferenciacdo e plasticidade da rede neuronal, morte celular, migra¢do e
diferenciagdo fenotipica, estando associadas ainda a inflamacdo e desmielinizagdo autoimune
(DWIVEDI, 2009, 2013; PALLAVI et al., 2013).

Em 1953 foi identificada a primeira neurotrofina, o Fator de crescimento do nervo
(do inglés, Nerve Growth Factor — NGF). Esta descoberta ampliou o horizonte da neurobiologia
para a identificagdo e elucidacdo dos aspectos moleculares envolvidos na fisiopatologia dos
distirbios neurologicos (COHEN; LEVI-MONTALCINI, 1957).

Quase trés décadas apds a descoberta do NGF, foi isolada em 1982, em neur6nios
de porcos, uma outra neurotrofina nomeada de Fator neurotroéfico derivado do cérebro (do
inglés, Brain-derived Neurotrophic Factor — BDNF). Desde entdo, quatro outros membros da
familia das neurotrofinas foram identificados: Neurotrofina-3, Neurotrofina-4/5, Neurotrofina-
6 e Neurotrofina-7 (BOTHWELL, 2014; GOTZ et al, 1994; L. NETO et al., 2011;
MAISONPIERRE et al., 1990; NILSSON et al., 1998).

O BDNF ¢ o mais extensamente estudado membro da familia das neurotrofinas,
sendo considerado a principal neurotrofina do cérebro. E largamente produzido pelas células
da glia e pelos nticleos neuronais e, em menor quantidade, por células endoteliais, leucdcitos e
células satélites de musculo esquelético, sendo amplamente encontrado no hipocampo,

neocortex, amigdala e cerebelo
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Figura 6 — Estrutura molecular do fator neurotrofico derivado do cérebro

Fonte: RCSB protein data bank (2019). A. Representacdo esquematica das subunidades do BDNF. B.

Representagdo esquematica segundo a estrutura secundaria do BDNF.

As neurotrofinas, em especial o BDNF, parecem estar implicadas na base
fisiopatologica de diversas doencas neurodegenerativas e psiquidtricas, sendo caracterizado
como um biomarcador de varios distirbios do humor e como alvo molecular chave no
desenvolvimento de firmacos para tratamento de distirbios neurologicos (GERAL;
ANGELOVA; LESIEUR, 2013; PLUCHINO et al., 2013).

A expressao de BDNF no sistema nervoso central ¢ modificada por varios tipos de
insultos cerebrais (estresse, isquemia, convulsdo, hipoglicemia etc.) e alteragdes nesta
expressdo podem contribuir para algumas patologias como depressdo, doenca de Alzheimer e
doenca de Parkinson (AUTRY; MONTEGGIA, 2012; JEANNETEAU; CHAO, 2013;
ZUCCATO; CATTANEO, 2009).

De acordo com a hipotese neurotrofica da depressao, o estresse ¢ um dos principais
fatores associados a redu¢do da atividade do BDNF, o que resulta na diminui¢ao da fungao das
regides limbicas do cérebro envolvidas no processamento de emogdes e cogni¢cdo (CAO et al.,
2016; FILHO et al., 2015; HUANG et al., 2018; MOLTENI et al., 2016; PENG et al., 2018).

Além disso, estudos sugerem que a resisténcia a farmacoterapia da depressao esta
associada a um polimorfismo genético de substitui¢io Val®®Met no gene do BDNF
(BJORKHOLM; MONTEGGIA, 2016; EGAN et al., 2003; EL-HAGE et al., 2015; YOUSSEF
et al,, 2018) e que o estresse pode estar relacionado a expressdo do alelo Met desse
polimorfismo (HOSANG et al., 2014). Esse alelo tem sido associado a reducdo da atividade do
BDNF (EGAN et al., 2003; YOUSSEEF et al., 2018), prejuizo de memoria (DE AZEREDO et
al., 2017; EGAN et al., 2003), tamanho hipocampal (MORI; CABALLERO, 2010), ansiedade
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(MOREIRA et al., 2015), depressdo (ZHAO et al., 2017) e ideacdo suicida (PREGELJ et al.,
2011; YOUSSEEF et al., 2018). Individuos com pelo menos um alelo Met e risco elevado de
transtornos afetivos, apresenta niveis elevados de cortisol a noite, sugerindo uma alteragdo do
eixo HHA e predisposicdo a resposta mal adaptada ao estresse (NOTARAS et al., 2017;
VINBERG et al., 2009; YU et al., 2012).

Assim, o BDNF ¢ apontado como um marcador preditivo relacionado a eficacia ou
falha terapéutica, podendo ser utilizado como marcador de sucesso do tratamento (FRODL,
2017; POLYAKOVA et al., 2015). Além disso, terapias capazes de promover o aumento dos
niveis de BDNF alcan¢am remissao dos sintomas depressivos em pacientes com transtorno de
depressdo resistentes a terapia (BILGEN et al., 2014; BUMB et al., 2014; HU et al., 2010;
SALEHI et al., 2014).

Vale ainda salientar que ha evidéncias de uma interagao positiva e reciproca entre
a expressdo do BDNF e 5HT, o principal neurotransmissor implicado na hipotese das
monoaminas (MATTSON; MAUDSLEY; MARTIN, 2004; POPOVA; ILCHIBAEVA;
NAUMENKO, 2017). A ativagdo de receptores de serotonina tem efeitos protetores neuronais
através da ativacdo do CREB (proteina ligada ao fator de transcricdo do monofosfato de 3°,5’-
adenosina ciclico — AMPc), levando a expressao de BDNF (POPOVA; NAUMENKO, 2019).
De maneira reciproca, o aumento dos niveis de BDNF aumenta o fen6tipo serotoninérgico dos
neurdnios dos nticleos da rafe, a fonte de entrada de SHT no hipocampo (ADACHI et al., 2017;
MARTINOWICH; LU, 2008).

Assim, além de se mostrar como integrador de fatores etioldgicos da depressao, o
BDNF configura-se como uma ferramenta inovadora para a compreensdo dos mecanismos

fisiopatologicos e alvo a ser explorado no desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas.

1.4 Doenca cardiovascular e depressao

A depressdo ¢ altamente prevalente em pacientes com doencas cardiovasculares,
estando associada a um pior progndstico cardiovascular e a maiores custos ao sistema de saude
(COHEN; EDMONDSON; KRONISH, 2015; PENNINX, 2017).

Estima-se que um em cada cinco pacientes com doenga arterial coronariana (DAC)
ou insuficiéncia cardiaca (IC) tenha depressao, uma prevaléncia 3 vezes maior que na populacao
geral (LANE et al., 2002; RUO et al., 2003; RUTLEDGE et al., 2006). Em pacientes que
sofreram acidente vascular encefalico (AVE) essa proporcao ¢ ainda mais preocupante: 1 em

cada 3 pacientes apresenta depressdo apds o AVE (HACKETT; ANDERSON, 2005). Além
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disso, estudos mostram que pacientes com doencas cardiovasculares associadas a depressao
tém maior probabilidade de apresentar limitagdes fisicas, baixa qualidade de vida, eventos
cardiovasculares recorrentes, além de maior taxa de mortalidade (BARTOLI et al., 2013;
GOTTLIEB et al., 2009; JIANG et al., 2001; NICHOLSON; KUPER; HEMINGWAY, 2006;
RUO et al., 2003). Além disso, os efeitos cardiotoxicos dos sintomas depressivos tém sido
relatados por pesquisadores de todo o mundo e, apesar da melhora continua das intervengdes
cardiovasculares, ainda sdo frequentemente observados (MEIJER et al., 2011).

Por serem ambas, depressao e doenga cardiovascular, de etiologia multifatorial,
tanto 0os mecanismos comportamentais quanto os bioldgicos tem sido explorados como vias
potenciais de associagdo entre as duas patologias. Com relagdo aos fatores comportamentais, a
depressao tem sido associada a redu¢do dos comportamentos de autocuidado e favoraveis saude
como a falta de adesdo ao tratamento, sedentarismo e tabagismo, podendo esses fatores estarem
relacionados a associacdo de risco entre depressdo e doenca cardiovascular além de um pior
prognostico (BAUTISTA etal., 2012; COHEN; EDMONDSON; KRONISH, 2015; KRONISH
et al., 2006; PENNINX, 2017; WHOOLEY et al., 2008; WU et al., 2013).

No que diz respeito aos mecanismos biologicos, tem sido citado como mecanismo
fisiopatologico da depressdo e das doengas cardiovasculares o desequilibrio homeostatico
autonomico, ativa¢do simpatica-adrenal, ativagdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal,
desregulagdo do sistema imunoldgico resultando em estado inflamatorio, ativacdo plaquetaria
¢ disfungdo endotelial (COHEN; EDMONDSON; KRONISH, 2015; PENNINX, 2017;
RIECKMANN et al., 2013; SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2013; SELIGMAN; NEMEROFF,
2015; SLAVICH; IRWIN, 2014)

Ha diversos fatores capazes de induzir ou ativar esses mecanismos fisiopatoldgicos,
dentre os quais se destaca o estresse. O estresse cronico altera o equilibrio homeostéatico no
sistema nervoso autdnomo promovendo ativacdo simpdtica sustentada e diminui¢ao do tonus
vagal, o que contribui para um estado pro-inflamatério com sequelas associadas (GOLBIDI;
FRISBEE; LAHER, 2015; LICHT et al., 2015; PENNINX, 2017; PORGES, 2001). Além disso,
os hormodnios do estresse e substancias pro-inflamatorias liberadas pelos macrofagos e
microglia regulam positivamente as enzimas limitantes da velocidade na via metabolica do
triptofano, culminando na formacdo de metabolitos neurotoxicos (OGYU et al., 2018;
SHELTON; MILLER, 2010; SUBLETTE; POSTOLACHE, 2012). Estudos mostram ainda que
essas alteragcdes estdo presentes em pacientes com depressdo e também em pacientes com

doencas cardiovasculares, corroborando a ideia de que essas patologias compartilham
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mecanismos fisiopatoldogicos comuns e que podem estar associadas (OGYU et al., 2018; SONG
etal., 2017; ZUO et al., 2016).

Tendo em vista que todos esses processos estdo envolvidos na patologia da
depressdo e da doenca cardiovascular, compreender a fisiopatologia cardiovascular em
conjunc¢do com comorbilidades psiquiatricas ¢ de importancia critica. Apesar do conhecimento
desses fatores bioldgicos e comportamentais, o entendimento sobre quais 0s mecanismos que
melhor explicam a associagdo entre depressdo e doenga cardiovascular ainda ¢ dificil, sendo

necessario mais estudos que suportem essa teoria.

1.5 Tratamento da depressao

A descoberta de drogas antidepressivas possibilitou um avango importante no
tratamento da depressdo, destacando-se como os agentes terapéuticos mais frequentemente
prescritos para o tratamento deste transtorno (DRAPIER et al., 2007).

Os antidepressivos melhoram o humor por diversos mecanismo como o aumento a
das concentracdes de neurotransmissores na fenda siniptica através da inibicdo do
metabolismo, bloqueio de recaptagdo neuronal ou atuacdo em autorreceptores pré-sinapticos
(RACAGNI; POPOLI, 2010; STAHL, 2014). Além disso, h4 evidéncias de que o tratamento
com antidepressivos estd associados a efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes e ¢ capaz de
induzir a neurogénese ao elevar os niveis de BDNF, principalmente no hipocampo (DE SOUSA
et al., 2018; HUANG et al., 2014; NINAN et al., 2014; SILVA et al., 2013a; SOUSA et al.,
2015; WANG et al., 2014).

Sabendo que a depressdo ¢ uma doenca multifatorial e que pode estar associada a
diversas comorbidades como as doengas cardiovasculares, ¢ necessario um tratamento que
apresente a capacidade de interferir com os diversos mecanismos associados. O tratamento
antidepressivo disponivel se baseia primordialmente na teoria monoaminérgica, tendo como
objetivo aumentar as concentragdes de neurotransmissores cerebrais. Contudo, cerca de 30%
dos pacientes ndo respondem adequadamente ao tratamento, refor¢cando a ideia de que outros
mecanismos estao envolvidos e devem ser considerados durante o tratamento (PIGOTT, 2015).

Os antidepressivos sdo classificados de acordo com sua estrutura quimica ou
propriedades farmacologicas. Dentre as principais classes de antidepressivos podemos citar os
inibidores da monoaminoxidase, antidepressivos triciclicos, inibidores de recaptacdo e

antidepressivos atipicos. Dentre as classes citadas, os inibidores da recaptag¢do de serotonina e
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noradrenalina destacam-se por apresentarem melhora da resposta ao tratamento
(KNOLLMANN, 2012).

Venlafaxina e seu metabolito ativo, desvenlafaxina (DVS), sdo alguns dos farmacos
representantes desta classe de antidepressivos. Esses agentes sdo bem mais tolerados e seguros
que outros antidepressivos, apresentando efeitos colaterais como nduseas, constipagdo, insonia,
cefaleia e disfuncdo sexual (KNOLLMANN, 2012; STAHL, 2014).

A desvenlafaxina foi o terceiro inibidor seletivo da receptacdo de serotonina e
noradrenalina (ISRSN) a receber a aprovagao do FDA (Food and drug administration) para uso
nos Estados Unidos, em 2008, sendo clinicamente indicado para o tratamento de depressao
maior. Por apresentar uma meia-vida longa, ¢ necessaria apenas uma administra¢do diaria para
garantir o efeito desejado (PERRY; CASSAGNOL, 2009; SANSONE; SANSONE, 2014; SEO
etal., 2010; WYETH PHARMACEUTICALS, 2013).

Estruturalmente, a desvenlafaxina apresenta semelhanca com a velanfaxina,
provavelmente pelo fato de aquela ser o unico metabolito ativo desta. Seu metabolismo se da
parcialmente através do sistema CYP450 (CYP3A4) e cerca de 50% da droga ¢ excretada na
urina de forma inalterada. Devido a este perfil farmacocinético de pouca interface com o
sistema CYP450, DVS apresenta risco reduzido de potenciais interagdes medicamentosas, em
comparagdo com outros antidepressivos. Além disso, DVS ndo esta sujeita a influéncias de
polimorfismo genético (SANSONE; SANSONE, 2014).

Vale ressaltar que DVS demonstra 10 vezes mais seletividade para a inibi¢ao da
recaptacdo de serotonina, principal monoamina implicada na fisiopatologia da depressdo, que
para a recaptagdo de noradrenalina (SANSONE; SANSONE, 2014). Além disso, hé evidéncias
recentes que mostram que DVS ¢ capaz de elevar os niveis de BDNF (SOUSA et al., 2015)
principalmente em pacientes com depressao grave (NINAN et al., 2014). Isso tem refletido na
eficécia terapéutica demonstrada em pacientes na dose recomendada de 50 mg/dia (FINDLING
et al., 2014; ROSENTHAL et al., 2013) e ratifica a importancia de se estudar este fArmaco.

Apesar das extensas pesquisas e de os antidepressivos exibirem resultados
satisfatorios em alguns pacientes, ainda ndo dispomos de uma explicagdo completa do
funcionamento dos antidepressivos € nem de um tratamento ideal para a depressdo. Embora
sejam eficazes, os antidepressivos atuais ainda apresentam laténcia para inicio da resposta
clinica, efeitos colaterais indesejaveis e muitos pacientes apresentam resisténcia ao tratamento.
Esse contexto justifica o avango nas pesquisas para a descoberta de novos farmacos ou ainda o
redirecionamento de uso de medicamentos, com perfil terapéutico que atenda de maneira

satisfatoria a necessidade dos pacientes com depressao.
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1.6 Carvedilol

O Carvedilol, 1-[carbazolil-(4)-oxi]-3-[(2-metoxi-fenoxietil)-amino]-2-propanolol,
¢ um bloqueador dos receptores al, Bl e 2 adrenérgicos utilizado clinicamente no tratamento
da insuficiéncia cardiaca, hipertensao arterial sist€émica e disfun¢do ventricular esquerda apos
infarto do miocardio (CHEN-SCARABELLI et al., 2012; DEAN, 2012; LI et al., 2016).

O medicamento ¢ composto de uma mistura racémica na qual o enantiomero S(-)
apresenta potente atividade antagonista dos receptores B-adrenérgicos, enquanto ambos os
enantiomeros R(+) e S(-) s@o igualmente eficazes no bloqueio da atividade a-adrenérgica
(DEAN, 2012). Assim, apresenta propriedade betabloqueadora cardiaca nao seletiva e
vasodilatadora periférica. Além disso, carvedilol ¢ um dos betabloqueadores com maior
lipossolubilidade, caracteristica que favorece a distribui¢do em diversos tecidos corporais,

incluindo o sistema nervoso central (CHEN-SCARABELLI et al., 2012; LI et al., 2016).

Figura 7. Estrutura quimica do carvedilol

Fonte: PubChem, U.S. National Library of Medicine, National Center for Biotechnology Information (2019).

Ambos os receptores adrenérgicos, alfa e beta, j4 tem sido implicados na
fisiopatologia da depressdo. A importancia do sistema adrenérgico na depressdo tem sido

relatada em estudos que mostram aumento da densidade de receptores alfa-1 e alfa-2 em
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pacientes vitimas de suicidio. De maneira semelhante, a mesma alteracdo foi observada em
receptores beta-1 em pacientes com depressdo. Corroborando a ideia de que os receptores
adrenérgicos medeiam efeitos associados a sintomas depressivos, esses mesmos estudos
mostram que o tratamento com antidepressivos ou bloqueadores adrenérgicos revertem o up-
regulation desses receptores (MARTINEZ et al., 2014; ORDWAY; KLIMEK, 2001; PANDEY
etal., 1995; PYTKA et al., 2016; RIVERO et al., 2014). Dessa forma, esses achados confirmam
que o carvedilol representa uma importante alternativa no tratamento da depressao.

O carvedilol também apresenta propriedade vaso e cardioprotetora atribuido, em
parte, a sua atividade antioxidante (FEUERSTEIN; RUFFOLO, 1995; YUE et al., 1993).
Estudos mostram que esse farmaco ¢ capaz de eliminar radicais livres de oxigénio, impedir a
deplecao de antioxidantes endogenos, como o a-tocoferol (vitamina E) e a glutationa (GSH),
quelar metais e assim prevenir a peroxidacdo lipidica (NOGUCHI; NISHINO; NIKI, 2000;
TADOLINI; FRANCONI, 1998; YUE et al., 1992a, 1992b, 1992c¢).

Além disso, o carvedilol apresenta efeito anti-inflamatério, promove a reducdo na
infiltracdo de neutréfilos, inibicdo da apoptose, redugdo da migracdo do musculo liso vascular
e prevencao da formagdo de lipoproteinas de baixa densidade oxidadas, melhorando assim o
remodelamento miocéardico pds-infarto agudo do miocardio e a progressdo de doenga
aterosclerdtica (DE ARAUJO JUNIOR et al., 2013; LI et al., 2016; MCTAVISH; CAMPOLI-
RICHARDS; SORKIN, 1993; TADOLINI; FRANCONI, 1998; YUE et al., 1992c).

Apesar do efeito farmacoldgico promissor para diversas patologias clinicamente
importantes, estudos sobre o efeito neuroprotetor do carvedilol ainda sdo insipientes,
principalmente no que diz respeito as doencas neuropsiquiatricas. Estudos pré-clinicos nessa
area mostram que a utilizagcdo dessa medicagdo reduz o estresse oxidativo em células neuronais,
a toxicidade causada por acumulo de proteina f-amiloide em modelos animais de Doenca de
Alzheimer, apresenta efeito antimaniaco em modelo animal de mania e é capaz, ainda, de
reduzir a discinesia tardia ocasionada por neurolépticos (DE SOUZA et al., 2015; LIU; WANG,
2018; NAIDU; SINGH; KULKARNI, 2002; TASSET et al., 2009; WANG et al., 2011).

Tendo em vista as agdes pleiotropicas do carvedilol associadas a possiveis alvos
farmacoldgicos no tratamento da depressdo, o redirecionamento do uso desse fairmaco em
pacientes com transtornos depressivos, associado a hipertensdo arterial sistémica ou ndo,

apresenta-se promissor como alternativa terapéutica.
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1.7 Modelos animais de estresse no estudo da depressiao

A depressao ¢ fortemente influenciada por eventos estressantes e traumaticos ao
longo da vida, estando associada a quadros clinicos de prejuizos na resiliéncia e resposta mal
adaptada a situacdes aversivas (BRUENIG et al., 2017; CHAN et al., 2016; DE KLOET;
JOELS; HOLSBOER, 2005). Além disso, estresse cronico e frustragdo crdnica comumente
induzem altera¢des neurobioldgicas, as quais podem levar a depressao (WILLNER, 1997).

Devido a isso, varios modelos animais de depressao sdo baseados na exposi¢do do
animal a uma variedade de estressores. Atualmente, modelos de estresse estdo baseados em
estresses intensos, moderados ou na combinagdo dos dois, podendo ser aplicados repetidamente
ou de forma variada (imprevisivel) (PARE; GLAVIN, 1986; TOYODA, 2017; VETULANI,
2013; WILLNER, 2017a). Os modelos de estresse cronico parecem ser mais apropriados para
mimetizar a fisiopatologia da depressdo comparado a outros modelos por exibirem maior
reprodutibilidade de sintomas e alteragdes neurobioldgicas (WILLNER, 1997, 2005, 2017b).
Vale destacar que hd uma correlagdo entre maior tempo e variabilidade dos estressores
aplicados com alteragdes mais robustas no comportamento € na neurobiologia do modelo
(WILLNER, 2017b).

Diante disso, o modelo de estresse cronico imprevisivel apresenta-se como
importante modelo animal para investigacdo dos mecanismos fisiopatoldgicos da depressdo e

possiveis alternativas terapéuticas.

1.7.1 Estresse Cronico Imprevisivel

Em 1987 foi desenvolvido o paradigma do estresse cronico, que consistia em varios
estressores moderados aplicados por um longo periodo (WILLNER et al., 1987). Segundo esse
paradigma, a aplicacdo de diferentes tipos de estressores € essencial para a robustez do modelo,
J& que aplicar um Unico estressor de forma repetida frequentemente induz uma habituagdo
comportamental (MUSCAT; WILLNER, 1992). Assim, esse modelo parece simular melhor a
condi¢do do ambiente humano, principalmente no que diz respeito a exposicao do individuo a
estressores didrios moderados e variados. Corroborando essa ideia, estudos mostram que
algumas das alteragdes comportamentais e neuroquimicas provocadas pelo estresse cronico
imprevisivel (ECI) sdo representativas de sintomas observados em pacientes com depressao.
Alteragdes circadianas (GORKA; MORYL; PAPP, 1996), distirbios do sono (CHEETA et al.,
1997), perda de peso (WILLNER; JONES, 1996), distarbios na regulagdo simpatica das
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funcdes cardiacas (GRIPPO; BELTZ; JOHNSON, 2003), aumento dos niveis séricos de
citocinas, (KUMAR; KUHAD; CHOPRA, 2011) ¢ aumento da atividade do eixo HHA
(MUSCAT; WILLNER, 1992) foram associados ao modelo de estresse cronico imprevisivel.
Além disso, o modelo pode ainda induzir significante reducgao na preferéncia pelo consumo de
sacarose, comportamento representativo da anedonia, um dos principais sintomas do transtorno
depressivo (WILLNER et al., 1987).

Assim, o estresse cronico imprevisivel ¢ um importante modelo de depressdo por
ser bastante robusto, ao apresentar validade de face, preditiva e de constructo, € por mimetizar

possiveis condi¢des ambientais que contribuem para o desenvolvimento da depressao.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A depressao ¢ um transtorno cronico e recorrente que ameaga a qualidade de vida
do individuo e familia (KESSLER, 2012). Estando entre as formas mais prevalentes dos
transtornos mentais, afeta 300 milhdes de pessoas em todo o mundo (WHO, 2017). Apesar dos
avangos no conhecimento da neurobiologia e neurofarmacologia da depressdo, a terapia
farmacoldgica atual ainda se baseia na antiga hipotese das monoaminas (RACAGNI; POPOLI,
2010; SCHILDKRAUT, 1965) e, embora estas drogas proporcionem uma melhora nas
condi¢des clinicas dos pacientes, o seu inicio de a¢do ¢ lento e provocam muitos efeitos
adversos. Além disso, aproximadamente 30% dos pacientes ndo apresentam remissao, mesmo
apo6s multiplas tentativas de tratamentos otimizados (PIGOTT, 2015).

A compreensao da fisiopatologia e do tratamento da depressdo constitui um desafio,
ndo somente por ser considerada uma sindrome heterogénea de etiologia multifatorial
(MONROE; ANDERSON, 2015), mas também porque ¢ impossivel criar um modelo animal
de investiga¢do que represente, exatamente, os sintomas da depressdo em humanos, tais como
humor deprimido, baixa autoestima, culpa e suicidio (NESTLER; HYMAN, 2010).

O modelo de estresse cronico imprevisivel apresenta-se mais robusto em simular a
condi¢do do ambiente humano, principalmente pela exposi¢do do individuo a estressores
diarios moderados e variados, diferentemente do que ocorre em eventos traumaticos
(WILLNER, 1997, 2005, 2017a) Assim, tal modelo configura-se como ferramenta importante
na compreensdo da fisiopatologia e na pesquisa de novos alvos farmacologicos e de terapias
alternativas.

As lacunas e falhas terapéuticas apresentadas pelos antidepressivos tem levado cada
vez mais pesquisadores em todo o mundo a buscar novos firmacos com mecanismos de a¢ao
diferentes. Esses agentes devem ser capazes de reduzir os sintomas ou proteger contra os danos
neurais decorrentes da patologia sem promover os potenciais efeitos colaterais causados pela
terapia convencional.

O carvedilol (CVD), um bloqueador ndo seletivo dos receptores alfa-1 e beta-1
adrenérgicos (VEIGA et al.,, 2016), possui importante propriedade antioxidante, anti-
inflamatoria e cardioprotetora ja comprovada em varios estudos que abordam, inclusive,
patologias neurolégicas e psiquiatricas (DE ARAUJO JUNIOR et al., 2013; DE SOUZA et al.,
2015; FATANI et al., 2015; KARATAS et al., 2015; OLAPOUR et al., 2016; PRAKASH;
KUMAR, 2009).
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Diante do potencial pleiotropico de CVD e da correlacdo existente entre depressao
e hipertensio (HERRMANN-LINGEN; AL’ABSI, 2018; LI et al., 2015; PRIGGE; JACKSON,
2018; Z. et al., 2015) pretende-se, no presente estudo, avaliar o potencial efeito antidepressivo
de carvedilol em modelo animal de depressdo induzido por estresse cronico imprevisivel,
propiciando o redirecionamento farmacologico de uma droga anti-hipertensiva para o
tratamento de depressdo. Dessa maneira, € possivel favorecer um melhor resultado terapéutico,
reducdo da polifarmacia de pacientes que possuem depressdo e hipertensdo arterial, além de

reduzir o tempo e os gastos oriundos do desenvolvimento de novos medicamentos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Estudar os efeitos comportamentais e neuroquimicos de carvedilol e

desvenlafaxina em modelo animal de depressao induzido por estresse cronico imprevisivel.

3.2 Objetivos Especificos

e Investigar os efeitos sobre o comportamento do tipo ansioso e depressivo, de
interagdo social e de cogni¢do do tratamento com carvedilol ou desvenlafaxina em animais
submetidos ao ECI.

e Avaliar o ganho de peso de camundongos tratados com carvedilol ou
desvenlafaxina e submetidos ao ECI.

e Analisar a area da zona cortical da adrenal de camundongos tratados com
carvedilol ou desvenlafaxina e submetidos ao ECI.

e Avaliar parametros de estresse oxidativo em 4reas cerebrais (cortex pré-frontal
e hipocampo) de camundongos tratados com carvedilol ou desvenlafaxina e submetidos ao ECI.

e Determinar a atividade de mieloperoxidase em areas cerebrais (cortex pré-frontal
e hipocampo) de camundongos tratados com carvedilol ou desvenlafaxina e submetidos ao ECI.

e Determinar as concentra¢des de IL-4, IL-6 e IFN-y em areas cerebrais (cortex
pré-frontal e hipocampo) de camundongos tratados com carvedilol ou desvenlafaxina e
submetidos ao ECI.

e Determinar as concentragdes de BDNF em areas cerebrais (cortex pré-frontal e

hipocampo) de camundongos tratados com carvedilol ou desvenlafaxina e submetidos ao ECI.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas com a inten¢cdo de representar a
prevaléncia epidemiologica do transtorno que acomete mais mulheres. Os animais foram
utilizados quando tinham peso entre 30-32g e eram provenientes do Biotério do Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceara
(UFC). Os mesmos foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (22+1°C), com
ciclo claro/escuro de doze horas e recebendo dgua e comida a vontade, exceto nos periodos de
estresse para inducdo de comportamento depressivo, conforme protocolo experimental. Foram
respeitados os principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), que estio em
conformidade com as normas internacionais de pesquisas cientificas envolvendo animais (NIH,
1996). O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA)
do NPDM, n° 26/2017. Os procedimentos foram conduzidos com minimizac¢ao de dor e menor

desconforto possivel.

4.2 Drogas

4.2.1 Carvedilol

Carvedilol (CVD) (Lab. Biosintética, Ach¢) foi diluido em agua destilada e
administrado por via oral (gavagem) durante 7 dias consecutivos, na dose de 5 ou 10mg/kg, em
volume de 10ml/kg. As dosagens para CVD foram calculadas a partir de doses humanas anti-
hipertensivas (12,5 e 25mg) com base na area de superficie corporal (REAGAN-SHAW et al.,
2008).

4.2.2 Desvenlafaxina

Succinato de desvenlafaxina monoidratada (DVS) (Lab. Wyeth) foi macerada e
dissolvida em agua destilada e administrada por via oral (gavagem), durante 7 dias consecutivos
na dose de 10mg/kg, em volume de 10ml/kg. A dosagem para DVS determinada com base em

estudos anteriores de nosso laboratério (DE SOUSA et al., 2018; SILVA et al., 2013b).
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4.3 Inducao de depressao por estresse cronico imprevisivel

Os camundongos foram submetidos a fatores estressores como descrito por
(KUMAR; KUHAD; CHOPRA, 2011). Um fator estressante foi aplicado uma vez ao dia

durante 21 dias de modo a ndo se repetirem em uma mesma semana durante o protocolo (Tabela

1).

Quadro 1 — Cronograma de indug@o de depressao por estresse cronico imprevisivel.

Estimulo estressor Tempo Periodo
1° dia Natagdo em ambiente frio (12°C) 5 min Manha
2° dia Pinca da cauda 30s Tarde
3¢ dia Privagdo de dgua e comida 24 h Manha
4° dia [luminagao noturna 12h Noite
5° dia Auséncia de estresse - -

6°dia  Natacdo em temperatura ambiente (23 + 2°C) 15 min Manha

7° dia Pinga da cauda 60 s Tarde
8° dia Natagdo em ambiente frio (12°C) 5 min Manha
9° dia [luminagdo noturna 12h Noite
10° dia Auséncia de estresse - -

11°dia  Natacdao em temperatura ambiente (23 £ 2°C) 10 min Manha

12° dia Pinca da cauda 90 s Tarde
13° dia Natagdo em ambiente frio (12°C) 5 min Manha
14° dia Privagao de dgua e comida 24 h Tarde
15° dia [luminagdo noturna 12h Noite
16° dia Auséncia de estresse - -

17° dia Privagdo de dgua e comida 24 h Manha
18° dia Pinga da cauda 60 s Tarde
19°dia  Natacdo em temperatura ambiente (23 £ 2°C) 15 min Manha
20° dia [luminagdo noturna 12h Noite
21° dia Natagdo em ambiente frio (12°C) 5 min Manha

Fonte: Adaptado de Kumar, Kuhad e Chopra (2011), modificado.
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4.4 Desenho experimental

O protocolo (figura 8) foi proposto para avaliar os efeitos comportamentais e
neuroquimicos da administracdo de carvedilol e desvenlafaxina no modelo animal de depressao
induzido por estresse cronico imprevisivel. Para estes experimentos os animais foram
randomicamente agrupados conforme os grupos experimentais abaixo:

- Grupo controle: animais foram mantidos sem nenhum fator estressor durante 21 dias e foi
realizada uma administracdo didria de &agua por via oral (gavagem) entre o 15° e 21° dias.
- Grupo controle tratado com carvedilol: animais foram mantidos sem nenhum fator estressor
durante 21 dias e uma administracdo diaria de carvedilol (5 ou 10mg/kg) por via oral
(gavagem) entre o 15° e 21° dias.

- Grupo controle tratado com desvenlafaxina: animais foram mantidos sem nenhum fator
estressor durante 21 dias e uma administragdo didria de desvenlafaxina (10mg/kg)
por via oral (gavagem) entre o 15° ¢ 21° dias.

- Grupo estresse cronico imprevisivel (ECI): animais foram submetidos a fatores estressores
durante 21 dias e a uma administrag¢@o didria de 4gua por via oral (gavagem) entre o 15° ¢ 21°
dias.

- Grupo ECI tratados com carvedilol: animais foram submetidos a fatores estressores durante
21 dias e a uma administracdo didria de carvedilol (5 ou 10mg/kg) por via oral (gavagem) entre
o 15 e 21° dias.

- Grupo ECI tratado com desvenlafaxina (DVS): animais foram submetidos a fatores
estressores durante 21 dias e a wuma administragdo didria de desvenlafaxina

(10mg/kg) por via oral (gavagem) entre o 15° e 21° dias.

Figura 8 — Protocolo experimental.

Ultimo dia do
protocolo de estresse

Inicio do protocolo Inicio do tratamento

com veiculo, CARV

Ultima administragdo

de estresse cronico Testes comportamentais

imprevisivel ou DVS Dissecagio de areas
cerebrais
| | I....... |
| | |
1 15 21 22 dias
AUSENCIA DE ESTRESSE +
AUSENCIA DE ESTRESSE VEICULO ou CARVS5 ou CARV10
ou DVS
ESTRESSE CRONICO
ESTRESSE CRONICO IMPREVISIVEL IMPREVISIVEL + VEICULO
ou CARVS ou CARV10 ou DVS

Fonte: elaborada pela propria autora.
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No vigésimo segundo dia, tendo sido concluido o periodo de estresse, os animais
receberam a tultima dose do tratamento com agua, CVD ou DVS e, apés | hora, foram
submetidos aos seguintes testes comportamentais: campo aberto, labirinto em cruz elevada,
placa perfurada, suspensdo de cauda, borrifagem de sacarose, interacdo social e Y-maze.
Imediatamente apds os testes comportamentais os animais foram eutanasiados por rapida
decapitagdo e seus cérebros e adrenais removidos e lavados em solu¢do salina gelada para
posterior realizacdo de analises neuroquimicas e histoldgicas.

Para condugdo do protocolo experimental foram utilizados 320 animais que
estiveram distribuidos conforme esquema abaixo com a finalidade de evitar vieses decorrentes

da extensa avaliagdo comportamental.

Figura 9 — Quantidade e distribuicdo de animais utilizados na condu¢do do protocolo

experimental.

Total de animais utilizados no

protocolo expetimental 320 animais

Total de animais utilizados em cada

il 80 animais 80 animais 80 animais 80 animais
fase da analise
Campo aberto e Labirinto em o :
. pt Labirintoem Y e Borrifagem de
Testes comportamentais Suspensdo de cruz elevado e Tnteragio social e
cauda Placa perfurada
Estresse
oxidativo e
Analise neuroquimica e histologica Analise Mieloperoxidase BDNF Citocinas
histologica da
adrenal

Fonte: elaborada pela propria autora.
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4.5 Testes comportamentais

4.5.1 Avaliacdo da atividade locomotora e exploratoria

4.5.1.1 Teste de campo aberto

O aparato utilizado para a realizacdo do teste de campo aberto (TCA) com
camundongos ¢ feito de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e dividido
em 9 quadrantes iguais (Figura 9). A metodologia foi utilizada para avaliar a atividade
exploratoria do animal (ARCHER, 1973). Os parametros investigados foram: nimero de
cruzamentos, nimero de comportamentos de autolimpeza (grooming) e nimero de exploragdes
verticais (rearing) e a distancia percorrida, registrados durante um tempo de 5 minutos, apos 1

minuto de habituagao.

Figura 9 — Teste de campo aberto

#
,/¢

22° dia de

€7
‘ / tratamento

Animais tratados
conforme protocolo 1 minuto de habituagdo
experimental seguido de 5 minutos de

avaliagdo

Fonte: elaborada pelo proprio autor.

4.5.2 Avaliagdo do comportamento ansioso-simile

4.5.2.1 Teste de labirinto em cruz elevado

O comportamento do tipo ansiedade foi avaliado através do teste de labirinto em

cruz elevado (LCE) (LISTER, 1987) realizado com um aparato composto de dois bragos abertos

opostos (30 x 5 x 25 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm), também opostos, em forma de cruz.
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Os bragos abertos e fechados sdo conectados por uma plataforma central (5 x 5 cm) e estdo
elevados a uma altura de 45 cm do nivel do chao (Figura 10). Neste teste os camundongos sao
colocados no centro do aparelho com a cabega voltada para um dos bracos fechados e o seu
comportamento observado por 5 min. As medidas comportamentais registradas no LCE foram:

frequéncia de entradas e o tempo despendido nos bragos abertos e nos fechados.

Figura 10 — Teste de labirinto em cruz elevado

v
7

e 7 22° dia de
?
/ tratamento
Animais tratados
conforme protocolo
experimental

Registro dos pardmetros
avaliados durante 5 minutos

Fonte: elaborada pelo proprio autor.

4.5.2.2 Teste de placa perfurada

O teste de placa perfurada (TPP) (Figura 11) foi conduzido com a finalidade de
avaliar o comportamento ansioso-simile de camundongos. O aparato utilizado consistia em uma
superficie de acrilico de 20 x 20cm com 16 orificios equidistantes. Para cada animal, o nimero
de mergulhos em cada orificio foi registrado durante 5 minutos (CLARK; KOESTER;
PEARSON, 1971).



Figurall — Teste de placa perfurada
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Fonte: Fonte: elaborada pelo proprio autor.

4.5.3 Avaliacdo do comportamento depressivo-simile

4.5.3.1 Teste de suspensdo de cauda

53

Registro do ntimero de
mergulhos durante 5 minutos

Na investigacdo da atividade antidepressiva foi conduzido o teste de suspensio da

cauda (TSC) (Figura 12). Neste teste os camundongos ficam suspensos a 50 cm do chao por

uma fita fixada a 1 cm a partir da ponta da cauda e o tempo de imobilidade durante uma sessao

de 5 minutos ¢ registrado (STERU, 1985).

Figura 12 — Teste de suspensdo de cauda

€3 22° dia de
s / tratamento
Animais tratados
conforme protocolo
experimental

Fonte: Fonte: elaborada pelo proprio autor.

Registro do tempo de
imobilidade durante 5 minutos
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4.5.3.2 Teste de borrifagem de sacarose

O teste (TBS) consistiu em borrifar solu¢ao de sacarose 10% no dorso dos animais
que foram colocados individualmente em uma caixa limpa de acrilico (30 x 30 x 20 cm). Devido
a sua viscosidade, a solugdo de sacarose adere ao pelo do animal provocando um
comportamento de autolimpeza (grooming). Apds a aplicagdo da solucdo de sacarose, a
frequéncia, a laténcia para inicio do comportamento de autolimpeza e o tempo total de
autolimpeza foram registrados durante 5 minutos (Figura 13). O aparato foi limpo com uma
solucao de etanol 30% entre os testes a fim de eliminar pistas olfativas dos animais (YALCIN;

AKSU; BELZUNG, 2005).

Figura 13 — Teste de borrifagem de sacarose
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€7 ~ Y |
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Fonte: Fonte: elaborada pelo proprio autor.

4.5.3.3 Teste de interacgdo social

Para a avaliag¢do da interacdo social (TIS) (Figural4), os animais foram colocados
em uma caixa com 3 compartimentos. Em um dos compartimentos laterais havia um animal do
mesmo sexo e idade dentro de uma gaiola, na outra lateral havia uma gaiola semelhante sem
animal no seu interior e 0 meio da caixa permaneceu livre. Foi avaliado neste teste o tempo que
o animal permanece explorando o compartimento com animal e sem animal durante 5 minutos
(KOSHIMIZU; LEITER; MIYAKAWA, 2012).

Foi medido o tempo gasto em cada uma das trés camaras e a preferéncia social foi

definida como: (% do tempo gasto na camara social) — (% o tempo gasto na camara oposta).



55

Figura 14 — Teste de interagdo social
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Fonte: elaborada pelo proprio autor.

4.5.4 Avaliacdo da funcdo cognitiva

4.5.4.1 Teste de labirinto em Y

A memoria operacional e o aprendizado foram avaliados pela taxa de alternagdes
espontaneas em um labirinto em Y (TLY) (Figura 15) com os trés bragos (40 x 5 x 16 cm)
posicionados em angulos iguais (SARTER; BODEWITZ; STEPHENS, 1988). Antes do teste,
os bracos foram nomeados e o animal foi entdo, colocado em um brago e alternou
espontaneamente as entradas nos outros durante 8 minutos. A sequéncia dos bragos os quais os
animais entraram foi entdo anotada e as informacgdes analisadas de forma a determinar o nimero

de entradas no brago sem repeti¢ao.
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Figura 15 — Teste de labirinto em Y
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Fonte: elaborada pelo proprio autor.

Uma alternagao foi considerada correta quando o animal visitou um novo brago e
ndo retornou ao brago anteriormente visitado. Assim, a percentagem das alternagdes foi
calculada como a razio entre as alternagdes corretas (n) e o nimero de visitas realizadas durante
o periodo de observagdo (n-2), multiplicado por 100, conforme a férmula a seguir:

% Alternagdes espontaneas =n/n-2 x 100.

4.6 Avaliacao do ganho de peso

Para mensurac¢ao do ganho de peso dos animais, foi registrado, a cada dois dias, o
peso em gramas de cada animal durante todo o protocolo experimental. A pesagem foi realizada
em balancga digital sempre no horario entre 9 e 10 horas da manha. Ao final do protocolo foi
verificado quantos gramas (g) os animais tinham ganhado em relagdo ao primeiro dia do

protocolo experimental.
4.7 Avaliacao da area da zona cortical da adrenal
Apds eutanasia e retirada dos cérebros, foram removidas também as adrenais

esquerdas dos animais. Os 6rgdos foram removidos e fixados em formol tamponado 10% até

a parafinizacdo. Em seguida, as adrenais foram cortadas e coradas com hematoxilina-eosina
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para mensura¢do da area da zona cortical. A anélise foi realizada através do software Image J

€ expressa em mm?.

4.8 Testes neuroquimicos

4.8.1 Dissecacdo das dreas cerebrais

Os animais foram sacrificados por rapida decapitacdo e os cérebros retirados e
rapidamente colocados sobre o papel aluminio em uma placa de Petri com gelo. Para a retirada
do cortex pré-frontal (CPF), a por¢do anterior dos lobos frontais (em torno de 1,5 mm a partir
do bulbo olfatério) foi removida e feita uma secgdo bilateral com o auxilio de uma tesoura de
microdissecacdo. Apos a retirada do CPF, acompanhando a fissura sagital mediana, a camada
cortical cerebral foi retirada das leptomeninges com o auxilio de uma pinga reta de
microdissecagdo, a qual, progredindo delicada e tangencialmente aos ventriculos laterais,
divulsionou o cértex em toda a sua extensdo fronto-occiptal. O cortex ja divulsionado foi
rebatido para os lados, expondo a regido hipocampal (HC). O HC foi isolado das estruturas
circunjacentes por divulsionamento com uma tesoura de microdissecacao, sendo a sua retirada
orientada pelo diametro da por¢ao tuberosa visivel desses nucleos, apds o rebatimento lateral
do cortex (SOUSA et al., 2015). Apds o término da dissecacdo que foi conduzida sob o gelo,
CPF e HC foram colocados em microtubos tipo eppendorfs devidamente identificados, pesados

e conservados a -70°C até serem utilizadas para testes neuroquimicos.

4.8.2 Determinacdo de pardmetros de estresse oxidativo

4.8.2.1 Determinag¢do da concentragdo de glutationa reduzida

Os niveis de glutationa reduzida (GSH) foram avaliados para estimar defesas
endogenas contra o estresse oxidativo. O método ¢ baseado na reagdo de reagente de Ellman
(DTNB), com grupos tiol livres. As areas cerebrais foram diluidas em tampao de 0,02 M de
EDTA (10% w / v) e adicionadas a uma solug¢do de acido tricloroacético a 50%. Apos
centrifugacdo (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 tampao tris-HCI, pH 8,9 ¢ 0,01 M de DTNB. Niveis de GSH
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foram determinados por espectrofotometria a 412 nm, calculada com base numa curva padrao

de glutationa e expressos como ng de GSH/g de tecido umido.

4.8.2.2 Determinacdo da concentracgdo de nitrito

Para avaliar os efeitos de tratamentos com as respectivas drogas na produgdo
indireta de 6xido nitrico, foram determinados os niveis de nitrito em homogenatos dos cérebros
dos camundongos imediatamente apds a decapitacdo em todos os grupos. Apos centrifugacao
(800 x g/10 min), o sobrenadante do homogeneizado foi coletado e a producdo de nitrito
determinada com base na reagdo de Griess (GREEN; TANNENBAUM; GOLDMAN, 1981;
RADENOVIC; SELAKOVIC, 2005). Para esse experimento 100 pL do reativo de Griess
(sulfanilamida a 1% / cloridrato de N-(1-naftil)- etilenediamina 0.1% / acido fosférico a 5% /
agua destilada, na propor¢do de 1:1:1:1) foi adicionado a 100 pL do sobrenadante do
homogenato tecidual e incubado a temperatura ambiente por 10 min. A curva padrdo foi
elaborada com varias concentracoes de NaNO; (variando de 0,75 a 100 mM) sob as mesmas
condi¢des e os brancos foram preparados pela adicdo de 100 pL. do reativo de Griess a 100 pL.
do tampao usado para o homogenato. A absorbancia foi medida em leitor de microplacas em

560 nm e expressa em nM de nitrito/g de tecido umido.

4.8.2.3 Determinag¢do da concentrag¢do de espécies reativas ao dcido tiobarbiturico

A peroxidagdo lipidica foi avaliada pela mensuragdo de substancias reativas ao
acido tiobarbitirico (TBARS) nos homogenatos. As amostras foram homogenizadas com
tampao fosfato de potassio monobasico 50 mM pH 7,4 e 63uL. do homogenato foi misturado a
100 pL. de éacido perclorico 35%, sendo estas novamente centrifugadas (7000 rpm/15 min).
Logo em seguida, 150 pL do sobrenadante foram recuperados e misturados a 50 pL de acido
tiobarbitarico 1,2%, sendo aquecidos em um banho de agua fervente por 30 min. Apds o
resfriamento, a peroxidagao lipidica foi determinada por absorbancia a 535 nm e expressa como

ng de MDA/g de tecido umido (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).

4.8.3 Andlise da atividade de mieloperoxidase

As amostras foram pesadas, congeladas e homogeneizadas em uma solucdo de

brometo de hexadeciltrimetilaménio 0,5% em tampao fosfato 50 mM (HTAB, pH 6). As
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amostras foram entdo centrifugadas (40000 g, por 15 min, 4°C) para remover o material
insoluvel. A mieloperoxidase (MPO) presente no sobrenadante (0,1 mL) foi analisada por
espectrofotometro apos adicao de 2,9 mL de tampao fosfato (50 mM, pH 6,0) contendo 0,167
mg/mL de hidrocloreto de o-dianisidina e 0,0005% de peroxido de hidrogénio. A absorbancia
a 460 nm foi medida nos tempos de 0 ¢ 3 min (BRADLEY et al., 1982). A diferenca entre os
valores de absorbancia basal e de 3 minutos foi considerada para o calculo das unidades de
MPO (U) baseado na equagdo da reta de uma curva padrdao de MPO. Os resultados foram

expressos como U de MPO por mg de tecido.

4.8.4 Determinacdo das concentracoes de IL-4, IL-6 e IFN-y

As areas cerebrais dissecadas (CPF e HC) foram homogeneizadas em 8 volumes de
tampao PBS com inibidores de protease (EMD Biosciences) e fosfatase (Sigma-Aldrich) para
posteriormente serem centrifugadas (10000 rpm, 5 min). O sobrenadante foi usado sem
diluicdo. A concentrag¢do das citocinas, em 50 pL de amostras foi determinada por ELISA
(R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante e expressa
em pg/g de tecido.

4.8.5 Determinacdo das concentracoes de fator neurotrdfico derivado do cérebro

Para homogeneizagao das areas cerebrais a 20 volumes de tampao PBS (pH 7,4),
foi adicionado inibidor de protease (Sigma-Aldrich). Os niveis de fator neurotrdéfico derivado
do cérebro (BDNF) de cada amostra foi quantificado por ensaio imunoenzimatico (ELISA;
R&D Systems, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Os resultados foram expressos

em picograma de BDNF/g de tecido.

4.9 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism 8,
San Diego Califérnia, EUA. Os resultados foram comparados através de Two-way ANOVA
(comportamento, estresse oxidativo, atividade de MPO), peso corporal e area de zonas cortical
e medular da adrenal) ou One-way ANOVA (citocinas e BDNF) seguido pelo teste de Turkey
(post hoc test) para comparagdes multiplas. As diferencgas foram consideradas estatisticamente

significativas em p<0,05. Antes da avaliagdo por ANOVA, o teste de omnibus D'Agostino-
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Pearson foi realizado para verificar a distribuicdo normal dos dados. Para todas as analises, o

nivel de significancia foi estabelecido em a = 0,05.
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S RESULTADOS

5.1 Efeitos sobre o comportamento

5.1.1 Efeitos da administragdo de CVD e DV'S sobre a atividade locomotora e exploratiria

Com a finalidade de investigar altera¢des na atividade locomotora e exploratoria
dos animais, foi conduzido o teste de campo aberto. Nesse teste, a analise da atividade
locomotora (Figura 16A) revelou efeito significante do “tratamento” [F (3, 42) = 7,105; P =
0,0006] e “estresse cronico imprevisivel” [F (1, 42) =10,96; P =0,0019], assim como intera¢ao
significante entre esses fatores [F (3, 42) = 5,636; P = 0,0024]. Além disso, o post hoc revelou
que o estresse cronico imprevisivel causou uma reducdo significativa no nimero de travessias
quando comparado ao grupo controle (P < 0,001), enquanto tanto CVD (P < 0,001), em ambas
as doses, quanto DVS (P<0,0001) foram capazes de reverter esse efeito.

Um efeito semelhante foi observado na avalia¢do da atividade exploratéria vertical
(rearing) (Figura 16B) ao apresentar uma interagdo significativa entre os fatores “tratamento”
e “estresse cronico imprevisivel” [F (3, 42) =7,375; P =0,0004]. Nesse teste o post hoc mostrou
que estresse cronico imprevisivel causou um aumento no numero de rearing quando comparado
com o grupo controle (P < 0,01), enquanto todos os tratamentos reverteram esse efeito (P <
0,01).

Na avalia¢dao dos movimentos de autolimpeza (grooming) (Figura 16C) também foi
evidenciado um efeito significativo em “tratamento” [F (3, 42) = 52,96; P <0,0001] e “estresse
cronico imprevisivel” [F (1, 42) = 81,67; P < 0,0001], associado a uma intera¢do significativa
entre esses fatores [F (3, 42) = 53,13; P < 0,0001]. Além disso, o post hoc evidenciou que o
estresse cronico imprevisivel causou aumento significativo no parametro avaliado quando
comparado com o grupo controle (P < 0,0001), enquanto todos os tratamentos foram capazes
de reverter esse efeito (P < 0,0001).

Diferentemente do esperado, na avaliacdo da distancia (Figura 16D) percorrida
pelos animais durante o teste, ndo foi evidenciada nenhuma interagdo significativa entre os
fatores “tratamento” e “estresse cronico imprevisivel” [F (3,42)=1,612; P =0,2010] e nenhum

dos grupos apresentou diferenga significante.
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Figura 16 — Alteracdes na atividade locomotora, rearing, grooming e distancia percorrida

induzidas pela administracdo de CVD e DVS em animais cronicamente estressados submetidos

ao teste de campo aberto.
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Os animais foram submetidos a diferentes estressores durante 21 dias. Entre o 15° e 21° dias do protocolo de
estresse, os camundongos receberam CVD (5 ou 10mg/kg, v.0.) ou DVS (10mg/kg, v.0.). No 22° dia os animais
foram submetidos ao teste de campo aberto, 1h apods a administragao de CVD ou DVS, sem aplicagdo de fatores
estressores. Foram avaliados o nlimero de travessias (A), numero de rearing (B), nimero de grooming (C) e
distancia percorrida (D). Cada coluna representa a significancia + SEM (n=6-8 animais/grupo). Na figura as letras
a e b representam p<0.05 vs controle e ECI, respectivamente, de acordo com two-way ANOVA seguido do teste
de Turkey para multiplas comparagdes. Abreviagdes: ECI — estresse cronico imprevisivel; CVD — carvedilol; DVS

— desvenlafaxina.
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5.1.2 Efeitos da administracdo de CVD e DVS sobre o comportamento ansioso-simile

Para avaliar os efeitos do modelo de estresse cronico imprevisivel e dos tratamentos
sobre comportamentos relacionados a ansiedade foram conduzidos os testes de labirinto em
cruz elevado e placa perfurada.

Na andlise do teste de labirinto em cruz elevado (Figura 17) foi observado efeito
significativo no “tratamento” em todos os parametros avaliados (NEBA: [F (3, 63) = 17,90; P
< 0,0001]; NEBF: [F (3, 63) = 5,214; P = 0,0028]; TPBA: [F (3, 63) = 12,99; P < 0,0001];
TPBF: [F (3, 63) = 8,415; P <0,0001]), assim como significativa interagdo entre esses fatores
(NEBA: [F (2, 46) = 18,15; P <0,0001]; NEBF: [F (3, 63) = 7,895; P = 0,0001]; TPBA: [F (3,
63) = 14,44; P < 0,0001]; TPBF: [F (3, 63) = 15,63; P < 0,0001]). Nesse teste o post hoc
evidenciou que o estresse cronico imprevisivel causou diminui¢cdo no numero de entradas
(Figura 17A; P < 0,0001) e no tempo de permanéncia (Figura 17B; P < 0,0001) nos bragos
abertos e aumento no numero de entradas (Figura 17C; P <0,001) e no tempo de permanéncia
(Figura 17D; P < 0,0001) nos bracos fechados quando comparado ao grupo controle. O
tratamento com CVDS5 (NEBA: P <0,0001; NEBF: P <0,001; TPBA: P <0,0001; TPBF: P <
0,0001), CVD10 (NEBA: P < 0,0001; NEBF: P < 0,0001; TPBA: P < 0,0001; TPBF: P <
0,0001) ou DVS (NEBA: P <0,0001; NEBF: P <0,01; TPBA: P <0,0001; TPBF: P <0,0001)
foi capaz de reverter todos os efeitos provocados pelo estresse cronico imprevisivel nesse teste.
Curiosamente, o tratamento com DVS na auséncia de ECI apresentou aumento isolado no

tempo de permanéncia nos bracos fechados quando comparado com controle (P < 0,01).
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Figura 17 — Alteragdes no comportamento ansioso-simile induzidas pela administragdo de CVD

e DVS em animais cronicamente estressados submetidos ao teste de labirinto em cruz elevado
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Os animais foram submetidos a diferentes estressores durante 21 dias. Entre o 15° e 21° dias do protocolo de
estresse, os camundongos receberam CVD (5 ou 10mg/kg, v.0.) ou DVS (10mg/kg, v.0.). No 22° dia os animais
foram submetidos ao teste de labirinto em cruz elevado, 1h apos a administragdo de CVD ou DVS, sem aplicagdo
de fatores estressores. Foram avaliados o nimero de entradas nos bragos abertos (A) e bragos fechados (B), e
tempo de permanéncia nos bracgos abertos (C) e bracos fechados (D). Cada coluna representa a significancia +
SEM (n=8-10 animais/grupo). Na figura as letras a e b representam p<0.05 vs controle e ECI, respectivamente, de
acordo com two-way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes. Abreviagdes: ECI —

estresse cronico imprevisivel; CVD — carvedilol; DVS — desvenlafaxina.
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Da mesma maneira, a avaliagdo do niimero de mergulhos mensurado durante a
realizacdo do teste de placa perfurada (Figura 18) mostrou um efeito significante no
“tratamento” [F (3, 43) = 7,570; P = 0,0004] e no “estresse cronico imprevisivel” [F (1, 43) =
8,904; P = 0,0047], assim como interacdo também significante entre esses fatores [F (3, 43) =
8,712; P = 0,0001]. O estresse cronico imprevisivel causou uma diminui¢do no parametro
avaliado quando comparado com o grupo controle (P < 0,05), corroborando os dados
apresentados no teste de labirinto em cruz elevado que demostram um efeito ansiogénico do
ECI. Nesse teste, apenas CVD, em ambas as doses, foi capaz de reverter o efeito provocado

pelo estresse cronico imprevisivel (P < 0,05).

Figura 18 — Altera¢des no comportamento ansioso-simile induzidas pela administragdo de CVD

e DVS em animais cronicamente estressados submetidos ao teste de placa perfurada
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Os animais foram submetidos a diferentes estressores durante 21 dias. Entre o 15° e 21° dias do protocolo de
estresse, os camundongos receberam CVD (5 ou 10mg/kg, v.0.) ou DVS (10mg/kg, v.0.). No 22° dia os animais
foram submetidos ao teste de placa perfurada, 1h ap6s a administragdo de CVD ou DVS, sem aplicagao de fatores
estressores. Cada coluna representa a significancia + SEM (n=6-7 animais/grupo). Na figura as letras a e b
representam p<0.05 vs controle ¢ ECI, respectivamente, de acordo com two-way ANOVA seguido do teste de
Turkey para multiplas comparagdes. Abreviagdes: ECI — estresse cronico imprevisivel; CVD — carvedilol; DVS —

desvenlafaxina.
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5.1.3 Efeitos da administracdo de CVD e DVS sobre o comportamento depressivo-simile

Para avaliar os efeitos do modelo de estresse cronico imprevisivel e dos tratamentos
sobre comportamentos relacionados a depressdo foram conduzidos os testes de suspensdo da
cauda, borrifagem de sacarose e interacdo social.

A andlise do teste de suspensdo da cauda (Figura 19) evidenciou um efeito
significante no “tratamento” [F (3, 56) = 31,67; P < 0,0001] e “estresse cronico imprevisivel”
[F (1, 56) =29,87; P <0,0001], assim como interagdo estatisticamente significante entre esses
fatores [F (3, 56) = 19,46; P < 0,0001]. Nesse teste, o post hoc mostrou que o estresse cronico
imprevisivel causou um aumento no tempo de imobilidade dos animais quando comparado ao
controle (P < 0,0001), enquanto os tratamentos com CVD5, CVD10 ou DVS foram capazes de
reverter esse efeito (P < 0,0001). Nenhuma alteracao entre os tratamentos na auséncia de ECI

foi observada.

Figura 19 — Alteragdes no comportamento depressivo-simile induzidas pela administracdo de
CVD e DVS em animais cronicamente estressados submetidos ao teste de suspensdo da cauda.
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Os animais foram submetidos a diferentes estressores durante 21 dias. Entre o 15° e 21° dias do protocolo de
estresse, os camundongos receberam CVD (5 ou 10mg/kg, v.0.) ou DVS (10mg/kg, v.0.). No 22° dia os animais
foram submetidos ao teste de suspensdo da cauda, 1h apés a administragdo de CVD ou DVS, sem aplicagdo de
fatores estressores. Cada coluna representa a significancia = SEM (n=7-9 animais/grupo). Na figura as letrasa e b
representam p<0.05 vs controle e ECI, respectivamente, de acordo com two-way ANOVA seguido do teste de
Turkey para multiplas comparagdes. Abreviagdes: ECI — estresse cronico imprevisivel; CVD — carvedilol; DVS —

desvenlafaxina.
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Efeito semelhante foi observado no teste de borrifagem de sacarose (Figura 20)
onde a analise da laténcia para grooming evidenciou um efeito significante no “tratamento” [F
(3, 41) = 16,98; P < 0,0001] e interacdo estatisticamente significante entre os fatores
“tratamento” e “estresse cronico imprevisivel” [F (3, 41) = 6,453; P = 0,0011]. Nesse teste, o
post hoc mostrou que o estresse cronico imprevisivel causou um aumento na laténcia para inicio
do grooming (Figura 20A) quando comparado ao controle (P < 0,01), enquanto os tratamentos
com CVDS5 (P <0,01), CVD10 (P <0,0001) ou DVS (P < 0,0001) foram capazes de reverter
esse efeito. Nenhuma alteragdo entre os tratamentos na auséncia de ECI foi observada.

No parametro numero de grooming (Figura 20B), a analise mostrou que houve
efeito significante no fator “tratamento” [F (3, 40) = 5,493; P = 0,0030]. A anélise do post hoc
ndo foi observado nenhuma diferenga estatisticamente significante.

Por outro lado, na avaliagdo do tempo de grooming (Figura 20C) foi observado
efeito significante no “tratamento” [F (3, 40) = 9,182; P < 0,0001] e no “estresse cronico
imprevisivel” [F (1, 40) = 7,536; P = 0,0090]. Neste teste, o post hoc mostrou que o estresse
cronico imprevisivel provoca reducdo do tempo de grooming quando comparado ao grupo
controle (P < 0,05) enquanto esse efeito ¢ revertido apenas pelo tratamento com CDVS5 (P <
0,01) e CVDI10 (P < 0,001). Nenhuma alteracao entre os tratamentos na auséncia de ECI foi

observada.
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Figura 20 — Alteragdes no comportamento depressivo-simile induzidas pela administracdo de

CVD e DVS em animais cronicamente estressados submetidos ao teste de borrifagem de

sacarosec.
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Os animais foram submetidos a diferentes estressores durante 21 dias. Entre o 15° e 21° dias do protocolo de
estresse, os camundongos receberam CVD (5 ou 10mg/kg, v.0.) ou DVS (10mg/kg, v.o0.). No 22° dia os animais
foram submetidos ao teste de borrifagem de sacarose, 1h apds a administragdo de CVD ou DVS, sem aplicagio de
fatores estressores. Foram avaliados a laténcia para grooming (A), nimero de grooming (B) e tempo de grooming
(C). Cada coluna representa a significancia + SEM (n=6 animais/grupo). Na figura as letras a e b representam
p<0.05 vs controle e ECI respectivamente, de acordo com two-way ANOVA seguido do teste de Turkey para

multiplas comparagdes. Abreviagdes: ECI — estresse cronico imprevisivel; CVD — carvedilol; DVS —

desvenlafaxina.
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Corroborando os dados apresentados nos testes anteriores, a andlise no teste de
interagdo social (Figura 21) evidenciou um efeito significante no “tratamento” [F (3, 42) =
9,679; P < 0,0001] e interacdo estatisticamente significante entre os fatores “tratamento” e
“estresse cronico imprevisivel” [F (3, 42) = 8,447; P = 0,0002]. Nesse teste, o post hoc mostrou
que o estresse cronico imprevisivel causou uma redugao na interacao social quando comparado
ao controle (P < 0,001), enquanto os tratamentos com CVDS5 ou DVS foram capazes de reverter

esse efeito (P < 0,0001). Nenhuma alteracdo entre os tratamentos na auséncia de ECI foi

observada.

Figura 21 — Alteragdes no comportamento depressivo-simile induzidas pela administracdo de

CVD e DVS em animais cronicamente estressados submetidos ao teste de interagao social.
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Os animais foram submetidos a diferentes estressores durante 21 dias. Entre o 15° e 21° dias do protocolo de
estresse, os camundongos receberam CVD (5 ou 10mg/kg, v.0.) ou DVS (10mg/kg, v.0.). No 22° dia os animais
foram submetidos o teste de interacdo social, 1h apds a administragdo de CVD ou DVS, sem aplicago de fatores
estressores. Cada coluna representa a significancia + SEM (n=6-7 animais/grupo). Na figura as letras a e b
representam p<0.05 vs controle e ECI respectivamente, de acordo com two-way ANOVA seguido do teste de

Turkey para multiplas comparagdes. Abreviagdes: ECI — estresse cronico imprevisivel; CVD — carvedilol; DVS —

desvenlafaxina.
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5.1.4 Efeitos da administragdo de CVD e DV'S sobre a memdria de camundongos submetidos

ao teste de labirinto em Y

Na inteng¢do de avaliar a cogni¢do de animais submetidos ao ECI e aos tratamentos
com CVD ou DVS foi conduzido o teste de labirinto em Y. A analise do numero de alternagdes
corretas (Figura 22) mostrou uma significativa interacdo entre os fatores “tratamento” e
“estresse cronico imprevisivel” [F (3, 59) = 8,543; P <0,0001]. Nesse teste, o post hoc mostrou
que os animais submetidos ao estresse cronico imprevisivel apresentaram déficit de memoria
com numero de alternagdes corretas significativamente menor quando comparado com o grupo
controle (P < 0,01), enquanto CVD10 (P < 0,01) e DVS (P < 0,01) foram capazes de reverter

esse efeito. Nenhuma alteragdo entre os tratamentos na auséncia de ECI foi observada.

Figura 22 — Altera¢des na memoria de trabalho induzidas pela administracdo de CVD e DVS

em animais cronicamente estressados submetidos ao teste de labirinto em Y
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Os animais foram submetidos a diferentes estressores durante 21 dias. Entre o 15° e 21° dias do protocolo de
estresse, os camundongos receberam CVD (5 ou 10mg/kg, v.0.) ou DVS (10mg/kg, v.0.). No 22° dia os animais
foram submetidos ao teste de labirinto em Y, lh ap6s a administragao de CVD ou DVS, sem aplicagdo de fatores
estressores. Cada coluna representa a significancia + SEM (n=6-10 animais/grupo). Na figura as letras a ¢ b
representam p<0.05 vs controle ¢ ECI, respectivamente, de acordo com two-way ANOVA seguido do teste de
Turkey para multiplas comparagdes. Abreviagdes: ECI — estresse cronico imprevisivel; CVD — carvedilol; DVS —

desvenlafaxina.
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5.2 Efeitos sobre o peso corporal

5.2.1 Efeitos da administracdo de CVD e DVS sobre o peso corporal de camundongos

submetidos ao estresse cronico imprevisivel

A avaliag@o do ganho de peso dos animais (Figura 23) revelou um efeito significante no
“tratamento” [F (3, 66) =3,581; P =0,183] e “estresse cronico imprevisivel” [F (1, 66) = 30,04;
P <0,0001], assim como interacdo estatisticamente significante entre esses fatores [F (3, 66) =
8,052; P <0,0001]. Nesse teste, o post hoc mostrou que o estresse cronico imprevisivel causou
reducdo no ganho de peso dos animais quando comparado ao controle (P < 0,05), enquanto

apenas o tratamento com CVDS5 (P < 0,05) foi capaz de reverter esse efeito.

Figura 23 — Alteragdes no ganho de peso corporal induzidas pela administracdo de CVD e DVS

em animais cronicamente estressados
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Os animais foram submetidos a diferentes estressores durante 21 dias. Entre o 15° e 21° dias do protocolo de
estresse, os camundongos receberam CVD (5 ou 10mg/kg, v.0.) ou DVS (10mg/kg, v.0.). O peso dos animais em
gramas foi registrado a cada 2 dias durante todo o protocolo experimental. Cada coluna representa a significancia
+ SEM (n=8-11 animais/grupo). Na figura as letras a e b representam p<0.05 vs controle e ECI respectivamente,
de acordo com two-way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparag¢des. Abreviagdes: ECI —

estresse cronico imprevisivel; CVD — carvedilol; DVS — desvenlafaxina.
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5.3 Efeitos sobre a glindula adrenal

5.3.1 Efeitos da administra¢do de CVD e DVS sobre a drea da zona cortical da adrenal de

camundongos submetidos ao estresse cronico imprevisivel

Para avaliar os efeitos do modelo de estresse cronico imprevisivel e dos tratamentos
sobre a adrenal foi realizada uma analise histoldgica utilizando coloracdo com hematoxilina-
eosina.

A andlise da area da zona cortical (Figura 24) demonstrou efeito significante no
“tratamento” [F (3, 28) = 8,450; P = 0,0004], assim como interagao estatisticamente significante
entre os fatores “tratamento” e “estresse cronico imprevisivel” [F (3, 28) = 6,941; P = 0,0012].
Nessa avaliagdo o post hoc apresentou aumento da zona cortical da adrenal de animais
submetidos ao estresse cronico imprevisivel quando comparado ao grupo controle (P < 0,01),
enquanto o tratamento com CVD5 (P <0,001), CVD10 (P <0,001) ou DVS (P <0,001) foram

capazes de reverter esse efeito.

Figura 24 — Alteracdes na area da zona cortical adrenal induzidas pela administracdo de CVD

e DVS em animais cronicamente estressados

1000

I VEiCULO

800 a EH CVD5
E= CcvDio

b b DVS

600

Area (mm?)

400

200

T T
CONTROLE ECI

Os animais foram submetidos a diferentes estressores durante 21 dias. Entre o 15° e 21° dias do protocolo de
estresse, os camundongos receberam CVD (5 ou 10mg/kg, v.0.) ou DVS (10mg/kg, v.o0.). No 22° dia os animais
foram eutanasiados e tiveram as adrenais dissecadas. Cada coluna representa a significancia + SEM (n=4-5
animais/grupo). Na figura as letras a e b representam p<0.05 vs controle e ECI, respectivamente, de acordo com
two-way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes. Abreviagdes: ECI — estresse cronico

imprevisivel; CVD — carvedilol; DVS — desvenlafaxina.
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Figura 25 — Fotomicrografias representativas de cortes histologicos de adrenal de camundongos

Swiss submetidos ao protocolo de estresse cronico imprevisivel.
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Na figura, (A) representa controle, (B) estresse cronico imprevisivel (ECI), (C) controle + CVD5, (D) ECI +
CVDS5, (E) controle + CVDI10, (F) ECI + CVDI10, (G) controle + DVS (H) ECI + CVDI10. Coloragao

Hematoxilina-eosina, objetiva 2X.
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5.4 Efeitos sobre parametros neuroquimicos

Para avaliar o efeito do estresse cronico imprevisivel e do tratamento com CVD e
DVS sobre parametros neuroquimicos, foram mensurados marcadores de estresse oxidativo
(glutationa reduzida, nitrito e malondialdeido), inflamatorios (atividade de mieloperoxidase,
IL-4, IL-6 e IFN-y) e neurotrofico (fator neurotréfico derivado do cérebro) em cortex pré-frontal

e hipocampo.

5.4.1 Estresse oxidativo

5.4.1.1 Efeitos da administra¢do de CVD e DVS sobre as concentragoes de glutationa reduzida

em areas cerebrais de camundongos submetidos ao estresse cronico imprevisivel

No cortex pré-frontal (Figura 26A) foi observada um significativo efeito no
“tratamento” [F (3, 52) = 52,77; P < 0,0001] e “estresse cronico imprevisivel” [F (1, 52) =
21,14; P < 0,0001], assim como uma interagao entre esses fatores [F (3, 52) = 10,19; P <
0,0001]. A analise do post hoc mostrou que ECI ndo causou nenhuma alteragdo nas
concentragdes de GSH quando comparado com o controle. Por outro lado, os tratamentos com
CVDS5 (P <0,05) ou DVS (P < 0,0001) apresentaram concentracdes maiores de GSH quando
comparados com controle e ECI.

De maneira semelhante, no hipocampo (Figura 26B) também foi observado um
significativo efeito no “tratamento” [F (3, 49) = 52,60; P < 0,0001] e “estresse cronico
imprevisivel” [F (1, 49) =27,19; P < 0,0001] além de uma interacdo entre esses fatores [F (3,
49) = 12,98; P < 0,0001]. Nessa area cerebral o post hoc evidenciou que o estresse cronico
imprevisivel causou redu¢do das concentracdes de GSH quando comparado com o grupo
controle (P < 0,01), enquanto os tratamentos com CVD5 (P <0,0001), CVD10 (P <0,001) ou
DVS (P <0,0001) reverteram esse efeito. O grupo tratado com DVS na auséncia de ECI também

apresentou concentragcdes de GSH maiores quando comparado ao controle (P < 0,0001).
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Figura 26 — Alteragdes nas concentragdes de glutationa reduzida em cortex pré-frontal e
hipocampo de camundongos cronicamente estressados induzidas pela administragdo de CVD e

DVS
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Os animais foram submetidos a diferentes estressores durante 21 dias. Entre o 15° e 21° dias do protocolo de
estresse, os camundongos receberam CVD (5 ou 10mg/kg, v.0.) ou DVS (10mg/kg, v.0.). No 22° dia os animais
foram eutanasiados e tiveram o cortex pré-frontal (A) e hipocampo (B) dissecados. Cada coluna representa a
significancia + SEM (n=6-8 animais/grupo). Na figura as letras a e b representam p<0.05 vs controle e ECI,
respectivamente, de acordo com two-way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes.
Abreviagoes: ECI — estresse cronico imprevisivel; CVD — carvedilol; DVS - desvenlafaxina; GSH — glutationa

reduzida; CPF — cortex pré-frontal; HC - hipocampo.
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5.4.1.2 Efeitos da administracdo de CVD e DVS sobre as concentragoes de nitrito em dreas

cerebrais de camundongos submetidos ao estresse cronico imprevisivel

No cortex pré-frontal (Figura 27A) a analise demonstrou um efeito significativo no
“tratamento” [F (3, 52) = 11,92; P <0,0001], “estresse cronico imprevisivel” [F (1, 52) = 6,185;
P < 0,0001] e na interagdo entre esses fatores [F (3, 52) = 10,15; P < 0,0001]. O post hoc
evidenciou que o estresse cronico imprevisivel causa aumento significativo nas concentragdes
de nitrito quando comparado ao grupo controle (P <0,0001), enquanto todos os tratamentos sao
capazes de reverter esse efeito (P < 0,0001).

Acdo semelhante foi observado no hipocampo (Figura 27B) que apresentou um
significante efeito no “tratamento” [F (3, 52) = 9,120; P < 0,0001], “estresse cronico
imprevisivel” [F (1, 52) = 0,4575; P = 0,5018] e na interagdo entre esses fatores [F (3, 52) =
11,90; P < 0,0001]. Da mesma maneira, 0 post hoc evidenciou que o estresse cronico
imprevisivel causa aumento significativo nas concentragdes de nitrito quando comparado ao
grupo controle (P < 0,001), enquanto todos os tratamentos sdo capazes de reverter esse efeito

(P <0,0001). Nenhuma alteragdo entre os tratamentos na auséncia de ECI foi observada.
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Figura 27 — Alteracdes nas concentragdes de nitrito em cortex pré-frontal e hipocampo de

camundongos cronicamente estressados induzidas pela administracdo de CVD e DVS
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Os animais foram submetidos a diferentes estressores durante 21 dias. Entre o 15° e 21° dias do protocolo de
estresse, os camundongos receberam CVD (5 ou 10mg/kg, v.0.) ou DVS (10mg/kg, v.0.). No 22° dia os animais
foram eutanasiados e tiveram o cortex pré-frontal (A) e hipocampo (B) dissecados. Cada coluna representa a
significancia + SEM (n=6-8 animais/grupo). Na figura as letras a e b representam p<0.05 vs controle e ECI,
respectivamente, de acordo com two-way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes.
Abreviagoes: ECI — estresse cronico imprevisivel;, CVD — carvedilol; DVS - desvenlafaxina; CPF — cortex pré-

frontal; HC - hipocampo.
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5.4.1.3 Efeitos da administrag¢dao de CVD e DVS sobre as concentragoes de malondialdeido em

dreas cerebrais de camundongos submetidos ao estresse cronico imprevisivel

No cortex pré-frontal (Figura 28A) a andlise das concentragdes de malondialdeido
evidenciou um efeito significativo no “tratamento” [F (3, 52) =27,74; P <0,0001], no “estresse
cronico imprevisivel” [F (1, 52) = 123,8; P < 0,0001] e uma interacao significativa entre esses
fatores [F (3, 52) = 11,23; P <0,0001]. O post hoc mostrou que o estresse cronico imprevisivel
causou aumento significativo nas concentragdes de malondialdeido quando comparado ao
grupo controle (P < 0,0001). Nessa area cerebral, apenas o tratamento com CVD10 foi capaz
de reverter os efeitos provocados pelo ECI (P < 0,0001). Além disso, o tratamento com CVD5
(P < 0,01) e CVDI10 (P < 0,05), na auséncia de ECI, apresentou concentracdes de
malondialdeido significantemente menores quando comparado ao grupo controle.

Efeito semelhante foi observado no hipocampo (Figura 28B) quando a analise das
concentragdes de malondialdeido também revelou um efeito significante no “tratamento” [F (3,
51)=47,01; P <0,0001], no “estresse cronico imprevisivel” [F (1, 51) =43,92; P <0,0001] e
uma interagao significativa entre esses fatores [F (3, 51) =27,79; P <0,0001]. Da mesma forma,
0 post hoc mostrou aumento das concentracdes desse marcador no hipocampo de animais
estressados cronicamente quando comparado com o grupo controle (P < 0,0001). Nessa area,
todos os tratamentos foram capazes de reverter o efeito provocado pelo estresse cronico
imprevisivel (P < 0.01). Nenhuma alteracdo entre os tratamentos na auséncia de ECI foi

observada.
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Figura 28 — Alteragdes nas concentragdes de malondialdeido em cortex pré-frontal e hipocampo

de camundongos cronicamente estressados induzidas pela administragdo de CVD e DVS
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Os animais foram submetidos a diferentes estressores durante 21 dias. Entre o 15° e 21° dias do protocolo de
estresse, os camundongos receberam CVD (5 ou 10mg/kg, v.0.) ou DVS (10mg/kg, v.0.). No 22° dia os animais
foram eutanasiados e tiveram o cortex pré-frontal (A) e hipocampo (B) dissecados. Cada coluna representa a
significancia = SEM (n=6-10 animais/grupo). Na figura as letras a e b representam p<0.05 vs controle e ECI,
respectivamente, de acordo com two-way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes.
Abreviagoes: ECI — estresse cronico imprevisivel; CVD — carvedilol; DVS - desvenlafaxina; MDA —

malondialdeido; CPF — cortex pré-frontal; HC - hipocampo.
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5.4.2 Atividade de mieloperoxidase

5.4.2.1 Efeitos da administracdo de CVD e DVS sobre a atividade de mieloperoxidase em dreas

cerebrais de camundongos submetidos ao estresse cronico imprevisivel

Na avalia¢do da atividade de mieloperoxidase no cortex pré-frontal (Figura 29A)
foi evidenciado um efeito significativo no “tratamento” [F (3, 45) = 7,357; P = 0,0004] e
“estresse cronico imprevisivel” [F (1, 45) = 21,03; P < 0,0001], porém nenhuma interacao foi
observada entre esses fatores [F (3, 45) = 2,783; P =0,0516]. Além disso, a analise do post hoc
permitiu concluir que houve aumento significativo da atividade de mieloperoxidase quando
comparado ao grupo controle (P <0,001), enquanto apenas o tratamento com CVD, em ambas
as doses, foi capaz de reverter os efeitos provocados por ECI (P < 0,01). Nenhuma alteracao
entre os tratamentos na auséncia de ECI foi observada.

J& na andlise da atividade de mieloperoxidase no hipocampo (Figura 29B),
observou-se um efeito significativo no “tratamento” [F (3, 43) = 22,53; P < 0,0001], “estresse
cronico imprevisivel” [F (1, 43) = 4,980; P = 0,0309] e na interagdo entre esses fatores [F (3,
43) = 6,457; P = 0,0010]. O post hoc evidenciou que o estresse cronico imprevisivel também
provocou aumento da atividade enzimatica nessa area cerebral quando comparado com o
controle, enquanto o tratamento com CVD5 (P <0,0001), CVD10 (P <0,001) e DVS (P <0,05)
foi capaz de reverter o efeito causado por ECI. Além disso, o tratamento com CVD na auséncia
de ECI, em ambas as doses, apresentou atividade enzimatica menor (P < 0,001) que o grupo

tratado com DVS também na auséncia de ECI.
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Figura 29 — Alteragdes na atividade de mieloperoxidase em cortex pré-frontal e hipocampo de

camundongos cronicamente estressados induzidas pela administracdo de CVD e DVS
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Os animais foram submetidos a diferentes estressores durante 21 dias. Entre o 15° e 21° dias do protocolo de
estresse, os camundongos receberam CVD (5 ou 10mg/kg, v.0.) ou DVS (10mg/kg, v.o0.). No 22° dia os animais
foram eutanasiados e tiveram o cortex pré-frontal (A) e hipocampo (B) dissecados. Cada coluna representa a
significancia + SEM (n=6-8 animais/grupo). Na figura as letras a e b representam p<0.05 vs controle e ECI,
respectivamente, de acordo com two-way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes.
Abreviagoes: ECI — estresse cronico imprevisivel; CVD — carvedilol; DVS - desvenlafaxina; MPO —

mieloperoxidase; CPF — cortex pré-frontal; HC - hipocampo.
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5.4.3 Concentracdo de citocinas

5.4.3.1 Efeitos da administra¢ao de CVD e DVS sobre as concentragoes de IL-4 em dreas

cerebrais de camundongos submetidos estresse cronico imprevisivel

No cortex pré-frontal (Figura 30A), o estresse cronico imprevisivel causou uma
diminui¢do significativa nas concentragdes de IL-4 quando comparado com o grupo controle
[F (4, 26) = 6,957; P = 0,0006]. Nessa area, nenhum dos tratamentos foi capaz de reverter o
efeito causado por ECI.

Por outro lado, no hipocampo (Figura 29B), o estresse cronico imprevisivel, assim
como os tratamentos com DVS e CVD, ndo exibiram qualquer influéncia sobre as

concentragdes de [L-4 quando comparados com o controle [F (4, 27) = 0,9495; P = 0,4509].
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Figura 30 — Altera¢des nas concentragdes de IL-4 em cortex pré-frontal e hipocampo de

camundongos cronicamente estressados induzidas pela administracdo de CVD e DVS
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Os animais foram submetidos a diferentes estressores durante 21 dias. Entre o 15° e 21° dias do protocolo de

estresse, os camundongos receberam CVD (5 ou 10mg/kg, v.0.) ou DVS (10mg/kg, v.0.). No 22° dia os animais

foram eutanasiados e tiveram o cortex pré-frontal (A) e hipocampo (B) dissecados. Cada coluna representa a

significancia + SEM (n=6-7 animais/grupo). Na figura a letra a representam p<0.05 vs controle, de acordo com

one-way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes. Abreviagdes: ECI — estresse cronico

imprevisivel; CVD — carvedilol; DVS - desvenlafaxina; IL-4 — interleucina-4; CPF — cortex pré-frontal; HC -

hipocampo.
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5.4.3.2 Efeitos da administra¢ao de CVD e DVS sobre as concentragoes de IL-6 em dreas

cerebrais de camundongos submetidos estresse cronico imprevisivel

No cortex pré-frontal (Figura 31A), o estresse cronico imprevisivel ndo causou
alteracdes nas concentragdes de IL-6 quando comparado ao grupo controle [F (4, 32) = 95,31;
P <0,0001]. Porém, o tratamento com DVS (P < 0,0001), CVDS5 (P <0,05) ou CVDI10 (P <
0,05) causou aumento significativo nas concentra¢des de IL-6 quando comparado ao grupo
controle. Vale destacar de DVS (P < 0,0001) apresentou aumento significativo nas
concentragdes dessa citocina quando comparado ao grupo ECI, enquanto CVDS5 (P <0,0001) e
(P <0,0001) CVDI10 apresentaram reducao desse efeito quando comparado a DVS.

De maneira semelhante, o estresse cronico imprevisivel também ndo causou
nenhuma altera¢ao nas concentragdes de IL-6 no hipocampo (Figura 31B) quando comparado
ao grupo controle [F (4, 33) = 52,79; P < 0,0001]. Porém, todos os tratamentos revelaram
aumento significativo nas concentracdes dessa citocina quando comparados ao controle € ao
ECI (P <0,01). O tratamento com CVD10 apresentou concentragdes de IL-6 significativamente

menores que aquelas apresentadas pelos grupos DVS (P <0,0001) e CVD5 (P <0,001).
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Figura 31 — Altera¢des nas concentragdes de IL-6 em cortex pré-frontal e hipocampo de

camundongos cronicamente estressados induzidas pela administracdo de CVD e DVS
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Os animais foram submetidos a diferentes estressores durante 21 dias. Entre o 15° e 21° dias do protocolo de

estresse, os camundongos receberam CVD (5 ou 10mg/kg, v.0.) ou DVS (10mg/kg, v.0.). No 22° dia os animais
foram eutanasiados e tiveram o cortex pré-frontal (A) e hipocampo (B) dissecados. Cada coluna representa a
significancia + SEM (n=6-8 animais/grupo). Na figura as letras a e b representam p<0.05 vs controle e ECI,
respectivamente, de acordo com one-way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes.

Abreviagoes: ECI — estresse cronico imprevisivel; CVD — carvedilol; DVS - desvenlafaxina; IL-6 — interleucina-

6; CPF — cortex pré-frontal; HC - hipocampo.
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5.4.3.3 Efeitos da administra¢do de CVD e DVS sobre as concentragoes de IFN-y em dreas

cerebrais de camundongos submetidos estresse cronico imprevisivel

No cortex pré-frontal (Figura 32A), o estresse cronico imprevisivel causou aumento
significativo nas concentragdes de IFN-y quando comparado ao grupo controle [F (4, 28) =
4,970; P = 0,0037]. Apenas o tratamento com CVDI10 foi capaz de reverter o efeito causado
por ECI (P <0,05).

Diferentemente do que foi exibido no pré-frontal, o estresse cronico imprevisivel
ndo causou alteracdes nas concentragdes de IFN-y no hipocampo (Figura 32B) quando
comparado ao grupo controle [F (4, 25) =3,699; P = 0,0169]. Por outro lado, o tratamento com
DVS apresentou maiores concentragdes dessa citocina quando comparado ao grupo controle (P

<0,05).
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Figura 32 — Alteragdes nas concentracdes de IFN-y em cortex pré-frontal e hipocampo de

camundongos cronicamente estressados induzidas pela administragdo de CVD e DVS
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Os animais foram submetidos a diferentes estressores durante 21 dias. Entre o 15° e 21° dias do protocolo de

estresse, os camundongos receberam CVD (5 ou 10mg/kg, v.0.) ou DVS (10mg/kg, v.0.). No 22° dia os animais

foram eutanasiados e tiveram o cortex pré-frontal (A) e hipocampo (B) dissecados. Cada coluna representa a

significancia + SEM (n=6-8 animais/grupo). Na figura as letras a e b representam p<0.05 vs controle e ECI,

respectivamente, de acordo com one-way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes.

Abreviagoes: ECI — estresse cronico imprevisivel; CVD — carvedilol; DVS - desvenlafaxina; [FNy — interferon-vy;

CPF — cortex pré-frontal; HC - hipocampo.
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5.4.4 Concentracao de fator neurotréfico derivado do cérebro

5.4.4.1 Efeitos da administragdo de CVD e DVS sobre as concentracoes de BDNF em dreas

cerebrais de camundongos submetidos estresse cronico imprevisivel

No cortex pré-frontal (Figura 33A), o estresse cronico imprevisivel causou uma
diminui¢ao significativa nas concentragdes de BDNF quando comparado com o grupo controle
[F (4,23)=17,41; P <0,0001]. Apenas o tratamento com CVD10 foi capaz de reverter o efeito
causado por ECI, exibindo concentragdes de BDNF significativamente maiores quando
comparado com ECI (P <0,0001), DVS (P <0,001) e CVD5 (P <0,0001).

Semelhante aos dados observados no cortex pré-frontal, o estresse crénico
imprevisivel também causou diminui¢do das concentragdes de BDNF no hipocampo (Figura
33B) quando comparado ao grupo controle [F (4, 22) = 23,35; P < 0,001]. Nessa area, apenas
os tratamentos com CVDS5 (P <0,0001) e CVD10 (P <0,01) foram capazes de reverter o efeito
provocado por ECI. Além disso, CVD5 (P <0,0001) e CVD10 (P <0,01) apresentaram maiores

concentragdes de BDNF quando comparados com DVS.
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Figura 33 — Alteragdes nas concentragcdes de BDNF em cortex pré-frontal e hipocampo de

camundongos cronicamente estressados induzidas pela administracdo de CVD e DVS
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Os animais foram submetidos a diferentes estressores durante 21 dias. Entre o 15° e 21° dias do protocolo de
estresse, os camundongos receberam CVD (5 ou 10mg/kg, v.0.) ou DVS (10mg/kg, v.0.). No 22° dia os animais
foram eutanasiados e tiveram o cortex pré-frontal (A) e hipocampo (B) dissecados. Cada coluna representa a
significancia + SEM (n=5-6 animais/grupo). Na figura as letras a e b representam p<0.05 vs controle e ECI,
respectivamente, de acordo com one-way ANOVA seguido do teste de Turkey para multiplas comparagdes.
Abreviagoes: ECI — estresse cronico imprevisivel; CVD — carvedilol; DVS - desvenlafaxina; BDNF — fator

neurotréfico derivado do cérebro; CPF — cortex pré-frontal; HC - hipocampo.



Quadro 1 - Representagio esquematica dos efeitos de CVD e DVS sobre o comportamento de animais cronicamente estressados

CAMPO
ABERTO

LABIRINTO
EM CRUZ
ELEVADO

PLACA
PERFURADA

SUSPENSAO
DA CAUDA

BORRIFAGEM
DE SACAROSE

INTERACAO
SOCIAL
LABIRINTO
EMY
GANHO DE
PESO

N° DE TRAVESSIAS
REARING
GROOMING

DISTANCIA
PERCORRIDA

NEBA
TPBA
NEBF
TPBF

N° DE MERGULHOS

TEMPO DE
IMOBILIDADE

LATENCIA
N° DE GROOMING
TEMPO DE GROOMING

PREFERENCIA SOCIAL

% ALTERNACOES
CORRETAS

GRAMAS

C+DVD5*

C+CVD10*

C+DVS*

ECI¥

W

™
T

W
WA
™
T

\

T
™

\
W

W
\

ECI+CVD5"

™

W
W

T
T
W
W

T

W
W

™
T

ECI+CVD10*

™1

W
W

T
T
W
W

T
W
W

™1

™

ECI+DVS®

T

W
W

T
T
W
W

W
W

T
™

91

Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos comparados com o grupo controle (#) ou estresse cronico imprevisivel (*). ECI - Estresse cronico imprevisivel; DVS - desvenlafaxina;

CVD - carvedilol. Déficit ou diminuigio (¥ ); melhora ou aumento ( T ); auséncia de efeitos estatisticamente significantes ( - ).
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Quadro 2 - Representacio esquematica dos efeitos de CVD e DVS sobre morfologia da adrenal e marcadores neuroquimicos de animais

cronicamente estressados
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Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos comparados com o grupo controle (#) ou estresse cronico imprevisivel (*). ECI - Estresse cronico imprevisivel; DVS - desvenlafaxina;
CVD - carvedilol. Déficit ou diminuigio (¥ ); melhora ou aumento ( T ); auséncia de efeitos estatisticamente significantes ( - ); nio se aplica (J).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo ¢ o primeiro a apresentar os efeitos de CVD sobre a atividade
locomotora e exploratdria, os comportamentos ansioso-simile, depressivo-simile, social e de
autocuidado, além de efeitos sobre a memoria, estando essas agdes relacionadas aos efeitos
antioxidante, anti-inflamatorio e neurotrofico exibido por esse medicamento. Vale ressaltar, que
os aspectos comportamentais e neuroquimicos aqui investigados buscam evidéncias
relacionadas a sintomas e achados clinicos, proporcionando assim suporte cientifico para
perspectivas no tratamento da depressao.

J& estd bem documentado na literatura que o transtorno depressivo maior ¢ uma
condi¢do cronica que muitas vezes cursa com episddios depressivos recorrentes (VERDUIIN
et al., 2015). De fato, em um numero significativo de pacientes nos quais o transtorno ¢
persistente, os sintomas apresentam flutuagdes na duragdo e na gravidade, justamente por ser
uma condicao multifatorial, o que dificulta a terapéutica (KESSLER et al., 2005; MELHEM et
al., 2019).

Dentre os sintomas utilizados para o diagnostico da depressdo, destacam-se as
alteracdes psicomotoras (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013; CANTISANI
et al., 2016). As principais manifestacdes clinicas incluem a desaceleracdo dos processos
mentais e motores envolvendo a marcha, movimentos faciais, gestos, fala e comportamento
motor fino (LIBERG; RAHM, 2015). O retardo psicomotor representa um importante sintoma
do transtorno de depressdao maior, estando incluido na maioria das classificagdes diagndsticas
e apresentando significado prognostico e fisiopatologico (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013; KOO et al., 2018; THOMAS-OLLIVIER et al., 2017). Além disso,
estudos reportam a relagdo do retardo psicomotor com déficits cognitivos em pacientes com
depressdo (FLINT et al., 1993; LEMELIN; BARUCH, 1998; RAVNKILDE et al., 2002),
alteracdes que estdo associadas a modificagdes na neurotransmissdo dopaminérgica
frontoestriatal (KOO et al., 2018; THOMAS-OLLIVIER et al., 2017).

Corroborando essa ideia, nossos achados apontam que o estresse cronico
imprevisivel provocou redugdo da atividade locomotora no teste de campo aberto,
comportamento ja reportado em diferentes modelos animais de depressdo (GAWALI et al.,
2017; PAN; LIU, 2015; SILVA et al., 2013b; SUN et al., 2017). Contudo, nenhum efeito
significativo foi observado em relacdo a distancia percorrida pelos animais durante o teste de

campo aberto, como j& evidenciado em outro estudo (LIU et al., 2018).
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Além disso, foi observado que o tratamento com CVD, em ambas doses, ¢ DVS
foram capazes de reverter esse efeito, confirmando dados que mostram que o tratamento com
antidepressivos ou a estimulacdo de areas frontais, limbicas e temporais melhoram o
desempenho psicomotor (BEHEYDT et al., 2015a, 2015b; THOMAS-OLLIVIER et al., 2017).
Vale ressaltar que o resultado observado no tratamento com CVD em animais isentos de
exposi¢do ao estresse nao exibiram nenhuma alteracdo, sugerindo que as doses utilizadas nao
causam altera¢des nos niveis pressoricos dos animais.

Na intencdo de investigar a atividade ansiolitica/ansiogénica, foi avaliado, no teste
de campo aberto, o nimero de rearing. Caracterizado por um movimento de exploracao
vertical, esse parametro tem sido utilizado para mensurar a ansiedade tanto no teste de campo
aberto quanto no teste de labirinto em cruz elevado (SEIBENHENER; WOOTEN, 2015). Nesse
teste, foi observado que o estresse cronico imprevisivel provocou um comportamento
semelhante a ansiedade ao aumentar o numero de rearing.

Apesar de ainda haver discordancia sobre a relacdo entre rearing e ansiedade,
alguns estudos apontam que esse comportamento se encontra alterado em animais com
ansiedade (BORTA; SCHWARTING, 2005; ENNACEUR, 2014), ratificando a ideia de que
depressdo e ansiedade sdo doengas coexistentes em varios pacientes. Destacando a importancia
clinica da coexisténcia desses transtornos, estudos mostram que a associagdo entre ansiedade e
depressdo estd relacionada a pior funcionamento social, gravidade dos sintomas depressivos,
risco de suicidio, probabilidade reduzida de remissdo de sintomas e maior uso dos servicos de
saude (GARBER; WEERSING, 2010; MOLINA et al., 2014).

Assim, faz-se necessaria a disponibilidade de um tratamento que além de efeitos
antidepressivos apresente também efeito ansiolitico, como acontece com os inibidores da
recaptagdo de serotonina ou inibidores da recaptacao de serotonina e noradrenalina, umas das
principais classes de medicamentos utilizadas no tratamento da depressdo e ansiedade. Nessa
perspectiva, o CVD mostra-se promissor ao apresentar efeito ansiolitico em ambas as doses,
efeito esse que se assemelha aquele apresentado pela DVS, ja descrito em diversos estudos
clinicos e pré-clinicos (GUPTA et al., 2016; HAGE et al., 2018; MISRI et al., 2016; SILVA et
al., 2013b).

Apesar de existirem fortes evidéncias que mostram a relagdo do rearing com
ansiedade, ainda existem controversas no meio cientifico. Sabendo disso, e tendo em vista que
mensurar a ansiedade em modelos de roedores vai muito além de avaliar apenas um parametro
em um unico teste, recomenda-se a confirma¢do do comportamento ansiogénico ou ansiolitico

através de outros parametros.
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Nesse sentido foi avaliado o grooming, pardmetro extensamente investigado e
relacionado a ansiedade. O grooming, ou comportamento de autolimpeza, ¢ um comportamento
inato de animais que esta envolvido em véarios processos fisioldgicos importantes como a
manuten¢do da higiene, a termorregulacdo, a comunicagdo social e o despertar (SONG;
BERRIDGE; KALUEFF, 2016).

Em situagdes de estresse ou ansiedade frequentemente os animais apresentam
alteracdes nesse comportamento, mostrando uma maior frequéncia e até maior duragdo de
movimentos de autolimpeza (CULIG et al., 2017; REEVES et al., 2016; ZHANG; KALUEFF;
SONG, 2019). Em concordancia com essa ideia, os dados aqui apresentados mostram que o
estresse cronico imprevisivel causou um aumento no niimero de groomings € mais uma vez
CVD, em ambas as doses investigadas, e DVS apresentaram a¢@o ansiolitica ao reverter esse
efeito.

De fato, o estresse tem sido associado ao desenvolvimento de transtornos de
ansiedade ao ser o principal responsavel pela hiperativagdo do eixo limbico-hipotdlamo-
hipofise-adrenal (LHHA). Essa hiperativagdo, além de causar aumento da liberacdo de
mediadores inflamatérios, cortisol e adrenalina, provoca alteragdes em estruturas como
amigdala e hipocampo, areas cerebrais importantes para o controle do eixo LHHA, das emocdes
e da resposta ao estresse (KALUEFF et al., 2016).

Além disso, estudos mostram que a ativagdo de vias neuroendocrinas pelo estresse
tem importante envolvimento de receptores -adrenérgicos € que o bloqueio desses receptores
promove efeitos ansioliticos em modelos animais € em humanos (BRUDKOWSKA et al., 2018;
MARGATHO et al., 2015; SRINIVASAN, 2018; ZHU et al., 2017), mostrando assim que o
carvedilol ¢ promissor como agente ansiolitico j4 que pode contribuir com o tratamento da
ansiedade sem causar efeitos colaterais como sedagao e descoordenagao motora.

Outros dois testes foram conduzidos para confirmar o efeito ansiolitico de CVD: o
teste de labirinto em cruz elevado e o teste de placa perfurada. Ambos os testes sdo utilizados
para avaliar alteragdes comportamentais associadas a ansiedade e ao estresse. O paradigma de
labirinto em cruz elevado se baseia no comportamento inato que animais ansiosos apresentam
ao se esquivar dos ambientes abertos do aparato, comportamento também verificado em
pacientes com ansiedade submetidos a0 mesmo paradigma (BIEDERMANN et al., 2017). Ja o
teste de placa perfurada ¢ baseado na suposi¢do de que o comportamento de exploragdo dos
orificios do aparato ¢ inversamente proporcional ao estado de ansiedade (BALI; JAGGI, 2015).

Ambos os testes mostraram que o estresse cronico imprevisivel promove um

comportamento semelhante a ansiedade ao reduzir o tempo e numero de entradas nos bragos
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abertos no teste de labirinto em cruz elevado, assim como o nimero de mergulhos no teste de
placa perfurada. Esses comportamentos ja tem sido apontados como associados a ansiedade em
diversos modelos de depressao (BALI; JAGGI, 2015; CHAVES et al., 2019; GARABADU;
KUMAR, 2019; MEHTA; PARASHAR; UDAYABANU, 2017; MEKIRI et al., 2017;
MONTEIRO et al., 2015; SILVA et al., 2013b) corroborando a teoria de que o estresse cronico
promove sintomas semelhantes a ansiedade.

Como visto nos outros testes de avaliagdo do comportamento ansioso, CVD, em
ambas as doses, e DVS também apresentaram efeito ansiolitico no teste de labirinto em cruz
elevado, enquanto apenas CVD exibiu esse efeito no teste de placa perfurada, reforgando a ideia
de que o carvedilol ¢ promissor como agente ansiolitico.

Para avaliacdo do efeito antidepressivo de CVD foram conduzidos os testes de
suspensao da cauda, borrifagem de sacarose e interacdo social. Neste estudo, o teste de nado
for¢ado nao foi realizado ja que o protocolo de estresse cronico tem como fator estressor o nado
em diferentes tempos e temperaturas da dgua, podendo os animais, desta forma, tornarem-se
treinados para o teste e produzirem resultados ndo factiveis.

O teste de suspensdo da cauda tem sido utilizado para avaliar a eficicia
antidepressiva de diversas substancias em camundongos, sendo considerado mecanismo de
screening para novos medicamentos (CAN et al., 2011; ENGEL et al., 2013; STERU, 1985).

Como esperado, o estresse cronico imprevisivel causou comportamento semelhante
a depressdo ao aumentar o tempo de imobilidade no teste de suspensao da cauda, corroborando
outros estudos que apontam que varios modelos animais de depressdo estdo associados a um
comportamento semelhante (DE PALMA et al., 2015; DENG et al., 2015; OLIVEIRA et al.,
2017; SILVA et al., 2013b).

Eventos de vida estressantes tém sido reconhecidos e estudados como preditores
robustos de depressdo, porém as vias que relacionam essas duas condi¢des ainda ndo sdo bem
compreendidas. Sabe-se que o elo entre estresse e depressdo nao € unidirecional, estatico e nem
tampouco simples. Trata-se de uma condi¢do mediada por diversas vias como a desregulacao
do eixo HHA, alteragdo de estruturas cerebrais, hiperativacao simpatica e outros (HAMMEN,
2015).

Nesse teste, CVD5, CVD10 e DVS apresentaram efeito antidepressivo ao reduzir o
tempo de imobilidade dos animais. Ao contrario de DVS que ja tem seu efeito antidepressivo
bem estabelecido na literatura (FAQUIH et al., 2019; LOW; SETIA; LIMA, 2018), os dados

sobre esse efeito com uso de CVD sio escassos.
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Contudo, pressupde-se que o efeito antidepressivo aqui exibido esteja, em parte,
associado aos seus efeitos neuroprotetores antioxidantes e anti-inflamatorios (DE SOUZA et
al., 2015; GAO et al., 2017, KUMAR; DOGRA; PRAKASH, 2009; SAVITZ et al., 2000).
Além disso, estudos tem reportado o efeito antagonista dos receptores NMDA e antiapoptotico
de CVD (LIU et al., 2013; LYSKO et al., 1992, 2011), mecanismos envolvidos na
excitotoxicidade e morte neuronal que ocorrem na depressdo. Dessa forma, o CVD apresenta
acdo em vdrias vias fisiopatologicas da depressdo, podendo ser uma alternativa terapéutica
bastante eficaz.

Além do humor deprimido, um outro importante sintoma que faz parte do core
central da depressdo ¢ anedonia ou perda de interesse/prazer. Caracterizada como um
importante marcador comportamental de depressdo e importante fator de risco para o suicidio
(DUCASSE etal., 2018; RIZVI et al., 2016), a anedonia ¢ um dos sintomas mais comuns, sendo
frequentemente associada a sintomas de culpa e déficits no autocuidado (KANDRATAVICIUS
et al., 2012).

O déficit no autocuidado apresenta impactos negativos no manejo e prognostico do
paciente com depressdo por estar associado a maior risco a saide e menor resposta terapéutica.
Esse fato se dd provavelmente pela adogdo de comportamentos que ndo favorecem o
tratamento, como a falha na adesdo ao plano terapéutico (DEVARAJOOH; CHINNA, 2017;
EGEDE; ELLIS; GRUBAUGH, 2009; ROBINSON-SMITH; JOHNSTON; ALLEN, 2000).

Para investigar a anedonia e o autocuidado foi realizado o teste de borrifagem de
sacarose, largamente utilizado para avaliar esses sintomas em modelos animais de depressao
(AMINI-KHOETI et al., 2019; FRISBEE et al., 2015; HU et al., 2017).

De acordo com este teste, o estresse cronico imprevisivel promoveu um
comportamento semelhante ao déficit de autocuidado associado a anedonia ao aumentar a
laténcia para inicio do grooming e diminuir o tempo de grooming. Esses dados corroboram
estudos anteriores que apontam comportamento semelhantes em modelos animais de depressao
(FRISBEE et al., 2015; ISINGRINI et al., 2010; MEKIRI et al., 2017).

Esse achado, além de ratificar o resultado obtido no teste de suspensdo da cauda,
estd relacionado ao achado de reducdo de atividade locomotora, ja que varios estudos apontam
uma relacdo entre anedonia e retardo psicomotor (BEHEYDT et al., 2015b; LEMKE et al.,
1999; STEIN, 2008).

A anedonia envolve alteragdes na neurotransmissao dos circuitos de recompensa e
prazer associados a areas cerebrais como cortex pré-frontal, amigdala, nicleo accumbens e

corpo estriado. Tem sido postulado que além da dopamina, a serotonina teria um papel central
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na biologia da anedonia, ja que esse neurotransmissor, associado a impulsividade e preferéncia
por recompensa imediata, encontra-se reduzido em pacientes com depressio (DER-
AVAKIAN; MARKOU, 2012; GORWOOD, 2008; RIZVI; LAMBERT; KENNEDY, 2018).

Foi observado que CVDI10 e DVS reverteram o efeito do estresse cronico
imprevisivel sobre a laténcia para grooming, enquanto apenas o CVD, em ambas as doses, foi
efetivo em reverter o tempo de grooming. Esse dado mostra que o carvedilol possui importante
efeito antidepressivo ao reverter o comportamento semelhante a anedonia provocado pelo
estresse cronico imprevisivel. Essa a¢do possivelmente esta associada a acao anti-inflamatéria
e antioxidante de carvedilol j4 que a inflamacdo periférica e o estresse oxidativo tem sido
associados como marcadores de gravidade de anedonia (MILLER; RAISON, 2016; STANTON
et al., 2019).

Frequentemente relacionado a depressdo, o comprometimento social destaca-se por
estar associado a um importante prejuizo na qualidade de vida de pacientes com depressao
(COHEN; GREENBERG:; ISHAK, 2013; KUPFERBERG; BICKS; HASLER, 2016). Baseado
neste fato, foi conduzido o teste de interacdo social, que avalia a livre escolha de interagir ou
ndo com um novo animal (KAIDANOVICH-BEILIN et al., 2011). Este teste ¢ um dos mais
relevantes para déficits sociais em modelos animais e, por isso, foi utilizado como ferramenta
de estudo para elucidacdo do efeito de CVD e DVS sobre o comportamento social de animais
submetidos ao modelo de depressao induzido por estresse cronico imprevisivel.

Neste teste, o estresse cronico imprevisivel causou um déficit no comportamento
social, corroborando dados ja existentes na literatura (GROSS; PINHASOV, 2016; SANDI;
HALLER, 2015). De fato, roedores submetidos a estresse ou trauma cronico desenvolvem
comportamento semelhante a ansiedade e aversao social (BARIK et al., 2013; MINEUR et al.,
2013). Essas experiéncias estdo relacionadas a uma hiperativagdo do eixo HHA e elevados
niveis de corticosterona, sendo possivelmente um dos mecanismos envolvidos no aparecimento
das mudangas comportamentais relatadas (BARIK et al., 2013). Associado a disfung¢do do eixo
HHA, alteracdes nos receptores de glicocorticoide e mineralocorticoide tem sido implicados no
prejuizo da resiliéncia ao estresse e na modulagdo e do comportamento emocional e social
(BARIK et al., 2013; DE KLOET et al., 2016; JOCHEMS et al., 2015).

Vale ressaltar que déficits no funcionamento psicossocial estdo relacionados ao
sintoma de anedonia, assim como verificado no presente estudo, de modo que a remissdo da
apatia e perda de interesse ou prazer prediz uma melhora do comportamento social

(VINCKIER; GOURION; MOUCHABAC, 2017)
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Além dos resultados observados em animais submetidos ao estresse cronico
imprevisivel, observou-se também que CVDS5 e DVS revertem o déficit social provocado pelo
modelo animal de depressdo. Esse achado corrobora os outros achados do estudo que apontam
o efeito antidepressivo de CVD. Contudo, um resultado controverso foi apresentado por CVD10
que ndo foi capaz de reverter o déficit social provocado pelo estresse cronico imprevisivel,
sendo necessario assim mais estudos para elucidar os mecanismos envolvidos nesse efeito.

Reforgando esse dado, estudos apontam que o comprometimento social esta
relacionado aos sintomas depressivos e ao seu tempo de duragdo (FLECK et al., 2002) e que a
recuperagdo funcional pode se correlacionar com a remissdo sintomatica (BIO; SOUZA;
MORENQO, 2011). Outros estudos apontam que mesmo apos a remissao de sintomas afetivos,
o déficit social persiste, reduzindo a qualidade de vida desses pacientes (PAPAKOSTAS, 2009;
SARIS et al., 2017). Assim, faz-se necessario um tratamento antidepressivo que além de
melhorar os sintomas afetivos promova beneficios na inser¢do e convivio social.

Diante disso, o CVD configura-se como perspectiva terapéutica ao apresentar um
possivel efeito antidepressivo e melhorar o comportamento social de animais submetidos ao
estresse cronico imprevisivel.

Para a avaliacdo da cognicdo foi realizado o teste de labirinto em Y. A alternagdo
espontdnea no labirinto em Y ¢ um comportamento utilizado para avaliar a memoria
operacional de animais colocados em um novo ambiente (KRAEUTER; GUEST; SARNYALI,
2019), sendo considerada ainda a reflexdo de uma forma primitiva de memoria de trabalho
espacial (KRAEUTER; GUEST; SARNYALI 2019), visto que o animal tenta utilizar locais
especificos do aparato para se localizar. Este tipo de memoria ¢ dependente do hipocampo, uma
area que, além de ser especialmente vulneravel na depressdo, ¢ um sitio de acdo de influéncias
modulatdrias de muitos tipos de memoria: espacial, verbal e contextual, entre outras (CHAN et
al., 2016; MENARD; HODES; RUSSO, 2016; SPELLMAN et al., 2015). Além disso, estudos
mostram que o cortex pré-frontal tem um papel central na execucdo de tarefas que requerem a
memoria de trabalho espacial e que o sucesso nesse processo depende de uma comunicagao
entre essa area e o hipocampo (ARNSTEN, 2015; SPELLMAN et al., 2015).

A memoria de trabalho espacial ¢ fundamental para a execucdo de agdes
direcionadas a objetivos. Localizar um recurso, uma ameaga ou mesmo se localizar requer uma
representacdo de recursos espaciais relevantes que devem ser continuamente atualizados,
consolidados ¢ evocados conforme necessario (SPELLMAN et al., 2015)

Nessa perspectiva, o estresse cronico imprevisivel causou uma redugdo do numero

de alternacdes espontaneas. Esse dado evidencia um déficit cognitivo provavelmente decorrente
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da da hiperativagdo do eixo HHA e consequente elevacao das concentracdes de corticosterona
(KELLER et al, 2016), corroborando com dados que apontam que concentragdes
suprafisioldgicas deste hormdnio sdo capazes de causar apoptose que cursa com dano neuronal
e reducdo do tamanho de areas cerebrais como hipocampo, amigdala e coértex pré-frontal,
ocasionando uma série de comprometimentos cognitivos (COX et al., 2017; FAROOQI et al.,
2018; LUCASSEN etal., 2001; MARECKOVA et al., 2018; MOREY etal., 2014). Além disso,
varios estudos sugerem que a exposicdo ao estresse ou a corticosterona compromete o
aprendizado e memorias dependentes de hipocampo (CERQUEIRA et al., 2005; COBURN-
LITVAK et al., 2003; DE SOUSA et al., 2018).

Dados obtidos ainda nesse teste mostram que os animais tratados com CVDI10 ou
DVS apresentaram um aumento do percentual de alterna¢des espontaneas quando comparado
com os animais submetidos ao estresse cronico imprevisivel.

De fato, a terapia com DVS ja tem se mostrado promissora em investigacdes
clinicas e pré-clinicas no ambito dos déficits cognitivos associados a depressdo (DE SOUSA et
al., 2018; LAM et al., 2016; REDDY et al., 2016). Estudos prévios do nosso grupo ratificam
essa informacdo ao mostrar efeitos benéficos de DVS nos testes de Y-maze e reconhecimento
de objetos em modelo animal de depressdo induzido por corticosterona (DE SOUSA et al.,
2018). Porém, no que diz respeito ao CVD, essa avaliacdo ainda ¢ insipiente e exige que
investigagdes sejam conduzidas no intuito de elucidar os mecanismos envolvidos nesse efeito.

Uma das possiveis justificativas para o efeito benéfico de CVD sobre a cognigdo ¢
o potente efeito antioxidante associado a capacidade de reduzir a atividade de
acetilcolinesterase ¢ melhorar a neurotransmissdo, mecanismo que ja tem sido associado a
distarbios cognitivos associados a varias doencas neuropsiquiatricas. Estudos apontam também
que CVD exibe efeito neuroprotetor e importante melhora de parametros associados a cogni¢ao
em modelos animais de Doenca de Alzheimer, uma das patologias mais reportadas pelos sinais
e sintomas de déficits cognitivos (ARRIETA-CRUZ et al., 2010; KUMAR; DOGRA, 2009;
WANG et al., 2011). Dessa forma, o CVD representa uma possibilidade terapéutica para
pacientes com de déficits cognitivos associados a depressao.

Além das alteragdes comportamentais, frequentemente sdo observadas alteragdes
de peso nos pacientes com depressdo, sendo esse sintoma considerado para a classificacao
diagndstica (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

Ja estd documentado na literatura que o estresse promove a mobilizacdo das

reservas de energia do corpo como mecanismo de adaptacdo para responder a uma situacao
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ameagadora. Diversos mecanismos estdo envolvidos nesse processo que frequentemente €
acompanhado de anorexia e ganho de peso corporal reduzido (RABASA; DICKSON, 2016).

Corroborando essa ideia, estudos mostram que o estresse promove hiperativagao do
eixo HHA e do sistema nervoso simpatico e que existe um mecanismo regulatorio positivo e
dialético entre esses dois sistemas, associados a apresentacao de comportamentos de anorexia,
hipofagia e perda de peso. Assim, esses dois sistemas funcionam coletivamente de modo que a
ativacdo do eixo HHA leva a liberacdo de catecolaminas e, a elevagdo desses hormonios, por
sua vez, leva a estimulag¢do do eixo HHA pela ativagdo de receptores alfa-1 adrenérgicos no
nucleo paraventricular, regido do hipotdlamo onde se localizam as células responséveis pela
produgdo e liberacio do CRH (FLAK et al., 2014; RABASA; DICKSON, 2016). Esse fato
mostra que os receptores alfa-1 adrenérgicos configuram-se como importante alvo
farmacoldgico no controle do eixo HHA.

Ratificando essa informagao, os achados do presente estudo mostram que o estresse
cronico imprevisivel causa uma reducdo de ganho de peso. Outros estudos mostram que o
estresse causa reducdo da ingestdo de alimentos e o peso corporal de roedores de maneira
diretamente relacionada a gravidade do estresse (KAIDANOVICH-BEILIN et al., 2011;
MARTI; MARTI; ARMARIO, 1994; VALLES et al., 2000), mostrando que existe uma relagéo
direta do estresse com os efeitos catabdlicos observados. O efeito observado no presente estudo
se justifica, parcialmente, pelo fato de que o aumento do tonus simpatico presente no estresse
estd relacionado ao aumento da termogénese e diminui¢cdo da ingestdo de alimentos e peso
corporal (RABASA; DICKSON, 2016).

Associado a isso, foi visto no presente estudo que o CVDS5 foi capaz de reverter as
alteracdes de peso provocadas pelo estresse cronico imprevisivel. Esse efeito estd
provavelmente associado a acdo bloqueadora adrenérgica de CVD, tendo em vista que a
estimulacdo da lipdlise e a liberacdo de 4acidos graxos do tecido adiposo, assim como a
glicogenodlise e a gliconeogénese no figado, sdo agdes reguladas por receptores alfa e beta
adrenérgicos (BARTNESS et al., 2014; SHERWIN; SACCA, 1984).

Alinhado com a ideia que o estresse provoca uma desregulagdo do eixo HHA,
estudos apontam que diferentes estimulos estressores ou traumas podem provocar aumento da
camada cortical da glandula adrenal (BERGER et al., 2019; CAI et al., 2015). Corroborando
esses dados, o presente estudo mostra que o estresse cronico imprevisivel causou um aumento
da camada cortical da adrenal, efeito que provavelmente se da pela estimulagdo acentuada do
ACTH sobre as células dessa regido, sobretudo da camada glomerulosa, levando a hipertrofia

da glandula e hipercortisolemia (BERGER et al., 2019; ULRICH-LAI et al., 2006).
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Além disso, também se observou que o tratamento com CVD, em ambas as doses,
ou DVS foi capaz de reverter o aumento da zona cortical causado pelo estresse cronico
imprevisivel. Esse achado ratifica os achados comportamentais que mostram efeito ansiolitico
e antidepressivo desses medicamentos, possivelmente associados a regulagdo do eixo HHA.
Outros estudos também mostram que antidepressivos sdo capazes de reduzir os niveis de
cortisol sérico e tamanho da adrenal, confirmando os dados aqui apresentados (BELMAKER;
AGAM, 2008; KESSING; WILLER; KNORR, 2011; THOMSON; CRAIGHEAD, 2008).
Além disso, o efeito simpaticolitico de CVD contribui diretamente para a regulacdo do eixo
HHA ao bloquear os receptores adrenérgicos no nucleo paraventricular e reduzir a liberagdo de
CRH pelo hipotalamo.

Associado as alteragdes comportamentais, ocorrem alteracdes neuroquimicas
relacionadas aos diferentes mecanismos fisiopatologicos da depressao. Essas alteragdes estao
frequentemente associadas a diversas areas e circuitos cerebrais ocasionando os sintomas
observados na clinica.

Dentre essas areas, o cortex pré-frontal, uma das areas do cérebro mais estudadas
na biologia da depressao, estd associado a fungdes importantes, como a resolug¢do de problemas,
analise, controle de impulsos, aten¢do seletiva e memoria de trabalho (DIXON et al., 2017;
LARA; WALLIS, 2015; SIDDIQUI et al., 2008), sendo a sua disfungdo associada a sintomas
como déficits cognitivos, problemas na tomada de decisdo e apatia.

O hipocampo, por outro lado, ¢ uma estrutura intimamente associada ao controle de
emocdes, memoria de diversos tipos, motivacdo e regulacio do eixo HHA, sendo
correlacionada com sintomas como anedonia, alteragdes do sono, alteragdes no peso/apetite e
déficits de memoria, vistos em muitos pacientes deprimidos (BAI et al., 2014; JAYAWEERA
etal., 2015; LIU et al., 2017).

Tendo em vista a importancia de tais areas cerebrais, foram investigados parametros
de estresse oxidativo, de inflamacdo e um marcador neurotréfico diante do modelo de estresse
cronico imprevisivel e dos tratamentos com CVD e DVS.

Nessa perspectiva foi investigada a concentragdo de glutationa (GSH), um dos
antioxidantes ndo enzimaticos endégenos mais importantes e utilizados como mecanismo de
defesa contra EROs, incluindo o H>0O», uma das espécies reativas mais deletérias para o sistema
nervoso central (RAE; WILLIAMS, 2017).

No presente estudo o modelo animal de depressdo induzido por estresse cronico
imprevisivel foi capaz de causar reducdo das concentragdes de GSH apenas no hipocampo,

sugerindo que que o estresse cronico imprevisivel diminui a capacidade antioxidante dos
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tecidos de uma maneira regido-especifica. De maneira semelhante, este achado foi observado
em estudo anterior do nosso grupo com outro modelo animal de depressdo onde a administra¢ao
cronica de corticosterona também reduziu as concentragcdes de GSH apenas no hipocampo
(SILVA et al., 2016), mostrando que essa ¢ uma alteragdo presente em diferentes modelos
animais de depressao.

A suscetibilidade do hipocampo a espécies reativas de oxigénio estd associada a
diversos fatores, dentre os quais se destaca a distribuicdo de receptores de glicocorticoides no
cérebro. No hipocampo esses receptores estdo densamente presentes e sdo responsaveis pela
regulacdo por feedback negativo do eixo HHA, fato que apresenta menor importancia no cortex
pré-frontal ja que, nessa regido, esses receptores se encontram em menor quantidade
(MORIMOTO et al., 1996; VAN EEKELEN et al., 1988; WANG et al., 2013).

Corroborando essa ideia, estudos mostram que os glicocorticoides aumentam a
neurotoxicidade mediada por estresse oxidativo acarretando uma reducdo dos niveis de
glutationa e atividade da GSH-Px, contribuindo assim para o desequilibrio oxidativo e lesao
neuronal (BAICC et al., 2007; MCINTOSH; CORTOPASSI; SAPOLSKY, 2002; YOU et al.,
2009). Além disso, o estresse oxidativo nessa area estd associado a morte neuronal e
consequente reducdo do volume hipocampal como observado em pacientes com depressao
(LINDQVIST et al., 2017; SHELINE et al., 2012; VAN VELZEN et al., 2017).

Outras pesquisas também tem relatado um déficit antioxidante no cérebro de
roedores, principalmente da glutationa, ap6s estresse cronico (MADRIGAL et al., 2001; MAO
et al., 2012; PAL; DANDIYA, 1994). Ratificando os nossos resultados experimentais, estudo
post mortem revelou uma deplecdo significativa de GSH em cérebro de pacientes e estudo com
roedores relatou redugdo de glutationa S-transferase e redutase no cérebro e figado de ratos
estressados, indicando que o estresse exerce importante efeito sobre as defesas antioxidantes
(GAWRYLUK etal., 2011; ZAFIR; ARA; BANU, 2009).

Em nosso estudo CVDS5 aumentou as concentragdes de GSH no cortex pré-frontal
enquanto CVD5 e CVDI0 exibiram esse efeito no hipocampo. Corroborando o efeito
antioxidante de CVD, estudos mostram que esse medicamento ¢ capaz de aumentar a atividade
da GSH-Px reduzindo o dano por estresse oxidativo em modelo de isquemia (OZSOY et al.,
2016). Outro estudo mostrou que CVD ¢ capaz de reduzir a apoptose ao elevar as concentragdes
de GSH em modelos de lesio medular (KARATAS et al., 2015). Além disso, seu efeito
neuroprotetor tem sido associado ao aumento das concentragdes de GSH em modelos de mania

(DE SOUZA et al., 2015), disfungdo mitocondrial (ARETI; KOMIRISHETTY; KUMAR,
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2017) e hipoxia (GAO et al., 2017) refor¢ando a ideia de que o efeito neuroprotetor apresentado
por esse medicamento envolve a sua acdo sobre as concentragdes de GSH.

Além da redugdo das concentragdes de GSH, alteragdes nos niveis de nitrito
também tém sido relatadas em pacientes com depressdo. Vdrias evidéncias sugerem uma
associacdo entre concentracdes plasmaticas aumentadas de NO e depressdao (BAJPAI et al.,
2014; KUDLOW et al., 2016). Um dos primeiros estudos que demonstra essa relacdo aponta
que as concentragdes séricas totais de nitrito/nitrato em pacientes deprimidos com doenga
cardiaca isquémica diminuiram apds administra¢do de paroxetina (FINKEL et al., 1996). Em
seguida, varios outros estudos foram publicados mostrando uma relacdo semelhante,
confirmando a ideia de que um aumento de nitrito pode estar correlacionado a fisiopatologia da
depressdo e ainda com o suicidio (KIM et al., 2006; LU et al., 2014; SUZUKI et al., 2001).

Esses dados corroboram os achados do presente estudo que mostram que o estresse
cronico imprevisivel causou aumento das concentragdes de nitrito em ambas as areas cerebrais
estudadas. Esse efeito ja foi observado em estudos pré-clinicos com outros modelos animais de
depressdo, mostrando que a alteracdo dos niveis de nitrito ¢ um importante mecanismo
fisiopatologico desse transtorno (OLIVEIRA et al., 2017; RINWA; KUMAR, 2017; YU et al.,
2016).

De fato, o aumento desse marcador esta associado ao estresse nitrosativo, dano
celular provocado por espécies reativas de nitrogénio como peroxinitrito (ONOO") (KUDLOW
etal., 2016; MAES et al., 2011). Na presenca de elevadas concentragdes de NO ha reacdo com
anions superoxido (O2") e formagao do ion peroxinitrito que € altamente reativo, neurotoxico e
inflamatério (KUDLOW et al.,, 2016; STEINERT; CHERNOVA; FORSYTHE, 2010;
VASCONCELOS et al.,, 2007). O ion peroxinitrito, além de representar um mediador
importante do estresse nitrosativo e dano celular, ¢ um potente ativador microglial. A microglia
ativada libera varias citocinas inflamatérias que, além de promoverem diversas respostas
inflamatorias, estimulam a enzima indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) reduzindo assim a
disponibilidade do precursor da sintese de serotonina, o triptofano (BROWN; VILALTA, 2015;
KUDLOW et al., 2016).

O dano oxidativo causado por EROs e ERNs promove ainda a redugdo de tetra-
hidrobiopterina (BH4), um cofator importante para a producdo de serotonina e catecolaminas.
Assim, na auséncia de BH4 ha um déficit na producdo de neurotramissores, tal como ¢
postulado na fisiopatologia da depressao (KUDLOW et al., 2016; VANCASSEL; CAPURON;
CASTANON, 2018). Além disso, o efeito provocado pelo déficit de BH4 amplifica a resposta

oxidativa ja que as células, na auséncia desse cofator, aumentam a reacdo de conversdao de
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oxigénio em superoxido aumentando ainda mais a produ¢do de radicais livres de nitrogénio
(STEINERT; CHERNOVA; FORSYTHE, 2010).

Além das alteracdes observadas com o estresse cronico imprevisivel em nosso
estudo, o tratamento com CVD em ambas as doses reverteu o efeito do produzido pelo modelo
de animal de depressao sobre as concentragdes de nitrito em cortex pré-frontal e hipocampo de
camundongos, ratificando o efeito antioxidante ja observado na avaliagao das concentragdes de
GSH.

O efeito antioxidante de carvedilol ja tem sido relatado em estudos clinicos e pré-
clinicos das mais diversas patologias, inclusive associando a reduc¢do das concentragdes de
nitrito ao seu efeito neuroprotetor e cardioprotetor (ARRIETA-CRUZ et al., 2010;
ARUMANAYAGAM et al., 2001; DE SOUZA et al., 2015; KUMAR; DOGRA, 2009;
NAIDU; SINGH; KULKARNI, 2002; PRAKASH; KUMAR, 2009; SAVITZ et al., 2000; YUE
etal., 1992). Estudos mostram que a capacidade de reduzir as concentragdes de nitrito envolvem
a reducdo da expressdo de iNOS e, em parte, a interacdo com receptores adrenérgicos presentes
em macrofagos, perifericamente, e em microglias no SNC (PEKAROVA et al., 2009). Além
disso, como visto no presente estudo, CVD ¢é capaz de reduzir as concentragcdes de MPO,
enzima ja relatada como catalizadora da produgdo de 6xido nitrico em locais de inflamagao
(EISERICH et al., 2002), sugerindo assim que o efeito antioxidante e anti-inflamatério de
carvedilol podem ter um alvo em comum: a microglia.

Apesar dos achados aqui apresentados serem animadores e tendo em vista o carater
multifatorial da etiologia da depressao, as concentragdes de NO podem ser altamente varidveis
e influenciadas pelos sintomas e pela evolugdo clinica dos pacientes. Assim, ainda ha
incongruéncia na literatura acerca das alteracdes de NO em pacientes com depressdo, de modo
o NO talvez ndo seja um fator etiopatolégico de todos os individuos com depressdo, mas apenas
de um grupo de pacientes especifico (KUDLOW et al., 2016). Assim, mais estudos sdo
necessarios para clarificar a real associag@o existente entre 6xido nitrico e depressao.

Outro parametro de estresse oxidativo investigado foram as concentragdes de
malondialdeido. No presente estudo o estresse cronico imprevisivel causou aumento das
concentragdes desse marcador sugerindo que o estresse provocado pelo modelo causa
peroxidagdo lipidica em ambas as areas investigadas. Esses dados, além de corroborar os
demais marcadores de estresse oxidativo investigados, justificam os achados comportamentais
e neurotréficos aqui apresentados.

Os dados observados no modelo de depressdo investigado estdo de acordo com a

literatura que aponta achados semelhantes em diferentes modelos animais de depressdao (DI
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LORENZO et al., 2016; LOPEZ-LOPEZ et al., 2016; SILVA et al., 2016), sugerindo que essa
¢ uma alteragdo pertinente aos mecanismos fisiopatoldgicos do transtorno.

A peroxidagdo lipidica ¢ um processo que ¢ iniciado pela hidroxilacdo de lipideos
insaturados, gerando um hidroperoxido lipidico. Esse componente ¢ facilmente neutralizado
por antioxidantes como GSH, GSH-Px, vitamina E, vitamina C e outros. Em situagdes em que
ha desbalanco oxidativo, tal como ocorre na depressdo, com sobrecarga de hidroperoxidos ou
redugdo das defesas antioxidantes, esses compostos podem continuar reagindo para formar
produtos de peroxidagao lipidica em estadgio avancado, como malondialdeido (MAZEREEUW
et al., 2015; SULTANA; PERLUIGI; BUTTERFIELD, 2013).

Vale destacar que os lipidios peroxidados podem ndo apenas exacerbar diretamente
o estresse oxidativo, mas também podem influenciar na sinalizagdo lipidica, regulacdo de
monoaminas, vias inflamatérias e atividade autoimune (CHALON, 2006; MAZEREEUW et
al., 2013; MOYLAN et al., 2014), mostrando assim que essa alteragdo esta relacionada com os
diversos mecanismos envolvidos na etiopatogenia da depressao.

Nos achados aqui observados, apenas CVDI10 reverteu a peroxidacdo lipidica
provocada pelo estresse cronico imprevisivel no cortex pré-frontal, enquanto ambas as doses
de CVD foram capazes de exercer esse efeito no hipocampo. Esses dados, confirmam o
potencial antioxidante de carvedilol diante do modelo aqui estudado ratificando o seu efeito
neuroprotetor e antidepressivo.

Apesar de os dados acerca do efeito neuroprotetor de CVD em modelos de
depressdo ainda serem insipientes, nossos achados mostram que ele apresenta efeito
antidepressivo que possivelmente estd associado ao seu potente efeito antioxidante ja relatado
na literatura. Tendo em vista que o estresse oxidativo ¢ um mecanismo comum as doengas
cardiovasculares e a depressao, CVD pode ser ttil no tratamento de pacientes que apresentem
ambas as comorbidades.

Além do dano oxidativo, tem sido reportado uma importante relagdo entre os
distirbios neuroendocrinos, imunidade e inflamag¢do na fisiopatologia da depressdo. A
mieloperoxidase (MPO), enzima produzida por leucocitos, representa um importante elo entre
esses sistemas, sendo considerada inclusive um importante biomarcador para os transtornos
depressivos (PRAVALIKA et al., 2018).

Estudos mostram um aumento da expressdo de MPO em pacientes com depressao
(GALECKI etal.,2010,2012; TALAROWSKA; SZEMRAJ; GALECKI, 2015; VACCARINO

et al., 2008), corroborando os achados do presente estudo que mostram efeito semelhante sobre
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as areas cerebrais investigadas de camundongos submetidos ao modelo de depressao induzido
por estresse cronico imprevisivel.

De fato, a depressdo cursa com estresse oxidativo e neuroinflamacdo, fatores
intimamente relacionados com a atividade da mieloperoxidase (GALECKI; TALAROWSKA,
2018). Esta enzima promove a conversao de peréxido de hidrogénio em &cido hipocloroso
(HOCl), relacionado aos importantes efeitos bactericidas e antifungicos de leucdcitos
polimorfonucleares (PRAVALIKA et al., 2018). Contudo, em situacdes patologicas, onde ha
exacerbagdo da atividade enzimatica da MPO, o HOCI estd associado a apoptose, estresse
oxidativo, dano tecidual e consequentemente neurodegeneracdo (PRAVALIKA et al., 2018;
RAY; KATYAL, 2016; YAP; WHITEMAN; CHEUNG, 2007).

Além disso, a microglia, célula monocitica associada ao controle da inflamagao no
sistema nervoso central, apresenta um importante papel na hiperfuncdo da MPO (SINGHAL;
BAUNE, 2017; YIRMIYA; RIMMERMAN; RESHEF, 2015). A ativacdo microglial
exacerbada, tal como acontece na depressdo e em situagdes de estresse, leva a expressdo de
oxido nitrico sintase indutivel (iNOS) e a uma maior produ¢do de MPO. Ambas essas vias
convergem para a producdo de espécies reativas de nitrogénio como nitrito (NO2") (CALCIA et
al., 2016; PRAVALIKA et al., 2018; SINGHAL; BAUNE, 2017). Estudos mostram que o
estresse provocado por espécies reativas de nitrogénio e cloro sdo responsaveis por causar
oxidacdo de proteinas, peroxidagdo lipidica e dano ao DNA (MAURYA et al., 2016;
PRAVALIKA etal., 2018; RAY; KATYAL, 2016), justificando os achados do presente estudo
onde o estresse cronico imprevisivel, além de provocar aumento da atividade de MPO,
provocou um aumento nas concentracdes de nitrito e peroxidagdo lipidica nas areas cerebrais
investigadas.

Na avalia¢do da atividade da MPO foi observado ainda que o CVD foi capaz de
reduzir a atividade da mieloperoxidase em ambas as areas investigadas, enquanto o DVS exibiu
esse efeito apenas no hipocampo. O importante efeito exibido por carvedilol possivelmente esta
associado a sua atividade bloqueadora adrenérgica, antioxidante e anti-inflamatoria. Estudos
apontam que a reatividade microglial observada em situacdes de estresse estd associada a
ativacao direta de receptores beta-adrenérgicos pela noradrenalina, contribuindo para a sintese
e libera¢do de mediadores inflamatorios ¢ estresse oxidativo (CALCIA et al., 2016; HERTZ et
al., 2010; TANAKA et al., 2002). Assim, o carvedilol apresenta vantagens com relacdo aos
distirbios neuropsiquiatricos associados a desregulacao na atividade da MPO.

Além do estresse oxidativo e da ativacao enzimatica da MPO, as citocinas t€m sido

implicadas na fisiopatologia de varios distirbios neuropsiquiétricos, incluindo o transtorno
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depressivo. Assim como os estressores, que podem gerar sintomas do tipo depressivos em
roedores, a administra¢o sistémica de citocinas pré-inflamatérias, como IL-1f e TNF-a, causa
hiperativacdo do eixo HHA e alteracdes comportamentais (HIMMERICH et al., 2019;
RAISON; CAPURON; MILLER, 2006; WEST; MAES, 1999).

Dentre as citocinas implicadas na fisiopatologia da depressao a IL-4 se destaca por
sua atividade anti-inflamatdéria. Embora essa citocina ndo seja sintetizada em concentracoes
elevadas no cérebro, sua expressao € notoria em situacdes de infeccao ou lesdo cerebral (PARK
et al.,2015). Essa ideia € justificada por estudos que relatam que as citocinas anti-inflamatdrias
ttm a capacidade de suprimir a sintese de IL-1, TNF e outras citocinas, mediadores
inflamatdrios que desempenham importante papel nos mecanismos fisiopatoldgicos da
depressao (DINARELLO, 1997; PARK et al., 2015).

No presente estudo foi evidenciado que o estresse cronico causou uma reducdo das
concentragdes de IL-4 no cortex pré-frontal. Esses dados estdo de acordo com estudos que
apontam que baixas concentragdes de IL-4 estdo associadas a sintomas depressivos
(GOLDSMITH; RAPAPORT; MILLER, 2016).

Além disso, IL-4 tem importancia critica em fun¢des cerebrais superiores, como
memoria e aprendizado (GADANI et al., 2012). Achados de estudo com roedores mostram que
camundongos knockout para IL-4 apresentam comprometimento cognitivo em tarefas de
aprendizado espacial e que isso pode ser revertido pelo transplante de medula 6ssea (DERECKI
et al., 2010). Esses dados corroboram o déficit cognitivo observado no teste de Y-maze, onde
foram observadas baixas concentragdes de IL-4 no o cortex pré-frontal dos camundongos
submetidos ao estresse cronico imprevisivel, uma das principais areas envolvidas na execugao
de alternacGes corretas observadas nesse teste.

Outra importante funcdo da IL-4 € sua capacidade de induzir células Th2 e
promover a sobrevivéncia através da ativacdo da via PI3/AKT/mTOR (LUZINA et al., 2012).
Além disso, dentre os mecanismos neuroprotetores dessa citocina, destaca-se a capacidade de
promover a sintese de BDNF por células astrocitarias. Esta proteina, que é responsavel pelo
crescimento e sobrevivéncia de neurdnios e pelo aumento da arboriza¢do neuronal de dendritos,
tem mostrado um efeito positivo no aprendizado, estando a sua auséncia associada a déficits
cognitivos (CHOY et al., 2008; DERECKI et al., 2010; HALL; THOMAS; EVERITT, 2000).
Esses dados também ratificam os baixos niveis de BDNF em coértex pré-frontal de
camundongos submetidos ao estresse cronico imprevisivel observados no presente estudo.

Além disso a estimulacdo de astrdcitos por IL-4 leva a uma reducdo da produgao de

NO e INOS ap6s estimulacido por LPS ou citocinas pré-inflamatdrias (BRODIE et al., 1998;
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HU et al., 1995), ratificando o efeito anti-inflamatdrio dessa citocina. Esses dados apontam para
uma intera¢do complexa entre astrdcitos e IL-4 envolvida na neuroprote¢do, sendo importante
a investigacdo acerca desse mecanismo.

Vale ressaltar que a ausé€ncia de efeitos observada com o tratamento com CVD e
DVS pode estar relacionado ao curto tempo de administracdo de apenas 7 dias. Com relagdo ao
hipocampo, a auséncia de efeitos observada nos animais estressados pode estar associada ao
tempo de protocolo. De fato, varios estudos apontam que o protocolo de estresse cronico de 28
dias ou mais pode ser mais robusto ao mimetizar uma maior variedade de alteragdes
neuroquimicas e comportamentais, incluindo alteragdes de citocinas nessa regiao.

Além da IL-4, a IL-6 tem sido largamente implicada na fisiopatologia da depressao.
Muitos pacientes com transtorno depressivo apresentam niveis mais altos de multiplos
marcadores inflamatérios, incluindo a citocina Interleucina-6 (IL-6) que tem mostrado um papel
central no desenvolvimento da depressao (GIROTTI; DONEGAN; MORILAK, 2013; HODES;
MENARD; RUSSO, 2016; ZHANG et al., 2017).

A interleucina-6 (IL-6) ¢ uma citocina inflamatéria potente, com atividade
redundante e pleiotropica que medeia uma série de fungdes fisiologicas, incluindo a
diferenciacdo de linfécitos, proliferagao e sobrevivéncia celular, além de potencializar sinais
apoptdticos. Os tipos de células cerebrais que produzem IL-6 incluem células endoteliais, gliais
e neuronais (HODES; MENARD:; RUSSO, 2016; HUNTER; JONES, 2015).

Assim como observado na avaliacdo de IL-4 no hipocampo de animais submetidos
ao estresse cronico imprevisivel, ndo foram observadas alteracdes nos niveis de IL-6 em
nenhuma das dreas estudadas. Esses dados mais uma vez podem estar associados ao tempo de
protocolo de estresse ja que outros estudos conduzidos com protocolos mais extensos
apresentaram alteracdo nas concentracoes dessa citocina (DENG et al.,2015; XUE et al., 2015).
Além disso, sabendo que a depressdo € uma condi¢do multifatorial e heterogénea, € possivel
que hajam diferentes desfechos ja que cada individuo apresenta uma resposta particular ao
estresse e dessa forma manisfesta alteragdes neuroquimicas que também sao particulares.

Por outro lado, os tratamentos com CVD ou DVS elevaram as concentragdes dessa
citocina quando comparados ao controle, estando essa a¢do possivelmente associada a um efeito
benéfico da IL-6 ja que os outros marcadores de estresse oxidativos, inflamatérios e
neurotréficos avaliados no presente estudo apontam para uma acdo neuroprotetora.
Corroborando essa ideia estudos apontam que, apesar de ser classificada marjoritariamente
como uma citocina pro-inflamatéria, a IL-6 também possui propriedades anti-inflamatdrias

importantes (WOLF; ROSE-JOHN; GARBERS, 2014).
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Tem sido reportado que o complexo de sinalizagdo da IL-6 e pode resultar em
cascatas inflamatdrias e anti-inflamatorias, dependendo da conformacgdo do receptor de IL-6
(IL-6R) ou do transdutor de sinal gp130 ligado a membrana. Acredita-se que a sinalizac¢do
classica que ocorre pela ligagdo de IL-6 ao receptor de superficie celular ligado a membrana
seja associada a acdo anti-inflamatéria dessa citocina (HODES; MENARD; RUSSO, 2016;
WOLF; ROSE-JOHN; GARBERS, 2014).

Achados pré-clinicos apontam que IL-6 é fundamental para a sobrevivéncia dos
neurdnios e pode atuar como um fator de crescimento desempenhando um importante papel na
regeneragdo de nervos periféricos (SPOOREN et al., 2011). Além disso, a IL-6 reduz a morte
neuronal in vitro induzida por excitotoxidade hipocampal e estriatal (ALI et al., 2003;
TOULMOND etal., 1992; YAMADA; HATANAKA, 1994), importante mecanismo reportado
na fisiopatologia da depressdo. Essa citocina € capaz ainda de prevenir déficits cognitivos apds
isquemia (LODDICK; TURNBULL; ROTHWELL, 1998; MATSUDA et al., 1996) e reduzir
a suscetibilidade de camundongos a convulsdes (PENKOWA et al., 2001).

A acdo neuroprotetora de IL-6 pode estar relacionada a propriedades neurotréficas,
J& que vérios estudos apontam a capacidade de induzir a diferenciacdo e a sobrevivéncia de
linhas celulares neuronais, principalmente neur6nios colinérgicos, monoaminérgicos e
sensoriais (GADIENT; OTTEN, 1997; HORTON et al., 1998; JUTTLER; TARABIN;
SCHWANINGER, 2002).

Tendo em vista a incongruéncia existente em meio a comunidade cientifica acerca
do envolvimento de IL-6 na fisiopatologia da depressdo e a complexidade dos mecanismos
envolvidos na acdo pleiotrdpica dessa citocina, mais estudos sd@o necessdrios para evidenciar
quais vias estdo envolvidas na acdo de CVD sobre essa citocina.

Interferon-gama (IFN-vy), que € um mediador crucial de ambas as respostas imunes
inatas e adaptativas, € outra citocina que tem sido considerada como tendo um papel na
fisiopatologia de transtornos psiquidtricos associados ao estresse. Varios estudos relataram
niveis circulantes elevados de IFN-y entre pacientes deprimidos (DAHL et al., 2014;
SCHMIDT et al., 2014), e muitos antidepressivos usados no tratamento sdo capazes de
antagonizar a sinalizacdo IFN-y (BRUSTOLIM et al., 2006; KUBERA et al., 2001; MAES et
al., 1999).

Como um dos mais potentes ativadores de células microgliais e regulador chave da
resposta anti-viral, o IFN-y € especialmente importante para condi¢des de exposi¢do ao estresse
ou para individuos geneticamente vulnerdveis. A esse respeito, achados mostram que

camundongos deficientes em IFN-y exibiram resposta dopaminérgica e inflamatdria atenuada
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diante de estresse cronico (LITTELJOHN; NELSON; HAYLEY, 2014). Assim, é possivel
afirmar que o IFN-y contribui para uma série de processos afetivos e talvez cognitivos sob
condi¢des de estresse basal e cronico.

No presente estudo, o tratamento com CVDI10 foi capaz de reverter as elevadas
concentragdes de IFN-y causadas por estresse cronico imprevisivel no cortex pré-frontal,
podendo este ser um dos mecanismos responsaveis pela melhora do comportamento do tipo
depressivo observada na avaliacdo comportamental. Corroborando essa ideia, achados clinicos
apontam que o tratamento com inibidores seletivos da recaptagdo da serotonina, como a
fluoxetina, diminuem a expressdo do mRNA do IFN-y em pacientes deprimidos (TSAO et al.,
2006).

Estudos apontam ainda que a delec@o genética do receptor de IFN-y esta associada
a um efeito antidepressivo no teste de nado for¢ado, enquanto uma elevacdo nos niveis
sistémicos dessa citocina induziu anedonia e comportamento do tipo depressivo (KWANT;
SAKIC, 2004). Em relac@o aos comportamentos de ansiedade, os resultados sdo inconsistentes.
Contudo, estudos recentes sugerem um efeito “anti-estresse” da ablacdo genética de IFN-y ao
atenuar as alteragdes comportamentais e bioquimicas provocadas pelo estresse (KUSTOVA et
al., 1998; LITTELJOHN et al., 2010).

Vale destacar que o efeito exibido pelo tratamento com DVS no hipocampo, ao
aumentar as concentracdes dessa citocina, diverge do que ja tem sido relatado na literatura,
sendo necessario assim mais estudos para clarificar o aumento de IFN-y observado com o
tratamento antidepressivo.

Diante do exposto, € possivel afirmar que fdrmacos capazes de reduzir as
concentragdes de IFN-y como o carvedilol configuram-se como uma possibilidade terapéutica
para pacientes com depressao e ansiedade.

Além das alteragdes ja citadas, o estresse cronico imprevisivel causou reducao dos
niveis de BDNF no cortex pré-frontal e hipocampo de camundongos, mimetizando o déficit de
BDNF caracteristico da fisiopatologia da depressdo e corroborando os dados ja presentes na
literatura (BOUCKAERT et al., 2016; GUO et al., 2014; YOUSSEEF et al., 2018). Ratificando
essa ideia, varios estudos tem mostrado que os modelos animais de depressdao tém causado,
além do comportamento depressivo-simile, um déficit de BDNF em areas cerebrais (ABOUL-
FOTOUH, 2015; MOSHE et al., 2016; SOUSA et al., 2015).

De fato, o modelo de estresse cronico produz alteragdes comportamentais e

neuroquimicas que podem corresponder aos sintomas clinicos da depressdo em seres humanos
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(BIALA et al., 2017; CAI et al., 2015; FILHO et al., 2015), assim como foi observado nos
resultados do presente estudo. Este modelo baseia-se na teoria de que as alteragdes sistémicas
observadas na depressdo sao resultantes de estresse cronico (WILLNER, 1997, 2005, 2017a,
2017Db).

De acordo com a hipdtese das neurotrofinas da depressdo, o estresse reduz a
atividade de BDNF, resultando na diminuicdo da funcdo das regides limbicas do cérebro
envolvida na cogni¢do e processamento emocional (BATH; SCHILIT; LEE, 2013; DUMAN;
LI, 2012; JIANG et al., 2017; PITTENGER; DUMAN, 2008). Existem varias evidéncias pré-
clinicas e clinicas de que o estresse e o trauma causam reducao das concentragdes de BDNF e
que o tratamento antidepressivo é capaz de reverter esta situagio (BJORKHOLM,;
MONTEGGIA, 2016; POLYAKOVA et al., 2015; WATANABE et al., 2010; ZHOU et al.,
2017).

No entanto, a farmacoterapia antidepressiva estd associada a altas taxas de
resisténcia e laténcia para a resposta terapéutica e este fato ¢ um grande desafio no tratamento
dos transtornos depressivos. Estudos sugerem que essa resisténcia a terapia estd associada com
um polimorfismo genético no gene do BDNF (EGAN et al., 2003; EL-HAGE et al., 2015) e
que o estresse ¢ um dos principais fatores causadores desse polimorfismo (HOSANG et al.,
2014; ZHAO et al., 2017). Assim, estudos tem implicado o BDNF como um marcador preditivo
relacionado a auséncia de eficacia ou ao sucesso do tratamento antidepressivo (POLYAKOVA
etal., 2015; ZHAO et al., 2017).

Os dados aqui apresentados mostram que apenas o tratamento com CVD foi capaz
de reverter o efeito provocado pelo estresse cronico imprevisivel e que essa acdo estd
relacionada a dose e a area cerebral analisada. No cortex pré-frontal apenas a dose de 10mg/Kg
foi capaz de reverter o efeito do estresse cronico imprevisivel, corroborando os achados
observados nos testes de Y-maze, malondialdeido e INF-y que mostram uma correlagao direta
dessa area cerebral com os déficits na memoria operacional e o envolvimento do estresse
oxidativo, inflamacdo e neurotrofinas nesse comprometimento.

Virios estudos apoiam essa ideia ao afirmar que a depressao evolui clinicamente
com uma reducdo no tamanho do cortex pré-frontal e do fluxo sanguineo para esta area (LIU et
al., 2017; SINGH; GOTLIB, 2014; TREADWAY et al., 2015), mostrando que possivelmente,
estas alteracdes envolvem a reducdo do BDNF, uma vez que este fator ¢ responsavel pela
neurogénese e neuroplasticidade do sistema nervoso central (SASI et al., 2017).

Além disso, desempenhando um papel importante na progressao da depressao, a

deficiéncia de BDNF estd implicada como causa da disfun¢do observada em transtornos
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depressivos que estdo associadas com o cortex pré-frontal como, por exemplo, perda de
concentragdo e atenc¢do, compulsdo, déficits cognitivos e ideacdo suicida (DOMBROVSKI et
al.,2013; MILLER; COHEN, 2001; YUEN et al., 2012). Estudos mostram ainda que o aumento
de BDNF nessa regido esta associado a prevengao e reversao de transtornos mentais associados
ao estresse por melhorar a resiliéncia (CHANG et al., 2018; DUMAN; MONTEGGIA, 2006).
Assim, sabendo que o tratamento com CVD10 demonstrou ser potentemente eficaz em reverter
as baixas concentragdes de BDNF no cortex pré-frontal, o tratamento com este farmaco se
mostra promissor na redu¢do dos sintomas associados a essa area cerebral.

Com relagdo ao hipocampo, o presente estudo mostrou que CVD, em ambas as
doses, foi capaz de reverter as baixas concentragdes de BDNF de camundongos submetidos ao
modelo de estresse cronico imprevisivel.

De fato, evidéncias sugerem que, além dos efeitos antioxidante e anti-inflamatorio,
CVD também € capaz de elevar as concentracdes de BDNF no hipocampo de animais (DE
SOUZA et al.,2015), confirmando o seu efeito neuroprotetor e os resultados aqui apresentados.
Vale ressaltar que, em estudo anterior do nosso grupo, DVS foi capaz de reverter as baixas
concentracoes de BDNF em modelo animal de corticosterona (SOUSA et al., 2015), mostrando
que o modelo de estresse cronico provoca alteragdes que podem ser mais persistentes que
aquelas causadas pela administracdo cronica de corticosterona. Assim, os diferentes modelos
utilizados influenciam na resposta observada do medicamento podendo inclusive ser utilizado
como ferramenta para investigar os processos envolvidos na refratariedade do tratamento.

A reducdo da expressio de BDNF nesta area cerebral estd particularmente
relacionada com o quadro clinico de certas doengas psiquidtricas e cognitivas, tais como a
depressdo e ansiedade (DASKALAKIS etal., 2015; HAO et al., 2018), sendo associada a menor
volume hipocampal, déficits de memoria episodica e disfun¢do nas atividades da vida diaria
(CAOetal., 2016; CZEH; LUCASSEN, 2007; FRODL et al., 2008; SIUDA et al., 2017). Esses
estudos corroboram os achados do presente estudo que mostraram comportamentos ansioso- €
depressivos-simile, anedonia, déficit cognitivo e as alteracdes de peso nos animais submetidos
ao estresse cronico imprevisivel.

Além disso, evidéncias mostram que o hipocampo ¢ estreitamente ligado a
regulacdo do eixo HHA por apresentar expressao densa de receptores de glicocorticoides
responsaveis pelo controle de feedback negativo (STERNER; KALYNCHUK, 2010). A
importancia deste eixo para a fisiopatologia da depressdo ¢ baseada em evidéncias clinicas de
pacientes com sindrome de Cushing que apresentam alta incidéncia de depressdo e de pacientes

deprimidos que apresentam hipercortisolemia e perda da liberagdo pulsatil de cortisol
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(FRIMODT-M@LLER et al., 2019; PEREIRA; TIEMENSMA; ROMIJN, 2010; SONINO;
FALLO; FAVA, 2010; THEODOR et al., 2016).

Dada a importancia da integridade do hipocampo para regula¢do do eixo HHA e
funcdo hipocampal, o tratamento associado com CVD configura-se como uma perspectiva
inovadora na reducdo dos sintomas depressivos e evolucao da terapia deste transtorno.

Apesar de nossos achados sugerirem uma possivel alternativa terapéutica, muito
ainda héa para se entender sobre os reais efeitos do carvedilol no tratamento da depressao.
Investigacdes acerca dos efeitos deste anti-hipertensivo no modelo animal de depressdo aqui
investigado abordando diferencas entre sexo, por exemplo, ainda s3o insipientes. Além disso,
pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares adjacentes aos efeitos do carvedilol sobre a
depressdo. Nessa perspectiva, estudos pré-clinicos e clinicos usando carvedilol como
alternativa terap€utica para o tratamento da depressao maior precisam ser encorajados.

Além disso, os dados obtidos nesta investigagao cientifica fornecem subsidios para
o uso do carvedilol no tratamento de transtornos depressivos ou de pacientes com doencas
cardiovasculares e depressdo associadas ou ndo. De acordo com os achados aqui apresentados
CVD exibe efeitos que sao dependentes da dose e das areas cerebrais envolvidas nos aspectos
sintomatologicos. Além disso, CVD de maneira geral exibiu melhor efeito que DVS em
parametros comportamentais relacionados a ansiedade, anedonia, peso e ainda inflamacdo e
suporte neutrotrofico. Em compilagdo, esses dados evidenciam que o CVD ¢ promissor como
medicamento a ser incorporado ao tratamento de pacientes com depressdo, principalmente

quando associado a pacientes com doengas cardiovasculares.
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7 CONCLUSOES

O presente estudo ¢ o primeiro a demonstrar que carvedilol possui acdo
antidepressiva, ansiolitica e ¢ capaz de melhorar o comportamento social e a cogni¢gdo em
modelo animal de depressao induzido por estresse cronico imprevisivel. Tais efeitos sobre o
comportamento provavelmente envolvem vias oxidativas, inflamatorias e neurotroficas, ja que
o tratamento também foi capaz de reduzir o estresse oxidativo e parametros inflamatdrios, assim
como elevar concentragdes de BDNF no cortex pré-frontal e hipocampo desses animais.

Os achados do presente estudo mostram-se promissores ja que o redirecionamento
de uso do carvedilol como alternativa terapéutica para pacientes que apresentem depressao
associada ou ndo alteragdes cardiovasculares como hipertensdo ou insuficiéncia cardiaca pode
contribuir para a redu¢cdo da necessidade de polifarmacia e o indice de efeitos colaterais,

favorecendo a adesdo terapéutica.
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