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RESUMO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) esta entre as principais causas de incapacidade no
mundo. Pesquisas a respeito da fisiopatologia deste transtorno mental que possibilitem a
descoberta de novos alvos para seu tratamento tém sido amplamente realizadas. A hipotese das
citocinas pré-inflamatorias, na depressdo, resultantes, por exemplo, da resposta a estressores
psicossociais, sdo fundamentais na mediacdo das caracteristicas fisiopatologicas do TDM.
Ademais, pacientes deprimidos apresentam aumento de LPS sanguineo, como consequéncia de
uma disbiose intestinal. Neste contexto, a administracdo da endotoxina bacteriana
lipopolissacarideo (LPS) ou de citocinas pré-inflamatérias podem causar sintomas depressivos
em roedores e humanos. Neste contexto, buscou- se determinar no presente trabalho o efeito de
antidepressivos nas alteragdes neuroimunes induzidas por LPS (protocolo 1), bem como o papel
das isoformas da Oxido Nitrico Sintase (NOS) no modelo inflamatdrio de depressdo induzido
pela administracao sistémica de LPS (protocolo 2). Para tanto foram avaliados comportamentos
relacionados ao TDM, como desespero comportamental, anedonia e motivacéo, 24 h apds a
administracdo da endotoxina, para o desenvolvimento de comportamentos tipo depressivo,
além da avaliagdo da atividade da MPO e niveis das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-1p, IL-4 e IL-
6 nas areas cerebrais, cortex pre-frontal (CPF), hipocampo (HC), corpo estriado (CE) e
Hipotalamo (HT). Os resultados do protocolo 1 mostraram que a exposicdo ao LPS causou
aumento de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1pB e IL-6, além de aumentar as citocinas da
resposta Thl, TNF-a e IFN-y. Estas alteracdes foram prevenidas pela administracdo dos
antidepressivos tranilcipromina (TCP), amitriptilina (AMI), escitalopram (ESC), e vortioxetina
(VORT), com especial atencdo para a VORT que apresentou os melhores resultados nos testes
comportamentais e avaliacbes neuroimunes. No protocolo 2, observamos que os bloqueadores
da NOS, L-NAME, 7-NI e 1400 W, respectivamente bloqueadores da NOS total, NOS neuronal
(nNOS) e NOS induzivel (iNOS), foram capazes de prevenir as alteracdes no teste de desespero
comportamental, mas apenas o 7-NI foi eficaz na prevencéo dos sintomas de anedonia, através
do teste de preferéncia por Sacarose, bem como apresentar efeito ansiolitico através da
exploracdo do centro do campo aberto. Os blogueadores apresentaram efeitos distintos com
relacdo as alteracGes neuroimunes cerebrais com destaque para o 7-NI e 1400 W. De forma
geral este trabalho aponta para um efeito imunomodulador distinto entre antidepressivos de
diferentes classes, com destaque para a vortioxetina, a qual apresentou melhores resultados
juntamente com a tranilcipromina, bem como para um papel central da nNOS na mediacédo de
comportamentos depressivos e alteracdes neuroinflamatorias induzidas pelo LPS.

Palavras-chaves: Lipopolissacarideo, Depressdo, Oxido Nitrico Sintase, Citocinas, Inflamac&o.



ABSTRACT

Major Depressive Disorder (MDD) is among the leading causes of disability in the world.
Research on the pathophysiology of this mental disorder that enables the discovery of new
targets for its treatment has been widely conducted. The hypothesis of proinflammatory
cytokines in depression, resulting, for example, from the response to psychosocial stressors, is
fundamental in mediating the pathophysiological characteristics of MDD. In addition,
depressed patients have increased blood LPS as a consequence of intestinal dysbiosis. In this
context, administration of bacterial lipopolysaccharide endotoxin (LPS) or proinflammatory
cytokines may cause depressive symptoms in rodents and humans. In this context, the aim of
this study was to determine the effect of antidepressants on LPS-induced neuroimmune changes
(protocol 1), as well as the role of nitric oxide synthase (NOS) isoforms in the inflammatory
model of depression induced by systemic administration of LPS (protocol 2). For this purpose,
behaviors related to MDD, such as behavioral despair, anhedonia and motivation, 24 hours after
endotoxin administration were evaluated for the development of depressive behaviors, besides
the evaluation of MPO activity and levels of TNF-a, IFN- vy and IL-1p, IL-4 and IL-6 in the
brain, prefrontal cortex (CPF), hippocampus (HC), striatum (CE) and hypothalamus (HT) areas.
The results from protocol 1 showed that exposure to LPS caused an increase in proinflammatory
cytokines such as IL-1p and IL-6, as well as increasing Thl, TNF-a and IFN-y response
cytokines. These changes were prevented by the administration of tranilcipromin (TCP),
amitriptyline (AMI), escitalopram (ESC), and vortioxetine (VORT) antidepressants, with
particular attention to VORT which showed the best results in behavioral testing and
neuroimmune assessments. In protocol 2, we observed that the NOS blockers, L-NAME, 7-NI
and 1400 W, respectively total NOS blockers, neuronal NOS (nNOS) and inducible NOS
(INOS), were able to prevent changes in the despair test. behavioral, but only 7-NI was effective
in preventing anhedonia symptoms through the sucrose preference test, as well as showing
anxiolytic effect by exploring the open field center. Blockers showed distinct effects in relation
to brain neuroimmune alterations, especially 7-NI and 1400 W. In general, this work points to
a distinct immunomodulatory effect between antidepressants of different classes, especially
vortioxetine, which showed better results. together with tranylcypromin as well as for a central
role of NNOS in mediating depressive behaviors and LPS-induced neuroinflammatory changes.

Keywords: Lipopolysaccharide, Depression, Nitric Oxide Synthase, Cytokines, Inflammation.
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1 INTRODUCAO

A transtorno depressivo maior (TDM) ou simplesmente depressdo é um transtorno
mental cronico amplamente conhecido tanto para o publico em geral quanto para a comunidade
médica, mas sua gravidade e complexidade ndo sdo suficientemente compreendidas e
reconhecidas, com prevaléncia estimada ao longo da vida de 14,6% em paises desenvolvidos e
de 11,1% em paises em desenvolvimento, sendo uma das principais fontes de incapacidade em
todo 0 mundo (ZHANG et al., 2016). O TDM afeta mais de 300 milhGes de pessoas em todo o
mundo, com uma em cada 20 pessoas relatando um episddio depressivo dentro de um ano,
sendo atualmente a principal causa de incapacidade em todo o mundo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017).

Entretanto o TDM é uma doenca grave e debilitante caracterizada por uma ampla
variedade de sintomas, incluindo pelo menos um dos dois principais critérios referentes a humor
deprimido e perda de interesse, motivagédo ou prazer, acompanhados por pelo menos quatro dos
sintomas adicionais relacionados ao eixo fisico (apetite, sono, dor, falta de energia), sintomas
psicomotores e sintomas relacionados a fungdes cognitivas (incapacidade de planejar ou
decidir, pensamento lento, déficits de memdria e atencdo) ou o contetido do pensamento (morte
ou morrer, suicidio, culpa) (GONG et al., 2018).

Atualmente, o diagnéstico do TDM baseia-se principalmente no exame clinico e na
avaliacdo subjetiva dos sintomas depressivos, ndo had um biomarcador aprovado como parte dos
critérios diagndsticos para qualquer transtorno psiquiatrico (BANDELOW et al., 2017), fato
que dificulta o diagnostico e pode induzir a imprecisdo do mesmo.

Nas ultimas décadas um grande esforco e empenho tem sido empregado para
formulacdo e implementacdo de testes ndo invasivos e quantitativos, que tivessem eficacia no
diagnéstico do TDM, no entanto, a Medicina Psiquiatrica ainda ndo dispde desse recurso
(LAKHAN; VIEIRA; HAMLAT, 2010). O fato de haver muitos problemas relacionados a
investigacdo dos mecanismos bioldgicos subjacentes ao TDM séo obstaculos para descoberta
de um recurso diagnostico eficaz, dentre esses problemas, podemos citar a falta de um modelo
animal adequado de depresséo, a presenca de diferentes subtipos e a mudanca continua deste
subgrupo, a alta incidéncia de comorbidades fisicas e psiquiatricas relacionadas ao TDM a
inclusdo de um conjunto de distarbios biologicamente e clinicamente heterogéneos e a falta de
especificidade e sensibilidade de um Unico biomarcador (HACIMUSALAR; ESEL, 2018).

A fisiopatologia da depressdo permanece incompletamente compreendida e pode

envolver a complexa interacdo de fatores genéticos e ambientais (VIALOU et al., 2013). A
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herdabilidade da depresséo foi estimada em 37% de acordo com estudos realizado com criancgas
de gémeas (SULLIVAN; NEALE; KENDLER, 2000).

O TDM € um transtorno cronico, recorrente que ameaca a qualidade de vida do
individuo e da familia (DUMAN, 2010). Apesar dos avangos no conhecimento da
neurobiologia da depressdo e mecanismo de ac¢do dos antidepressivos, a terapia farmacologica
atual, ainda se baseia na antiga hipotese das monoamina (RACAGNI; POPOLI, 2010;
SCHILDKRAUT, 1965). Embora estas drogas proporcionem uma melhora nas condicGes
clinicas dos pacientes, o seu inicio de acdo é lento e apresentam muitos efeitos adversos. Além
disso, apenas 30% dos pacientes com depressao respondem ao tratamento antidepressivo inicial
(BERLIM; TURECKI, 2007; NESTLER; GOULD; MANJI, 2002).

Neste contexto, novas hipdteses além das monoaminas tém sido investigadas na
tentativa de elucidar os mecanismos fisiopatologicos da depressdo. Evidéncias derivadas de
estudos anatdbmicos, neuroquimicos, farmacoldgicos e comportamentais que demonstram
importante associacao entre a diferenca de género e a predisposicdo, bem como no progndstico
da depressao (KULESZA; RAGURAM; RAO, 2014).

Considerando ainda a complexidade e heterogeneidade dos transtornos depressivos
(KRISHNAN; NESTLER, 2008) e as relacdes fisiopatologicas e mecanismo de acdo das drogas
amplamente utilizadas na préatica clinica, aliados as crescentes evidéncias da participacdo do
estresse oxidativo e de processos inflamatdrios na patogénese da depressdao (MAES, 2011a),
decidiu-se investigar os efeitos neuroimunes do antidepressivo multimodal vortioxetina, bem
como de antidepressivos de outras classes, como amitriptilina (triciclico), escitalopram
(inibidor seletivo da recaptacédo de serotonina), tranilcipromina (inibidor da MAQO) em modelo
inflamatdrio de depressdo induzido por LPS. Ademais, investigou-se o papel das isoformas de
oxido nitrico sintase (NOS) na depressédo induzida por LPS como forma de contribuir para um
melhor entendimento dos mecanismos neurobioldgicos envolvidos no componente inflamatorio

da depressao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiopatologia da Depressao

Apesar da compreensdo da fisiopatologia do TDM, ter progredido consideravelmente,
nenhum modelo ou mecanismo isolado pode explicar claramente todos os aspectos da
doenca. Diversas causas ou fisiopatologias podem estar por tras de episodios em diferentes
pacientes, ou até mesmo episodios distintos no mesmo paciente em momentos
diferentes. Estressores psicossociais e estressores bioldgicos podem resultar em diferentes
patogéneses e responder a diferentes intervencdes(MALHI; MANN, 2018).

A hipétese de depressdo das monoaminas, € uma teoria fisiopatoldgica do TDM
formulada ha quase cinquenta anos. Esta hipotese propde que pacientes com depressdo tenham
esgotado ou reduzido as concentragdes de serotonina, norepinefrina e dopamina. As evidéncias
primarias que levaram ao desenvolvimento da hipdtese das monoaminas, foram: os efeitos
da reserpina sobre a serotonina e as catecolaminas e 0s mecanismos farmacologicos da acéo
dos antidepressivos(DELGADO, 2000; HIRSCHFELD, 2000).

Vérias linhas de pesquisa apontam para o papel do BDNF (fator neurotréfico derivado
do cérebro) na fisiopatologia da depressdo. A hipotese da neurotrofina na depressao, aponta o
BDNF como principal mediador do TDM e ressalta que as anormalidades na plasticidade
cerebral nas regiGes que regulam a emocdo e a memodria, incluindo o hipocampo, precedem a
doenga (DUMAN; HENINGER; NESTLER, 1997). Evidéncias pré-clinicas sugerem que 0s
efeitos terapéuticos dos antidepressivos resultam na regulacéo positiva da expressao do BDNF
no hipocampo (DUMAN; HENINGER; NESTLER, 1997). Estudos clinicos indicam que 0s
niveis periféricos de BDNF sdo mais baixos em pacientes com TDM em comparagdo com
Controles saudaveis (MOLENDIJK et al., 2014).

As citocinas membros da familia das interleucinas (IL), sdo produzidas por macréfagos,
células natural Killer e linfocitos T. Podem ser classificadas em pro-inflamatérias ou
antiinflamatodrias. A IL-1, a IL-6 e o fator de necrose tumoral a (TNFa) sdo conhecidos como
citocinas pro-inflamatérias e I1L-4, IL-10 e IL-13 sdo conhecidas como citocinas anti-
inflamatdrias (MILLER; MALETIC; RAISON, 2009). As citocinas sdo importantes no
desenvolvimento e manutengdo da funcdo cerebral normal, apoiando remodelagédo sinaptica,
integridade neuronal e a neogénese, além de criam respostas comportamentais influenciando os
sistemas de neurotransmissores (HAROON; RAISON; MILLER, 2012; YIRMIYA; GOSHEN,
2011).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pathophysiology
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pathogenesis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pathogenesis
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/neurotrophin
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/neuroplasticity
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/antidepressants

23

Pacientes com citocinas inflamatorias elevadas em decorréncias de diversas doencas
inflamatdrias/infecciosas apresentam indices epidemioldgicos de depressdao superiores a
populacdo em geral (YIRMIYA et al., 2000), estudos realizados corroboram essa afirmacao,
alguns pacientes com TDM sem co-morbidades apresentam citocinas circulantes e marcadores
inflamatorios aumentados (DOWLATI et al., 2010; MAES, 1999). Vale ressaltar que em
estudos pré-clinico e clinicos, a administracdo de citocinas a humanos e animais, produziu
alteracbes comportamentais e sintomas neuropsiquiatricos e consistentes com depressao
(MILLER; MALETIC; RAISON, 2009).

De acordo com a figura 1, citocinas periféricas podem chegar ao sistema nervoso central
e atraves das células endoteliais, macrdéfagos perivasculares e micrdglia, elevar a producéao de
mediadores inflamatdrios locais, como o Oxido nitrico (NO), prostaglandina E2 (PGE2),
ciclooxegenase-2 (COX-2), citocinas e quimiocinas. Células imunes periféricas sdo recrutadas
através da producédo de proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) que produzem ainda
mais citocinas e mediadores inflamatorios. Essas citocinas estdo associadas ao aumento do
estresse oxidativo e geracao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO e ERN), sendo
que a elevacdo deste Ultimo fator contribui para a oxidacdo da tetrahidrobiopterina (BH4), um
co-fator necessario para a sintese de monoaminas. Ha evidéncias indicando que citocinas
inflamatdrias e suas vias de transducdo de sinal, tais como proteinas quinases ativadas por
mitogenos p38 (MAPKSs), podem reduzir a expressao ou funcédo do transportador de monoamina
vesicular 2 (VMAT2) e / ou aumentar a expressdo ou funcéo de transportadores de serotonina
e dopamina (5-HTT / DAT). As citocinas também podem interferir na sinalizacdo do receptor
TrkB e diminuir o BDNF, podendo influenciar negativamente a neurogénese e a
neuroplasticidade. Além disso, as citocinas inflamatérias podem afetar o sistema glutamato
(Glu) pela ativagdo da enzima indoleamino-2,3-dioxigenase (IDO), que cataboliza o triptofano,
0 precursor primario do aminoacido 5-HT, na quinurenina (FELGER; LOTRICH, 2013).
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Figura 1: Mecanismos potenciais de efeitos de citocinas inflamatorias sobre os sistemas de

neurotransmissores de monoamina, glutamato e BDNF no cérebro
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Fonte: (FELGER; LOTRICH, 2013).

Heranga genética da depressdo vem sendo estudada como hipétese para génese da
doenca, um estudo com gémeos evidenciou que a herdabilidade da depressao foi estimada em
um percentual superior a 35% (SULLIVAN; NEALE; KENDLER, 2000). A heterogeneidade
fenotipica tem dificultado a busca das variantes relacionadas ao risco genético para a depressao,
esse fator pode implicar diretamente em arquiteturas genéticas distintas (MULLINS; LEWIS,
2017). Trabalhos recentes com grande amostragem evidenciaram a identificacdo das primeiras
variantes genéticas de risco para contrair depressdo (CONVERGE CONSORTIUM, 2015;
HYDE et al., 2016; MULLINS; LEWIS, 2017).

Portanto, outras vias de sinalizacdo e neurotransmissores podem estar relacionadas com

a fisiopatologia da depressdo, descritos no quadro 1:
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Quadro 1: Sistemas de neurotransmissores e mecanismos de transdugéo de sinal envolvidos

na fisiopatologia da depresséo.

Alteracgéo:

Autor:

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

(JOCA; GUIMARAES, 2006;
KUMAR et al., 2010)

Sistema glutamatérgico

(HASHIMOTO; SAWA,; IYO, 2007;
KRYSTAL et al., 2002; LAPIDUS;
SOLEIMANI; MURROUGH, 2013;
PETRIE; REID; STEWART, 2000)

Sistema opioide

(GABILONDO; JAVIER MEANA;
GARCIA-SEVILLA, 1995;
GAVERIAUX-RUFF; KIEFFER,
2002; KEASLING et al., 2019)

Sistema GABAérgico

(LUSCHER; MOHLER, 2019;
PETTY; SHERMAN, 1981)

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

mitégeno
por  sinal

(YANIV etal., 2010; ZHU et al.,
2010)

Proteina ligante ao elemento responsivo ao
AMPc (CREB).

(BLENDY, 2006; PERLIS et al.,
2007; ZUBENKO et al., 2002)

Fator neurotr6fico derivado do cérebro
(BDNF).

(KAREGE et al., 2002; SOUSA et
al., 2015)

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

(PICCHINI; MANJI; GOULD,
2004)

Proteina antiapoptotica Bcl2.

(SHISHKINA et al., 2010; ZHANG
etal., 2014)

Liberacdo de citocinas pré-inflamatorias
associadas com a ativacdo do sistema imune.

(RITTBERG, 2016; YIRMIYA et
al., 2000)

Aumento dos niveis plasmaticos de
glicocorticoides;

(HOLSBOER, 2000; JOELS et al.,
2008; JURUENA et al., 2010)

Desregulacéo do eixo hipotalamo-pituitéria-
adrenal (HPA).

(LEMBKE et al., 2013)

Aumento no estresse oxidativo.

(MAES, 2008; SARANDOL et al.,
2007)

Fonte

: TOMAZ, 2014 - Adaptado
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Os primeiros estudos com hipdteses relacionando o TDM a desregulages no processo
inflamatdrio ocorreram na década de 80 (DANTZER, 2008). Desde entdo, modelos animais
que induzem um comportamento tipo-depressivo, sao induzidos com um estimulo inflamatério
periférico na fase aguda, embora esses mecanismos ainda ndo estejam totalmente esclarecidos
(DANTZER et al., 2008; RICHTER et al., 2011).

2.2 Modelos animais de depressao

Trés caracteristicas basicas sdo estabelecidos para constru¢do de um bom modelo anima,
sdo estes: validade preditiva (sensibilidade a farmacoldgica e ndo farmacologica, além de
intervencdes que sdo eficazes para a doenca ou condicdo em humanos também seja eficaz no
modelo), validade aparente (fen6tipo semelhante ao humano que tem a doenca) e validade de
construto (a fisiopatologia da doenca humana séo recapitulados com o modelo) (NESTLER,;
HYMAN, 2010). Além destas, estudos propdem a inclusdo de outras caracteristicas, como a
validade mecanistica (mecanismos cognitivos ou bioldgicos semelhantes), validade patogénica
(validade etioldgica e biomarcadores) e validade homoldgica (validade de espécies e estirpes)
(BELZUNG; LEMOINE, 2011).

Com base na etiologia da depressdo, os modelos animais foram desenvolvidos com base
na exposicao aguda ou crénica ao estresse (MCGONAGLE; KESSLER, 1990), interacdo gene-
ambiente (UHER; MCGUFFIN, 2010), administragio exdgena de glicocorticdides (SURIS et
al., 2010) e manipulacfes genéticas (CASPI; MOFFITT, 2006).

Aplicar fatores estressores com intuito provocar sintomas fenotipicos da depressédo é
bem aceito como modelos pré-clinicos de estudo da referida doenca. Modelos de estresse leve
cronico (CMS), mimetizando a experiéncia diaria de estresse em humanos, séo modelos pré-
clinico de depressdo altamente validado, e desencadeiam a anedonia, que é uma manifestacéo
central, frequentemente presente na doenca (MARTIS et al., 2018). Além disso, 0s ratos
expostos a CMS exibem alteracdes no sono e peso corporal, diminuigdo da atividade sexual e

comportamento agressivo, que sdo sintomas classicos da depressédo (WIBORG, 2013).


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/etiology-of-depression
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/glucocorticoid
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Quadro 02: Modelos de Depresséo

Descricédo do Protocolo

Autor

Modelo cronico de
estresse leve
imprevisivel
(NOLLET; LE
GUISQUET;

BELZUNG, 2013)

Camundongos BALB, com aproximadamente 8 semanas vida sdo
colocados em gaiolas com um ambiente estavel (invertido de 12 h
ciclo claro/escuro, temperatura 22 = 1 ° C, humidade de 55 + 10%)
por nove semanas. Os testes comportamentais foram realizados na
oitava semana, 0s mesmos evidenciaram que animais submetidos ao
stress moderado apresentavam sintomas de depresséo.

Modelo de Estresse
no inicio da vida
(BATH;
MANZANO-
NIEVES;
GOODWILL, 2016)

Camundongos C57BL, quatro dias apds 0 nascimento séo
transferidos juntos com a mée de sua gaiola padréo para uma gaiola
com um fundo de tela de arame com um acolchoado de algodéo,
medindo 2X4 cm, como sua Unica cama, para alojar mae e filhotes,
0 grupo permanece por uma semana, nessa condicao. Fato que leva
aum numero significativo de partidas (Auséncia do ninho), levando
ao cuidado maternal fragmentado por parte da mée e resultado em
comportamento caracteristico de depressdo no decorrer do
desenvolvimento dos animais expostos.

Desamparo
Aprendido
(SELIGMAN, 1975)

150 Cées foram colocados em camaras das quais ndo podiam escapar,
foram aplicados choques elétricos nas patas. Eles foram entdo
testados em uma cémara onde eles tinham uma rota de fuga
visivel; eles precisavam pular um obstaculo quando o choque fosse
aplicado para escapar de choques futuros. Ao final do teste, 100 cées
sujeitos ao choque inescapavel ndo tentaram escapar do choque
quando colocados na caixa de transporte de fuga. Se um céo indefeso
aprendido fosse colocado em uma camara sem barreira e recebesse
choque, simplesmente ele deitava e aguardava o término do
choque. Se um manipulador arrastasse repetidamente o cdo pela
coleira para o lado da caixa onde o choque elétrico ndo estava sendo
aplicado, o céo acabaria aprendendo a escapar sozinho do choque. O
pesquisador concluiu este era um robusto modelo de depressao, uma
vez que criou um cenario impossivel, inescapavel e incontrolavel,
uma resultante reacdo depressiva e um método para melhorar o
comportamento aprendido.
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Quadro 02: Modelos de Depresséo (continuagéo)

Modelo de
bulbectomia olfativa
(OBX)

(KELLY; WRYNN;
LEONARD, 1997)

Realizou-se a remocéo do bulbo olfatorio de ratos Sprague-Dawley
machos. Duas semanas ap0s o procedimento, observou-se as
seguintes alteragcGes comportamentais: hiperatividade em uma arena
fechada, como o campo aberto; hiperatividade noturna aumentada em
um monitor de atividade em casa de 24 horas; déficits na memoria,
como mostrado pelo comportamento de esquiva passiva e no labirinto
de Morris e no labirinto radial de 8 bracos; aumento de entradas no
braco aberto no labirinto em cruz elevado; e mudancas nos alimentos
motivaram e condicionaram 0 comportamento de aversdo ao
sabor. Além de alteracfes neuroquimicas. Todas as alteracdes foram
revertidas com administracdo de antidepressivos triciclicos.

Inducdo por
Administracédo
repetida de
Corticosterona
(HILL et al., 2003)

Ratos machos Long-Evans (Charles River, Canada) administracéo de
20 mg / kg de Corticosterona por dia, durante 20 dias. No vigésimo
primeiro, o teste de nado forcado, evidenciou aumento no tempo de
imobilidade do grupo tratado com corticosterona.

Depressao Crénica
(KUBERA et al.,
2013)

Foi proposto um novo modelo animal de, a partir do desafio com LPS
via intraperitoneal (i.p) por 5 dias ao més, sendo as doses aumentadas
todos os dias durante os primeiros trés dias e foi gradualmente
diminuida nos dias 4 e 5, ie dia 1: 750 pg / kg, dia 2: 1000 pg / kg,
dia 3: 1250 pg / kg, dia 4 : 1000 pg / kg e dia 5: 750 ug / kg,
posteriormente, um periodo de um més de descanso até a repeticdo
do protocolo, que se repetiu por mais trés meses. Ao final, observou-
se um quadro de neuroinflamacdo crbnica, alteracdes
comportamentais e neuroquimicas condizentes com endofendtipos
depressivos, como anedonia e reducdo de BDNF, e com validade
preditiva testada pela administracdo de um inibidor seletivo de
recaptacdo de serotonina (fluoxetina) capaz de reverter 0s
endofendtipos depressivos.

Depressao-Simile
(Depressive-like)
(CUSTODIO et al.,
2013; FERREIRA
MELLO etal., 2013;
OHGl et al., 2013)

Foi administrado 0,5mg de LPS via i.p de Ratos BALB machos, apos
24hs da administracdo, observou-se sintomas tipo-depressdo
(depressive-like), dentre estes sintomas, destacou-se 0 aumento no
tempo de imobilidade no teste do nado forcado e alteragdes
neurobioldgicas, como o0 aumento de citocinas em tecidos cerebrais,

removidos post mortem dos animais.

Fonte: A prépria autora.
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2.3 Lipopolisacarideo (LPS)

O envelope celular de bactérias Gram-negativas, incluindo Escherichia coli, contém
duas membranas distintas, uma membrana interna e uma externa separadas por um
compartimento hidrofilico com uma camada de peptidoglicano, chamado de periplasma. A
membrana externa é uma bicamada assimétrica com fosfolipidios formando o folheto interno e
o lipopolissacarideo (LPS) formando o folheto externo, sendo este composto essencial para a
viabilidade bacteriana. Além das fortes interacdes quimicas laterais, o LPS tem como uma das
funcdes, a de barreira de permeabilidade essencial. Bactérias, como E. coli e Salmonella,
contém aproximadamente 2-3 x 10 ®*moléculas de LPS que cobrem mais de 75% de sua
membrana externa (RAETZ; WHITFIELD, 2002). Além de glicolipido complexo e altamente
heterogéneo na composicédo, sua biossintese, translocacdo e modificagdes do LPS requerem a
funcdo de mais de 100 genes, varios deles sdo essenciais e exclusivos para as bactérias,
configurando-se como excelentes alvos de identificagdo de seus inibidores para o
desenvolvimento de novos antibioticos (KLEIN; RAINA, 2019).

Apesar de atuar em varios receptores, o LPS, tem como principal alvo é o receptor Toll-
like (TLR) (ALPIZAR et al., 2017; BOONEN et al., 2018). Apos a ativacdo de TLR4 por LPS,
ocorre o recrutamento adaptadores a jusantes cruciais para a sinalizacdo do receptor, adaptador
contendo dominio TIR (dominio citoplasmaticos tipo Toll/1L-1R) induzindo Interferon-p
(TRIF), a proteina de resposta primaria de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88) e a molécula
adaptadora relacionada ao TRIF (TRAM) (RUCKDESCHEL et al., 2004) (Figura 2). O
recrutamento desses adaptadores pode ativar ainda mais as vias a jusantes, culminando na
ativacdo de fatores de transcricdo, que por sua vez, induzem uma infinidade de genes pro-
inflamato6rios (GRAY et al., 2011).
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Figura 2: Ativacdo e sinalizagdo de TLR4 a partir da membrana celular e dos endossomos.
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Fonte: (COCHET,; PERI, 2017).

Em estudos anteriores realizados no nosso laboratério, demonstramos que a
administracdo do LPS de forma cronica ou aguda, resulta em um aumento da duracdo da
imobilidade nos testes de nado forcado e suspenséo de cauda, além de outros sintomas referidos
como resposta a doenca, além de alteragdes nos niveis de glutationa (GSH), &cido tiobarbitdrico
(TBARS), Nitrito e BDNF, dentre outras (CORDEIRO et al., 2019; CUSTODIO et al., 2013;
FERREIRA MELLO et al., 2013; LOPES et al., 2018; MELLO et al., 2018; RODRIGUES et
al., 2018; TOMAZ et al., 2014). Dessa forma, concluimos que a imobilidade aumentada nos
testes de nado forgado e suspensdo de cauda refletem um déficit no estado motivacional ou um
fendtipo comportamental do tipo depressivo, pois a redu¢do na duragdo da imobilidade durante
esses dois testes € amplamente usada para identificar a eficacia de tratamentos antidepressivos,
consequentemente, a resposta comportamental inversa seria reflexiva de um fendtipo
depressivo (YAN et al., 2010).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/tail-suspension-test
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/tail-suspension-test

31

2.4 Neuroinflamacéo

A neuroinflamacao se caracteriza como um processo inflamatorios no Sistema Nervoso
Central (SNC) (MAES, 2010). Esta por sua vez, pode ser caracterizada como resultado de um
processo inflamatdrio sistémico associada a génese varios transtornos neuro-comportamentais
(FAN et al., 2012). O aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica, a elevacdo dos
niveis de citocinas pro-inflamatdrias, a ativacdo de células da glia e invasdo de leucocitos séo
fatores que associam a neuroinflamacéo a alteracdes patolégicas. (GLASS et al., 2010).

Apesar de considerarmos que o SNC, tem seu préprio sistema imunolégico,
independente do sistema imunoldgico periférico, acredita-se que os dois constantemente se
comunicam e cooperem. Algumas evidéncias apontam para o envolvimento do SNC na
regulacdo da imunidade e que respostas imunes na periferia levem a mudancas
comportamentais

A maioria dos pacientes com TDM, desenvolve inicialmente sintomas de doenca
neurovegetativa e fadiga semelhantes a gripe. Posteriormente, uma parcela significativa
desenvolve humor deprimido, anedonia, ansiedade, irritabilidade e disturbios cognitivos
(CAPURON; MILLER, 2004). Com o intuito de identificar mecanismos neurobiol6gicos
que ligam a inflamacdo a depressao, vacinas e endotoxinas bacterianas (lipopolissacarideo ou
LPS) tém sido usadas para ativar experimentalmente o sistema imune inato, tanto em
voluntarios humanos saudaveis quanto em roedores (SALAZAR et al., 2012).

Estad bem estabelecido que a inflamacdo sistémica provoca a sintese de citocinas pro-
inflamatdrias, que se comunicam com o cérebro induzindo, mudangas comportamentais
conhecidas como comportamento da doenca, este comportamento inclui sinais semelhantes aos
sintomas clinicos do TDM, tais como, perda de apetite, perturbacéo do sono, atividade reduzida
e interesse social reduzido (DANTZER et al., 2008; PERRY, 2004).
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Figura 3 : Hipotese da Neuroinflamacgéo.
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Fonte: (MAGDY et al., 2015) — Adaptado; 3A: 1- Em condicdes fisioldgicas, BDNF é liberado de neurdnios em
uma forma dependente da atividade. 2- BDNF, através do seu receptor TrkB melhora a atividade SERT
(Transmissor de serotonina). 3 - O aumento da atividade da SERT resulta em uma reducéo de 5-HT extracelular,
diminuindo ativacdo da CREB dependente do receptor 5-HT e a expresséo do gene BDNF; 3B: 1- A microgliais
e o0s astrocitos tornam-se ativados e liberam grandes quantidades de citocinas pré-inflamatdrias. 2- Citocinas e vias
dependentes de stress aumentam a atividade SERT em neur6nios, bem como a expressdo do gene SERT aumento
em astrécitos. Ambos 0s processos sdo mediados por p38 MAPK vias dependentes. 3 - O aumento da atividade da
SERT resulta numa reducgdo de niveis extracelulares de 5-HT, causando uma atenuacdo de sinalizacdo através de
receptores de 5-HT pré- e pés-sinapticos. 4- A expressdo do gene dependente de CREB BDNF é reduzido. 5-
Como uma consequéncia do nivel de BDNF sdo diminuidos. 6- a regulacdo da atividade de SERT ¢ desacoplado

dos mecanismos dependentes do BDNF .

Uma das hipdteses da neuroinflamacéo, é que microgliais e os astrocitos tornam-se
ativados e liberam grandes quantidades de citocinas pro-inflamatérias. Citocinas e vias
dependentes de stress aumentam a atividade SERT em neurénios, bem como a expressdo do
gene SERT aumento em astrocitos. Ambos os processos sdo mediados por p38 MAPK
dependentes. O aumento da atividade da SERT resulta numa reducédo de niveis extracelulares
de 5-HT (Serotonina), causando uma atenuacgéo de sinalizacéo através de receptores de 5-HT

pré- e pds-sinapticos. A expressdo do gene dependente de CREB BDNF € reduzido. Como
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consequéncia do nivel de BDNF é diminuido e a regulacdo da atividade de SERT é desacoplado
dos mecanismos dependentes do BDNF (MAGDY et al., 2015).

2.5 Citocinas e Depressdo

A inflamacdo é uma resposta bioldgica protetora do organismo vivo como um todo,
sendo este processo mediado por varias moléculas (NATHAN, 2002). A um grupo destas
moléculas, atribuimos o nome de citocinas, elas sdo proteinas de baixo peso molecular e
podem exercer um efeito pro ou anti-inflamatério (CAVAILLON, 2001).

Entre as citocinas, aquelas que promovem a cascata de inflamacéo sdo consideradas
mediadores pro-inflamatorios, incluindo IL-1p, IL-6, IL-8, Fator de Necrose Tumoral (TNF-
a), quimiocinas e diversas classes de interferons. Quanto as citocinas anti-inflamatdrias,
podemos ressaltar o antagonista do receptor IL-1 (IL-1ra), IL-4, IL-10, IL11 e IL-13, que s&o
produzidas para regular respostas de citocinas pré-inflamatérias (DINARELLO, 2000).

Sob condicgdes fisiologicas as citocinas sdo geralmente mantidas em baixos niveis
(PITOSSI et al., 1997). Com relacdo a distarbios psiquiatricos, as citocinas pro-inflamatérias
desempenham papel crucial em sua fisiopatologia, tendo destaque a TDM (MILLER,;
MALETIC; RAISON, 2009).

Os primeiros relatos que a inflamacdo causada por macrofagos pode ter um papel
crucial na fisiopatologia da depressao datam do inicio dos anos 90 (SMITH, 1991). Em estudos
posteriores, autores fizeram a associacdo em alteracdes pré-inflamatorias e depressédo (KIM;
MAES, 2003), a partir destas evidéncias constatou-se que citocinas pré-inflamatorias, como IL-
1B, TNF-a e IL-6, estdo aumentadas no sangue periférico de pacientes com depressao
(DOWLATI et al., 2010; KIM et al.,, 2007) e que citocinas como IL-2, IL-4, IL-10 ,
e interferon-y (IFN-y), ndo foram significativamente alterados em pacientes portadores de
TDM (DOWLATI et al., 2010). O fato de as citocinas pro-inflamatorias exdgenas, incluindo
0 IFN-0, podem resultar em depressio (BONACCORSO et al., 2002) e que 0s niveis
periféricos de marcadores inflamatorios estdo associados a gravidade da depressdo (SUAREZ
et al., 2004), reforcam a relacéo direta das citocinas no TDM.

Especificamente em trabalhos anteriores realizados em nosso laboratdrio, verificamos
0s seguintes achados: elevacdo do niveis de IL-1p e TNF-a, no hipocampo de animais
submetidos ao modelo de depressdo cronica induzida pelo LPS, em comparagdo ao grupo
controle (RODRIGUES et al., 2018); aumento da IL-1p no cortex pré-frontal de animais
submetidos ao modelo de depressdo-simile induzido por LPS (CORDEIRO et al., 2019;
CUSTODIO et al., 2013), em outro experimento semelhante, utilizando 0 mesmo modelo, os
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niveis de IL-1B do grupo tratado com LPS foram significativamente superiores ao grupo

controle no cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado (TOMAZ et al., 2014).

2.6 Oxido Nitrico (NO)

Descoberto no século XVII por Jan B. Helmont e estudado por muitos anos por Joseph
Priestley o Oxido Nitrico (NO) era considerado apenas como um poluente atmosférico
diretamente ligado a chuva &cida, a destruicdo da camada de 0z6nio e a formagdo de compostos
oncogénicos até o final da década de 70 (CHATKIN, 2000). Na descoberta inicial, do
envolvimento da molécula no organismo humano, descreveu-se que endotélio da aorta libera
uma substancia que medeia a dilatacdo produzida pela acetilcolina (ACh) (FURCHGOTT;
ZAWADZKI, 1980). Essa substancia foi denominada fator de relaxamento dependente do
endotélio EDRF e foi posteriormente identificada como NO (EPSTEIN; MONCADA,; HIGGS,
1993).

Classificado como um radical livre e gasoso em temperatura ambiente, inorganico,
incolor, com cinco elétrons de nitrogénio e seis de oxigénio, sendo um desses elétrons
desemparelhado, altamente reativo devido a presenca de radical livre, 0 NO tem uma meia vida
relativamente curta, ap6s o diluido ocorre a sua rapida oxidacdo a nitrito e nitrato (BREDT;
SNYDER, 1992). Acreditasse que constituiu um mecanismo de defesa fundamental para
microorganismo primitivos, desempenhando assim, um papel fundamental nos primeiros
estagios da evolugcdo (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991).

Na década de 80, surgem os primeiros estudos com énfase na descoberta que os 6xidos
nitrogenados sdo produto do metabolismo de mamiferos, essa descoberta ganha forca e sua
importancia é ressaltada ap6s a descoberta do NO e que o mesmo era produzido
endogenamente, a molécula em questdo se tratava do Oxido nitrico (IGNARRO, 1989;
PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987). Os estudos relacionados a molécula foram se
ampliando e outros trabalhos evidenciaram liberacdo de EDRF das células cerebelares apds a
ativacdo com NMDA, além da a possibilidade de que a via L-arginina/NO agisse no sistema
nervoso central (SNC) (GARTHWAITE et al., 1989).

Fisiologicamente, 0 NO ¢ produzido pela oxidacdo de L-arginina em um mecanismo
dependente de NADPH, catalisado por uma enzima chamada Oxido Nitrico Sintase
(NOS) contendo heme, que por sua vez ativa a guanilato ciclase soltvel (sGC), responsavel
pela conversdo do trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc). A expressdo nos tecidos € mediado por trés isoformas distintas, que sdo:
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Oxido Nitrico Sintase Neuronal (nNOS), ou NOS1 , Oxido Nitrico Sintase Indutase (iNOS)
ou NOS2 e Oxido Nitrico Sintase Endotelial (eNOS) ou NOS3, foram correlacionadas
respectivamente com desenvolvimento e diferenciacdo de tecidos neuronais, angiogénese bem
como resposta inflamatéria (KNOWLES; MONCADA, 1994).

Todas as isorformas da NOS conttm um dominio da N-terminal oxigenase e
um dominio  de C-terminal redutase ligado por uma sequéncia de ligacdo
de calmodulina central (CaM). Os dominios de redutase das proteinas NOS (Figura 4) possuem
os sitios de ligagdo para nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), flavina adenina
dinucleotideo (FAD) emononucleétido de flavina-adenina (FMN) que estdo relacionados com
muitas outras ezimas (redutases) de flavoproteinas . Por outro lado, os dominios da oxigenasse
da NOS ndo apresentam semelhanca significativa na sequéncia com outras proteina, sendo
conservados os sitios de ligacdo: heme (Fe), tetra-hidrobiopterina (H4B) e arginina(arg)
(CHEN; WU, 2000). A ativagéo das isoformas de NOS constitutivamente expressas , NNOS e
eNOS, é dependente da concentracdo de Ca 2* intracelular . Em contraste, a expressio de iNOS
é independente de Ca * e induzida por respostas endotoxicas ou inflamatorias (ALDERTON;
COOPER; KNOWLES, 2001; CAMPBELL et al., 2014).

Figura 4: Reacdo global catalisada e cofatores de NOS.

Citrulline
NO (or NO")

Fonte: (ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001)
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2.7 Depressdo e NO

Evidéncias apontam para o importante papel do NO na memoria, aprendizagem, além
de elevada relevancia na plasticidade sinéptica (PITSIKAS, 2015; PRAST; PHILIPPU,
2001). No cérebro, promove a diferenciacdo neuronal e apresenta efeitos duradouros através da
regulacao dos fatores de transcricéo e na expressdo génica (CALABRESE et al., 2007). Estudos
apontam para o fato de baixas concentracbes de NO serem neuroprotetoras e mediarem a
sinalizacdo fisiol6gica, como a neurotransmissdo e/ou vasorelaxamento, enquanto as doses
mais elevadas medeiam ac¢des imunoldgicas/inflamatdrias que sdo neurotdxicas (CALABRESE
etal., 2007).

O NO esta envolvido indiretamente na regulacdo da liberacdo de diferentes
neurotransmissores. Estimulando a liberacdo de acetilcolina (ACh) no prosencéfalo basal e
estriado ventral, estimulando neur6nios glutamatérgicosa adjacentes (PRAST; PHILIPPU,
2001). QOutro fato ja conhecido é que quando ocorre elevacdo nas concentracdes basais de NO,
ocorre um aumento no efluxo de receptores GABA em processos dependentes de Ca %* e sodio
(Na *) (PRAST; PHILIPPU, 2001).

Em suma, o aumento nas concentra¢cdes de NO pode ocasionar: inducdo na a morte
neural por meio de stress oxidativo, através da geracdo intermediaria de espécies reativos de
oxigénio e comprometimento de sistemas antioxidantes (SALGO et al., 1995), a
neurotoxicidade (DAWSON et al., 1991), pode estar envolvido na neurodegeneragdo por meio
de uma reacdo ndo enzimética com o anion superoxido (O ."), formando o peroxinitrito
(ONOO "), um agente oxidante reativo e excessivamente potente (HIBBS et al., 1988).

Acredita-se que o NO desempenha um importante  papel como
neurotransmissor e neuromodulador no SNC. Tanto eNOS e iNOS foram encontrados no SNC,
sendo a nNOS a principal enzima responsavel pela produgdo de NO neuronal, os neurdnios que
contétm a nNOS estdo presentes em diversas areas do SNC, destacando-se o cerebelo e
hipocampo (BREDT; HWANG; SNYDER, 1990). Dessa forma fica claro que a sintese de NO
é fundamental na regulagéo da atividade dos neurotransmissores no SNC através de uma cascata

complexa, evidenciada na Figura 5.
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https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/oxidative-stress
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/neurotransmitter
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/neuromodulation
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/nitric-oxide-synthase
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/enzymes
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0301008217300448?via%3Dihub#fig0005
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Figura 5: Via glutamatérgica/NO no sistema nervoso central.
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Fonte: (GHASEMI; CLAUNCH; NIU, 2018).

O NO desempenha um importante papel na plasticidade neural e pode até mesmo se
difundir de volta ao terminal pré-sinéptico, no qual a enzima guanilil ciclase (GC) sollvel é por
muito tempo considerada o alvo principal do NO neuronal. A liberagdo de glutamato do espacgo
extracelular ocorre através dos transportadores de glutamato de alta afinidade (GTS)
apresentados na glia e neurénio pré-sinaptico. Os GTs desempenham um papel fundamental na
manutencdo da funcdo neuronal adequada, reduzindo os niveis de glutamato extracelular
potencialmente toxico (GHASEMI; CLAUNCH; NIU, 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/neuroplasticity
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/soluble-guanylyl-cyclase
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/soluble-guanylyl-cyclase
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Figura 6: Sintese das vias do 6xido nitrico e da L -arginina-6xido nitrico-cGMP.
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Fonte: (DHIR; KULKARNI, 2011)

Sabe-se que o0s niveis excessivos de GMPc podem produzir um comportamento
semelhante a depressao e a reducdo de seus niveis produz uma tipo antidepressiva (HEIBERG,;
WEGENER; ROSENBERG, 2002). Os niveis de cGMP podem ser diminuidos inibindo a sGC,
fato que poderia ocorrer utilizando azul de metileno ou a enzima NOS. O cGMP ¢ degradado
em monofosfato de guanosina (GMP) com a ajuda de enzima fosfodiesterase (PDE). Dessa,
inibir a PDE usando seus inibidores pode aumentar os niveis de GMPc e produzir um estado
semelhante a depressdo, em contra partida, o sildenafil, um inibidor da PDE, é descrito como

um agente com ac¢ao semelhante ao antidepressivo (TOMAZ et al., 2014).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/nitric-oxide
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/phosphodiesterase
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Quadro 03: Efeitos do tipo antidepressivo de varios inibidores da sintase do Oxido

nitrico (NOS) e da variedade de experimentos comportamentais em animais

(7-nitroindazole)

nNOS

Substancia Efeito Modelo de Referéncia (MAES,
Depressao 1999)
Inibidor néo seletivo | TSC (DA SILVA et
de NOS al.,2000)
TNF (ERGUN; ERGUN,
L-NA 2007;
( N & -nitro-L- HEYDARPOUR et
arginina) al., 2016)
TNF (HARKIN et al.,
2003; GIGLIUCCI
etal., 2010)
Inibidor ndo seletivo | Depressdo induzida | (LIAN; AN, 2010)
de NOS 993855674 | por estresse leve
imprevisivel cronica
L_N? ME em ratos
;gini':;t:nc’:t‘i; TNFeTSCna (TOMAZ etal,
éster) depressdo induzida | 2014)
por LPS
MTNF em desespero | (HEYDARPOUR et
induzido por colite al., 2016)
7-NlI Inibidor seletivo de | TNF (DA SILVA LEAL

etal., 2017; PATIL;
SINGH,;
KULKARNI, 2005)

TSC apos estresse
leve crénico

(NEIS et al., 2014)

TNF em estresse

(ALMEIDA et al.,

variavel crénico 2015)
1400W Inibidor seletivo de | TNF (DA SILVA LEAL
INOS etal., 2017)

Fonte: (GHASEMI; CLAUNCH; NIU, 2018) — Adaptado


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/nitric-oxide-synthase
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/nitric-oxide-synthase
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2.8 Tratamento para Depressdo

Os resultados do ensaio STAR * D demonstraram que, apesar de quatro ensaios
consecutivos de antidepressivos, quase um ter¢co do total de participantes ndo conseguiu
alcancar a remissdo na concluséo do estudo (WARDEN et al., 2007). Outras intervencdes,
como a psicoterapia, ainda produzem apenas modestos tamanhos de efeito ( KAMENQV et al.,
2017). Dadas as limitacGes inerentes a farmacoterapia e a psicoterapia, a estimulacao cerebral
ndo invasiva representa um importante “terceiro” brago de tratamento para lidar com a carga

onerosa de transtornos psiquitricos.

2.8.1 Tranilcipromina

A tranilcipromina (trans-2-fenilciclopropilamina, TCP) é um antidepressivo,
pertencente ao grupo farmacologico dos inibidores da monoamina oxidase (IMAO). A sua
estrutura quimica é composta por trés grupos elementares (anel de benzeno, anel
de ciclopropano e um grupo amino). Apesar de sintetizado pela primeira vez na década de 1940
como um anélogo das anfetaminas, a referido droga nédo foi investigada devido a baixa atividade
anfetaminica (BURGER; YOST, 1948).

O primeiro estudo clinico foi publicado em 1959, no qual relatava que 52 pacientes do
sexo feminino com "Varios tipos de depressdo"”, receberam doses de TCP entre 30-40 mg/dia,
21 pacientes obtiveram remissdo total dos sintomas e 15 pacientes reduziram
consideravelmente os sintomas (PETERSEN; MCBRAYER, 1959).

O tratamento com TCP reduziu a imobilidade no teste de nado forcado, relativamente
aos comportamentos de natacédo e escalada (TORREGROSSA et al., 2005). Em outro estudo,
a TCP aumentou os niveis de norepinefrina e serotonina no cérebro, sem inibir seus
respectivos transportadores, neste estudo analise do comportamento no teste de nado for¢ado,
apresentou dados semelhantes aos Inibidores Seletivos da Recapitacéo de Serotonina (ISRS)
(REED et al., 2008).

4.8.2 Amitripitilina
Os antidepressivos triciclicos impedem a captagéo de serotonina e norepinefrina, além

de ter atividade anti-histaminérgica e anticolinérgica. O grau de blogueio da recaptura de
monoamina varia de acordo com o antidepressivo desta classe (GILLMAN, 2007).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278584618302513?via%3Dihub#bb0250
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278584618302513?via%3Dihub#bb0250
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/tranylcypromine
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/monoamine-neurotransmitter
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cyclopropane
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/substituted-amphetamine
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A Amitriptilina é um potente inibidor da recaptagdo da serotonina e um inibidor
moderado da recaptacdo da norepinefrina, € metabolizado em nortriptilina, que tem um maior
efeito no transportador de norepinefrina. Além de ter agdo no receptor adrenérgico alfal, nos
receptores muscarinicos de acetilcolina e receptores de histamina H1 e H2. Também bloqueia
o0s canais de sodio, calcio e potassio (AYATA et al., 2006). Um outro mecanismo possivel de
acdo da amitriptilina é o aumento das vias nociceptivas inibitorias descendentes
(SPRENGER; VIANA; TASSORELLLI, 2018).

Em um estudo pré-clinico, a amitriptilina foi capaz de exercer efeitos antidepressivos
no teste de nado forcado em ratos submetidos aos protocolos de estresse leve e de privagéo
materna cronica, vale ressaltar que a droga demonstrou acdo neuroprotetora atraveés do aumento
das atividades na superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (MACIEL et al., 2018).

4.8.3 Escitalopram

O escitalopram (S- citalopram) é o um potente inibidor seletivo para transporte de
serotonina. Além disso, é um antidepressivo de acdo dupla que se liga tanto ao sitio priméario
no transportador de serotonina quanto a um sitio alostérico secundéario de baixa afinidade, que
pode, em teoria, estabilizar e prolongar a ligacdo do farmaco ao sitio primario (OWENS;
KNIGHT; NEMEROFF, 2001).

Ao ser comparado com a Velafaxina, o Escitalopram , reproduziu padrdes de reversao
iguais (MONTGOMERY; HUUSOM; BOTHMER, 2004) ou superiores a Venlafaxina
(BIELSKI; VENTURA; CHANG, 2004). Seus efeitos foram geralmente mais bem tolerado que
a venlafaxina no tratamento de pacientes com depressdo moderada a severa (BIELSKI,;
VENTURA; CHANG, 2004; MONTGOMERY; HUUSOM; BOTHMER, 2004). Eventos
adversos emergentes do tratamento foram relatados por 67% (MONTGOMERY; HUUSOM,;
BOTHMER, 2004) e 68% (BIELSKI; VENTURA; CHANG, 2004) dos pacientes com
escitalopram versus 71% (MONTGOMERY; HUUSOM; BOTHMER, 2004) e 85%
(BIELSKI; VENTURA; CHANG, 2004) dos pacientes tratados com venlafaxina XR nos

estudos acima.

4.8.4 Vortioxetina
A vortioxetina é um antidepressivo farmacodinamicamente novo, definido como um
multimodal, que exerce efeitos nos sistemas ergo e glutamatérgico serotoninérgicos,

noradrenérgicos, histaminérgicos, colinergicos, GABA (acido gama-aminobutirico)


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/amitriptyline
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/swimming-test
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(demonstrados em estudos in vitro e in vivo). Consequentemente, os estudos pré-clinicos
sugerem que a droga pode exercer ndo apenas atividade antidepressiva e ansiolitica, mas
também pode melhorar as funcdes cognitivas. Uma série de modelos e testes animais mostraram
que a vortioxetina pode melhorar a memoria trabalhando e episodica, bem como a flexibilidade
cognitiva e a memoria espacial. Estas propriedades da vortioxetina sdo particularmente
relevantes devido ao fato de que a disfuncdo cognitiva € uma comorbidade comum para
Depressdo Maior (BORTOLATO et al., 2016).

Pertencente a classe de bis-aril-sulfanilaminas, a Vortioxetina é quimicamente
identificada como 1-[2-(2,4-dimetil-fenilsulfanil)-fenil]-piperazina. O mecanismo de acdo da
vortioxetina é considerado como relacionado a sua atividade multimodal, ou seja, bloqueio
seletivo da recaptacdo da serotonina (inibindo o transportador de serotonina [SERT]) e
modulacdo direta da atividade dos receptores de serotonina (5-HT) (D’AGOSTINO;
ENGLISH; REY, 2015).

A base de evidéncias atuais, sugerem que a vortioxetina pode ser efetiva em pacientes
com Depressdo Maior, no entanto, esses achados precisam ser interpretados com cautela,
devido & heterogeneidade substancial dos resultados, risco consideravel de viés na maioria dos
ensaios e escassez de comparacdo direta entre a droga de interesse e outros antidepressivos
(CITROME, 2016; LLORCA et al., 2014).
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3 PERGUNTAS DE PARTIDA

1. Qual a relacdo entre antidepressivos utilizados na préatica clinica com as alteracdes
neuroimunes induzidas no modelo de depresséo induzido pela administracdo sistémica
de LPS em ratos?

2. Qual a relagfo entre os inibidores das isoformas da Oxido Nitrico Sintase (NOS) com
as alteracbes neuroimunes induzidas no modelo de depressdo induzido pela

administracao sistémica de LPS em ratos?

4 HIPOTESES

1. Antidepressivos utilizados na pratica clinica, alteram os niveis de citocinas pré e anti-
inflamatorias no cérebro de roedores, submetidos ao modelo de depressdo induzido pela
administracdo sistémica de LPS.

2. As Isoformas da Oxido Nitrico Sintase (NOS) central, exercem papel determinante
génese da depressdo em roedores, submetidos ao modelo de depresséo induzido pela
administracao sistémica de LPS.
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5 OBJETIVOS

5.1 Geral
Avaliar a acdo de antidepressivos utilizados na prética clinica, de diferentes classes
farmacoldgicas e de inibidores das Isoformas da Oxido Nitrico Sintase (NOS) nas alteracdes

neuroimunes no modelo de depressdo induzido pela administracédo sistémica de LPS em ratos.

5.2 Especificos
5.2.1 Objetivos especificos do protocolo 1

- Verificar alteracbes comportamentais apds administracdo repetida de antidepressivos
de diferentes classes no modelo de depressao induzido pela administracédo sistémica de LPS em

roedores, utilizando os testes de campo aberto, nado forgcado e splash test;

- Avaliar, em diferentes areas cerebrais (cortex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo
e hipotdlamo) dos animais desafiados com LPS e pré-tratados com os antidepressivos de

diferentes classes, pardmetros relacionados a ativagdo de células gliais como nitrito e IL-1;

- Determinar alteraces em citocinas relacionadas a resposta Thl, IFN-y e TNF-a, nas
areas cerebrais (cortex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo e hipotdlamo), ap06s
administracdo repetida de antidepressivos de diferentes classes no modelo de depressdo

induzido pela administracdo sistémica de LPS em ratos;

- Avaliar citocinas relacionadas a resposta Th2, IL-4 e IL-6, nas areas cerebrais (cortex
pré-frontal, corpo estriado, hipocampo e hipotdlamo), apds administracdo repetida de
antidepressivos de diferentes classes no modelo de depressdo induzido pela administracdo
sisttmica de LPS em ratos;

5.2.2 Objetivos especificos do protocolo 2

- Verificar alteragcbes comportamentais apos administracdo de inibidores das Isoformas
da Oxido Nitrico Sintase (NOS) no modelo de depressdo induzido pela administracéo sistémica
de LPS em roedores, utilizando os testes de campo aberto, nado forcado e preferéncia por

Sacarose,
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- Observar alteragcGes em mediadores relacionados a ativacdo de células gliais, como
atividade da Mieloperoxidase (MPOQ), nas areas cerebrais (cortex pré-frontal, corpo estriado,
hipocampo e hipotalamo), em ratos machos apds administracao de inibidores das Isoformas da
Oxido Nitrico Sintase (NOS) no modelo de depresséo induzido pela administracio sistémica de
LPS em ratos;

- Determinar alteragbes em citocinas relacionadas a resposta Imune Thl, IFN-y e TNF-
a, nas areas cercbrais cortex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo e hipotalamo, apds
administracdo de inibidores das Isoformas da Oxido Nitrico Sintase (NOS) no modelo de

depressdo induzido pela administracéo sistémica de LPS em ratos;

- Avaliar citocinas relacionadas a resposta Imune Th2, IL-4 e IL-6, nas areas cerebrais
cortex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo e hipotalamo apds administracdo de inibidores
das Isoformas da Oxido Nitrico Sintase (NOS) no modelo de depressdo induzido pela

administracdo sistémica de LPS em ratos.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Animais

Os experimentos foram realizados em ratos Wistar machos (peso: 250-300 g) obtidos a
partir do Biotério da Universidade Federal do Cearad. Os animais foram alojados 02 por gaiola
em gaiolas de policarbonato padréo (42 x 20,5 x 20 cm) e condi¢gdes ambientais padréo (22 +
1 ° C; umidade 60 + 5%; ciclo inverso de 12 horas claro / escuro com luz acesa as 19: 00) com
acesso a alimentos (FRI-LAB Rato Il, FRI-Ribe) e &gua ad libitum . Todos os procedimentos
experimentais foram realizados entre as 8:00 e as 14:00 he foram realizados de acordo com o
Guia do NIH para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério (COMMITTEE FOR THE
UPDATE OF THE GUIDE FOR THE CARE AND USE OF LABORATORY ANIMALS;
NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2010) e o Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal
(COBEA). Este protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de ética local da

Universidade Federal do Ceara.

6.1 Protocolo 1

6.2.1 Drogas

Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli, cepa 055: B5 (Sigma-Aldrich Corp., St
Louis, EUA), tranilcipromina (TCP; Sigma-Aldrich Corp., St Louis, EUA), amitriptilina
(AMIT; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, EUA), escitalopram (ESC; Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, EUA) e vortioxetina (VORT; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, EUA), foram
utilizados. As drogas foram preparadas imediatamente antes da administracdo, diluidas em
solucdo salina estéril. As solugdes foram administradas em um volume de 0,1ml a cada 10g de

peso corporal. Todos os outros produtos quimicos utilizados foram de grau analitico.
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6.2.2 Desenho experimental

Os ratos foram divididos aleatoriamente em seis grupos experimentais de oito
animais. Foram preé-tratados por dez dias com, Tranilcipromina 10mg / kg (Grupo TCP+LPS)
(REED et al., 2008), Amitriptilina 10 mg/kg (Grupo AMI+LPS) (MACIEL et al., 2018),
Escitalopram 10 mg/kg (Grupo ESC+LPS) (HADUCH et al., 2018; SEO; LEE; PARK, 2019),
Vortioxetina 10 mg/kg (Grupo VORT+LPS) (HLAVACOVA et al., 2018) ou solucéo salina
(Grupo SALINA+LPS) (sem endotoxina) foram administrados por via oral (v.0.), no décimo
dia os animais foram tratados com LPS (0,83 mg / kg, ip) (CHOUBEY et al., 2019;
DOMINGUES et al., 2018; MILLETT; PHILLIPS; SAUNDERS, 2019; SALAZAR et al.,
2012), trinta minutos apos a administracdo da droga/solucdo correspondente ao seu grupo. No
Grupo CONTROLE, os animais foram pre-tratados por dez dias com Solug&o Salina (v.0.), no
décimo dia receberam uma dose de Solucédo Salina (i.p.)

As determinagdes comportamentais foram realizadas 24 h apds a administracdo de LPS,
periodo em que se observa a ocorréncia de comportamento depressivo (DANTZER et al., 2008;
OHGI et al., 2013). Para evitar a potencial influéncia do teste comportamental nos niveis de
citocinas, foram realizadas avaliagcbes de citocinas e testes comportamentais em diferentes
animais (BOSSU et al., 2012)

Figura 8: Desenho Experimental — Protocolo 1

Protocolo Pré-Tratamento (Pré-LPS)
Salina Salina
Tranilcipromina 10mg / kg Tranilcipromina 10mg / kg
Amitriptilina 10 mg / kg Amitriptilina 10 mg / kg
Excitalopram 10 mg / kg Excitalopram 10 mg / kg 24 hapos
Vortioxetina 10 mg / kg Vortioxetina 10 mg / ke LPS administracdo de LPS
‘ | » Tempo
Y
09 dias .
Comportamento e Determinaces Bioguimicas
antes 102 dia, 24h P ¢oes Eloa
102 dia, 30 antes dos testes
minutos antes
de LPS

Fonte: A prdpria Autora.
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Os animais utilizados para determinacGes neuroquimicas foram mortos por
decapitacdo. As areas do cerebro dissecadas foram: o cortex pré-frontal (CPF), hipocampo
(HC), corpo estriado (CE) e hipotalamo (HT). Todo o material biol6gico foi imediatamente
armazenado a -80 ° C até o ensaio. Uma visdo esquematica do desenho experimental esta

representada na figura 8.

6.2.3 Testes comportamentais

6.2.3.1 Teste de Nado Forcado

O procedimento experimental consiste em colocar os animais individualmente em
cilindros pléasticos (altura- 35 cm; didmetro- 24 cm), contendo 13,5 cm de &gua, por um periodo
de 5 min no qual é registrado o tempo total de imobilidade para cada animal, além da laténcia
para apresentacdo de tal comportamento, a partir do segundo minuto e o comportamento de
climbing. Considera-se como imobilidade quando o animal faz apenas 0s movimentos minimos
para manter a cabeca fora da agua. O climbing é definido como o comportamento de escalada

do animal com suas patas dianteiras contra as paredes do cilindro (PORSOLT et al., 1978).

Figura 9: Teste do Nado Forgado

Imoével Escalando Nadando

Fonte: (NIE et al., 2008)


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002239561300191X?via%3Dihub#fig1
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6.2.3.2 Teste do Campo Aberto

Com a finalidade de analisar os efeitos do tratamento com LPS sobre a atividade
locomotora, os animais foram avaliados no teste do campo aberto. A arena para o teste ¢ feita
de acrilico (40 x 60 x 50 cm) com o chédo dividido em nove quadrados iguais. A atividade
exploratdria do animal seré registada durante 5 min (ARCHER, 1973). Avaliamos o nimero de

quadrados atravessados pelo animal (Crossing).

6.2.3.3 Teste de Borrifagem de Sacarose (""SPLASH TEST")

Descrito como um robusto marcador comportamental, o “splash test”, foi utilizado para
avaliar o comportamento de auto-limpeza (“grooming”) dos animais, apds a borrifagem dos
mesmos, com solucgéo de sacarose a 10%. No dia anterior ao teste, os animais foram colocados
em caixas individuais, com intuito de evitar ansiedade no momento do teste. Para tal avaliacéo,
cronometramos 0 tempo de cinco minutos, e observamos o comportamento do animal
(DUCOTTET; BELZUNG, 2004). Os animais submetidos a modelos de depresséo apresentam
menor tempo de auto-limpeza comparados aos animais controle (MORETTI et al., 2012).

Figura 10: Movimentos de grooming.
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Fonte: (BERRIDGE et al., 2005) Adaptado. 1 — Observam-se movimentos simétricos em forma de elipse ao redor
do nariz; 2 — Movimentos unilaterais envolvendo uma pata, que alcangam até as vibrissas; 3 — Movimentos amplos

bilaterais feitos simultaneamente; 4 — Movimentos prolongados de “lambidas” do corpo

6.2.4 Dosagem de Corticosterona e IL-1p no sangue dos animais.

A amostra foi obtida da veia lateral da cauda, coletando-se 0,6 mL de cada animal em
tipo Eppendorf Heparinizados. Todas as amostras foram coletadas no periodo da manhg, entre

8:00 e 12:00 horas. Ap6s o procedimento os ratos foram submetidos aos testes
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comportamentais. As amostras foram centrigugadas a velocidade de 3000 rpm, a 4°C por 15
minutos. O plasma foi congelado a -80°C, até o momento da realizacdo das dosagens de
Corticosterona e IL-1p (ANDREA; ANHUAMAN, 2013).

6.2.4.1 Dosagem de Corticosterona

Em sintese, foram adicionados 3mL de éter etilico as amostras de plasma, sendo esta
mistura agitada por 30 segundos e centrifugada a 4°C por 9 minutos a 1800 rpm. Em seguida,
0s tubos de ensaio contendo as amostras foram mantidas a -80°C por 7 min. A fase liquida foi
entdo transferida para novos tubos de ensaio, os quais foram mantidos em capela de exaustao
de gases para evaporacdo de éter, por aproximadamente 24 horas (MENDONCA et al., 1996).

A Corticosterona foi dosada através de kits de ELISA (Cayman Chemicals, cat no
500655). Antes da realizacdo do ensaio as amostras foram ressuspensas em tampdao de ensaio.
Brevemente, foram pipetados 50puL de calibradores da amostra (em duplicata) em cada poco da
respectiva placa de 96 pocos. A seguir, foram adicionados 50uL de antissoro especificos para
o Corticosterona, sendo a placa entdo incubada a temperatura ambiente em um agitador orbital
por 2h. As placas foram lavadas por 5 vezes com tampéo de lavagem ap6s foram pipetados
200uL de reagente Ellman, seguindo-se de incubacdo em um agitador orbital por 50 min. A
leitura da placa foi realizada em espectrofotdmetro com comprimento de onda 412nm. A média
de coeficiente de variagéo intra e inter-ensaios foi 5,2 e 12,9%, respectivamente (BARSOTI,
2014).

6.2.4.2 Dosagem de IL-1p

O plasma foi usado sem diluicdo. A concentracao do citocinas em amostras de 50 ml foi
determinada por ELISA (sistemas de | & D, Minneapolis, MN, EUA), seguindo as instrucdes
do fabricante e expresso em tecido pg / g (CUSTODIO et al., 2013).

6.2.5 Testes Neuroquimicos

Ap06s administracdo de LPS ou salina o sangue venoso periférico dos animais foi
coletado e apos isto serdo sacrificados por decaptagdo e as areas cerebrais (cortex pré-frontal,
corpo estriado, hipocampo e hipotdlamo) retiradas e imediatamente acondicionadas em

temperatura a -80°C para realizacao das analises neuroquimicas.
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6.2.5.1 Determinacédo do conteudo de nitrito

Foram preparados homogenatos das areas cerebrais a 10% (w/v) em solucéo de cloreto
de potéssio (KCI) 1,15 %. Apos a centrifugacdo (800xg, 10 min) os sobrenadantes sdo coletados
e a produg¢do de NO determinada através da reacdo de Griess. Uma aliquota de 100 pl do
sobrenadante foi incubada com 100 pl do reagente de Griess [sulfanilamida 1 % em H3PO4 1
%/N-(-1-naphthyl)-ethylenediamine 0,1 %/ H3PO4 1 % / diluido em agua (1:1:1:1)] a
temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia é medida em espectrofotdmetro a 550nm.
A concentracdo de nitrito (UM) serd determinada a partir de uma curva padrdo de NaNO?2

(ELLIS et al., 1998).

6.2.5.2 Teste de ELISA para dosagem dos niveis de INFy, TNF-a, IL-1§, IL-4 e IL-6

A deteccéo das citocinas foi realizada por meio de ensaio imunoenzimatico (Kit DuoSet
(R&D Systems, EUA). As areas cerebrais dissecadas (cértex pré-frontal, hipocampo, corpo
estriado e hipotdlamo) foram homogeneizadas em 8 volumes de tampdo PBS com inibidores de
protease (EMD Biosciences) e fosfatase (SigmaAldrich) e centrifugadas (10000 rpm, 5 min).
Nas placas para ELISA, contendo 96 pocos foram incubadas com o anticorpo de captura para
INFy, TNF-a, IL-1p, IL-4 e IL-6 por 18h em temperatura ambiente com 100uL de anticorpo
em cada pogo. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com 200uL de tampdo de
lavagem (R&D Systems, EUA) e bloqueadas com 200uL de BSA 1% (R&D Systems, EUA)
por 1h. Apos o blogueio, 100uL das amostras ou da curva padrdo foram adicionadas em cada
poco e incubadas por 2h em temperatura ambiente. As placas foram entdo lavadas trés vezes
com 200ul de tampao de lavagem e depois incubadas com anticorpo de deteccdo para INFy,
TNF-a, IL-1pB, IL-4 e IL-6 em temperatura ambiente por 2h. Na etapa seguinte, as placas foram
lavadas novamente por trés vezes com 200uL de tampéo de lavagem e incubadas com 100 pL
de estreptavidina em temperatura ambiente por 20 minutos. Novamente, as placas foram
lavadas trés vezes com 200uL de tampéo de lavagem. Na etapa seguinte, 100 pL da solugéo
substrato para revelacdo (R&D Systems, EUA) foram adicionadas em cada poco e incubadas
por 20 min a temperatura ambiente protegidos da luz. A reacdo enzimatica foi cessada,
adicionando 50 pL solucdo de parada (H2SO4). Enfim, a absorbéncia foi medida & 450nm. O

resultado foi expresso em pg/g tecido.



52

6.3 Protocolo 2

O presente protocolo buscou elucidar duvidas suscitadas em nossos estudos anteriores,
no qual avaliamos o papel do NO da depressdo (TOMAZ et al., 2014). A via de administracéo
dos inibidores da NOS foi intra cérebro ventricular (i.c.v.), para verificarmos o efeito das drogas
direto no cérebro, evitando metabolizacdo das drogas.

6.3.1 Drogas

Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli , cepa 055: B5 (Sigma-Aldrich Corp., St
Louis, EUA), cloridrato de cetamina (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, EUA), cloridrato de
xilazina (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, EUA), N%-nitro-arginina-metil-ester (L-NAME;
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, EUA), 7-nitroindazol (7-NI; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis,
EUA) e N-(3-(Aminomethyl)benzyl)acetamidine (1400W; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis,
EUA), foram utilizados. As drogas foram preparadas imediatamente antes da administracao,
diluidas em solucdo salina estéril. As solu¢des foram administradas em um volume de 0,1ml a
cada 10g de peso corporal. Todos os outros produtos quimicos utilizados foram de grau

analitico.

6.3.2 Cirurgia Estereotaxica

Os animais foram anestesiados com cetamina (61 mg/kg) e xilazina (9 mg/kg),
submetidos a tricotomia da regido superior da cabeca e, em seguida, fixados ao aparelho
estereotaxico. Uma incisdo de, aproximadamente, 2 cm de comprimento foi realizada com um
bisturi na parte superior do cranio, expondo-se as suturas ésseas cranianas, a fim de encontrar
0 bregma (juncdo entre as suturas sagital e coronal). Realizamos perfuracdes bilaterais de
acordo com as coordenadas a partir do bregma: -9mm anterior/posterior; -1,5mm medial/lateral;
-3,3 dorsal/ventral. Em seguida, implantamos cénulas bilaterais (22 ga) nos ventriculos laterais
(PAXINOS; WATSON, 1986). Suturamos a incisdo com fio nailon 3.0 e entdo colocamos o
animal em uma caixa de polipropileno sob luz vermelha para manutengéo da temperatura
corporea e recuperacdo. Aguardamos 72horas para realizar o protocolo experimental. Os
animais do grupo falso operado (FO) foram submetidos aos mesmos procedimentos cirdrgicos,
sendo introduzidas as canulas nas mesmas coordenadas estereotaxicas, e a posterior infusdo do

mesmo volume de veiculo estéril dimetil sulfoxido (DMSO).
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6.3.3 Desenho experimental

Os ratos foram divididos aleatoriamente em cinco grupos experimentais de oito animais.
Realizou-se a cirurgia Estereotdxica, apds 72 h, tempo para o animal se recuperar do
procedimento, os animais receberam uma dose de LPS (0,83 mg / kg, ip) (CHOUBEY et al.,
2019; DOMINGUES et al., 2018; SALAZAR et al., 2012), apds trinta minutos receberam uma
dose de N"Y-nitro-arginina-metil-ester 0,25mM diluido em 2ul de solucgéo salina 0,9% (Grupo
LPS+L-NAME), 7-Nitridazol 10uM diluido em 2 ul de DMSO 1% (Grupo LPS+7-NI) e N-(3-
(Aminomethyl)benzyl)acetamidine 50 uM diluido em 2ul de solucdo salina 0,9% (Grupo
LPS+1400W). No Grupo controle, os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica,
receberam uma dose de solucdo salina i.p e trinta minutos apos, pré-tratados por nove dias com
Soluc¢do Salina (vo), no décimo dia receberam uma dose de Solucdo Salina (ip) e trinta minutos
apos foi infundido 2ul DMSO 1% i.c.v, Uma visdo esquematica do desenho experimental esta

representada na figura 11.

Figura 11: Desenho Experimental — Protocolo 2

DMSO 1%
L-NAME 0,25mM em 2ul de 55 0,9%
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antes antes antes
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Fonte: A prdpria autora.

6.3.4 Testes comportamentais

6.3.4.1 Teste de Nado Forcado

Descrito no Protocolo 1.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002239561300191X?via%3Dihub#fig1
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6.3.4.2 Teste do Campo Aberto

Descrito no Protocolo 1.
6.3.4.3 Teste de preferéncia pela sacarose (PPS)

Toda semana, rigorosamente no mesmo dia e horario, foi avaliada a ingestao de sacarose
(solucdo de 0,8%) como medida de anedonia, através de um teste de preferéncia. Para tanto,
inicialmente as garrafas de agua pura e solucdo de sacarose (peso inicial) foram pesadas. Apos
esse procedimento foi oferecido as duas garrafas para os camundongos por um periodo de 24
horas e depois disto sera pesado novamente as garrafas (peso final). O consumo, tanto de dgua
como de sacarose sera calculado pela diferenca entre os pesos inicial e final. A preferéncia
(vista na férmula abaixo) calculamos em valores percentuais, pela razdo entre 0 consumo de
sacarose (peso inicial menos o peso final em gramas das garrafas de sacarose) e o consumo total
(consumo deéagua (peso inicial menos o peso final em gramas das garrafas de 4gua) + consumo
de sacarose (peso inicial menos o peso final em gramas das garrafas de sacarose) e
multiplicando-o por 100 (MONLEON et al., 1995).

Preferéncia = Consumo de Sacarose
X100

Consumo de Sacarose + Consumo de Agua

6.3.5 Testes Neuroquimicos

Descrito no Protocolo 1.
6.3.5.1 Atividade da Mieloperoxidade (MPO)

A enzima mieloperoxidase (MPO) esta presente nos granulos de neutréfilos. Ela é
utilizada como indicador de processo inflamatorio, mais especificamente, como marcador de

migrac&do de neutrofilos dos tecidos. Neste ensaio, a H202 é clivada por meio da MPO presente

nas amostras de tecido. O radical oxigénio (O") resultante se combina com diidrocloreto de 6-
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dianisidina que € convertido a um composto colorido. Para avaliar o aparecimento deste
composto, ao longo do tempo, utilizamos o espectrofotbmetro para determinar o contetudo de
MPO do ensaio (BRADLEY, 1982). Imediatamente apds a decapitacdo, as areas cerebrais
(cortex pré-frontal, hipocampo, corpo estriado e hipotdlamo) foram homogeneizadas (50
mg/ml) em uma solucéo de brometo de hexadeciltrimetilaménio 0,5% (HTAB) em tampé&o
fosfato 50 mM, ph 6,0. Em seguida, os homogenatos foram centrifugados (14000 rpm, 4°C)
por 2 minutos. Foram retirados 30pL do sobrenadante da amostra e adicionados a placa de
ELISA juntamente com 200puL da solugdo contendo 0,167 mg/ml de hidrocloreto de 6-
dianisidina e 0,0005% de perdxido de hidrogénio. A absorbancia foi medida nos tempos 0 e 3
minutos com comprimento de onda de 460mn (BRADLEY, 1982).

6.3.5.2 Teste de ELISA para dosagem dos niveis de INFy, TNF-a, IL-4 e IL-6

Descrito no Protocolo 1.
6.4 Anélise estatistica dos resultados

A analise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism, versdo 8.0 para
Windows, GraphPad Software Inc., San Diego Califérnia EUA Copyright © 1992 — 2012.
Todos os resultados foram analisados por ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey,

como teste post hoc para comparagdes multiplas e expressas como média =+ EPM. Valores

significativos para as andlises foram considerados quando p< 0,05
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7 RESULTADOS

PROTOCOLO 1

7.1 Avaliacdo da acdo das drogas antidepressivas no nado forcado em ratos desafiados
com LPS.

O teste de nado forcado é considerado padrdo ouro utilizado para a avaliacdo de
comportamento depressao-simile em roedores. O teste ANOVA revelou interagdo significativa
animais tratados com antidepressivos e ndo-tratados, [F (5, 26) =26.91, P = 0,0001]. Verificou-
se que houve aumento significativo de imobilidade do grupo com LPS+SALINA comparado
com os grupos CONTROLE, TCP+LPS, AMI+LPS, ESC+LPS e VORT+LPS. Em relagéo
CONTROLE, observou-se aumento da imobilidade com relacdo aos grupos TCP+LPS e
VORT+LPS. (Figura 12).
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Figura 12 - Tempo de imobilidade no teste Nado Forgado em ratos machos tratados com Salina, Tranilcipromina,
Amitriptilina, Escitalopran e Vortioxetina por dez dias e administragdo Unica de LPS 0,83 mg/kg, i.p no décimo
dia de tratamento e observados 24 h apds administracdo do LPS. As barras representam média + EPM. Anélise

estatistica por ANOVA de uma via, seguida por Tukey post test. *P < 0,001.
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7.2 Avaliacéo da acao das drogas antidepressivas no Teste de Borrifagem de sacarose
(""SPLASH TEST") em ratos desafiados com LPS.

O splash test é um valido marcador de comportamento anedénico sendo usado em
modelos de depresséo. Nele foi avaliado o tempo de laténcia de grooming e tempo de grooming,
representado na Figura 13. Observou-se aumento significativo no tempo de grooming do grupo
VORT+LPS comparado ao grupo CONTROLE [F (5,24) = 5,522, P <0,0016] (Figura 13B).
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Figura 13 — Teste de Borrifagem de sacarose ("SPLASH TEST") em ratos machos tratados com Salina,
Tranilcipromina, Amitriptilina, Escitalopran e Vortioxetina por dez dias e administracéo Unica de LPS 0,83 mg/kg,
i.p no décimo dia de tratamento e observados 24 h apds administracdo do LPS. As barras representam média +

EPM. Andlise estatistica por ANOVA de uma via, seguida por Tukey post test. *P < 0,001.

7.3 Avaliacédo da acdo das drogas antidepressivas no campo aberto em ratos expostos ao
LPS.

Esse teste foi desenvolvido, sugerindo que a atividade motora do animal no campo
aberto como indicadora de seu estado emocional. A baixa atividade locomotora indica a
ansiedade do animal. Apenas os animais pré-tratados com TCP apresentaram aumento do

namero de cruzamentos em relagdo aos demais grupos grupo [F (5,36) = 7,697, P <0,0001].
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Figura 14 — Teste de Campo aberto em ratos machos tratados com Salina, Tranilcipromina, Amitriptilina,
Escitalopran e Vortioxetina por dez dias e administragdo Gnica de LPS 0,83 mg/kg, i.p no décimo dia de tratamento
e observados 24 h apds administragdo do LPS. As barras representam média + EPM. Andlise estatistica por
ANOVA de uma via, seguida por Tukey post test. *P < 0,001.

7.4 Avaliacdo dos niveis de IL-1p no sangue periférico de animais tratados com drogas

antidepressivas e expostos ao LPS.

Comportamento de doenga (sickness behavior) é a expressdao usada para definir
alteracdes comportamentais desencadeadas durante um processo infeccioso. Estas alteragoes
sdo consideradas como respostas adaptativas do animal com a finalidade de combater a
infeccdo, desta forma, com intuito de descartar a possibilidade de os animais do nosso estudo
estarem em sickness behavior, dosou-se IL-1B do sangue periférico dos mesmos. A dosagem
evidenciou que ndo houve diferenca estatistica entre os indices apresentados por nossos animais
(figura 15).
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Figura 15 — Niveis de IL1-p do sangue periférico de ratos machos tratados com Salina, Tranilcipromina,
Amitriptilina, Escitalopran e Vortioxetina por dez dias e administragdo nica de LPS 0,83 mg/kg, i.p no décimo
dia de tratamento e observados 24 h apds administragdo do LPS. As barras representam média + EPM. Anélise
estatistica por ANOVA de uma via, seguida por Tukey post test. *P < 0,001.

7.5 Avaliacdo dos niveis de Corticosterona no sangue periférico de animais tratados com

drogas antidepressivas e expostos ao LPS.

A figura 16 apresenta os niveis de  corticosterona no soro dos animais, houve
aumento significativo dos niveis dos grupos SALINA+LPS e AMI+LPS em comparagdo ao
grupo CONTROLE. O tratamento prévio com Escitalopran e VVortioxetina foi capaz de prevenir
a elevacdo dos niveis de corticosterona, causado pela administracdo do LPS [F (5, 26) = 5.033,
P=0,0023].
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Figura 16 — Niveis de IL1-B do sangue periférico de em ratos machos tratados com Salina, Tranilcipromina,
Amitriptilina, Escitalopran e Vortioxetina por dez dias e administragdo Unica de LPS 0,83 mg/kg, i.p no décimo
dia de tratamento e observados 24 h apds administracdo do LPS. As barras representam média + EPM. Anélise

estatistica por ANOVA de uma via, seguida por Tukey post test. *P < 0,001.

7.6 Mediadores da Resposta Imune Inata

7.6.1 Avaliacdo da acdo das drogas antidepressivas sobre as concentragdes de Nitrito em

homogenatos cerebrais de ratos expostos ao LPS.

A figura 17 evidencia os niveis de nitrito das areas cerebrais: cortex pré-frontal, corpo
estriado, hipocampo e hipotalamo. No Cértex pré-frontal houve um aumento significativo dos
niveis de nitrito dos grupos ESC+LPS e VORT+LPS em comparagéo aos grupos CONTROLE
e AMI+LPS, ja em comparacdo com o0 grupo SALINA+LPS apenas o grupo VORT+LPS
apresentou aumento significativo (Figura 17A) [F (5, 24) = 5.095, P=0,0025]. No hipocampo
(Figura 17B) o grupo VORT+LPS apresenta aumento significativo dos niveis de nitrito em
comparagdo aos grupos CONTROLE, LPS+SALINA e TCP+LPS [F (5, 24) = 4.563,
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P=0,0046]. Na figura 17C, foi verificado elevacdo dos niveis de nitrito no corpo estrido, do
grupo AMI+LPS em comparacdo aos grupos CONTROLE e TCP+LPS [F (5, 24) = 4.730,
P=0,0038]. No Hipotalamo (Figura 17D) ocorre aumento significativo do grupo SALINA+LPS
em comparacao ao grupo CONTROLE e reducédo dos niveis de Nitrito dos grupos TCP+LPS,
AMI+LPS, ESC+LPS e VORT+LPS em comparagdo ao grupo SALINA+LPS [F (5, 27) =
31.09, P=0,0001].
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Figura 17 — Niveis de Nitrito em areas cerebrais (cértex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo e hipotdlamo) de
ratos machos tratados com Salina, Tranilcipromina, Amitriptilina, Escitalopran e Vortioxetina por dez dias e
administracdo Unica de LPS 0,83 mg/kg, i.p no décimo dia de tratamento e observados 24 h ap6s administracéo
do LPS. As barras representam média + EPM. Anélise estatistica por ANOVA de uma via, seguida por Tukey post
test. *P < 0,001.
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7.6.2 Avaliagdo da acéo das drogas antidepressivas sobre as concentragdes de IL-1p em
homogenatos cerebrais de ratos expostos ao LPS.

A administragdo de LPS promoveu um aumento significativo nos niveis de IL1 quando
comparado com o0 grupo controle nas areas cerebrais do cortex pré-frontal, hipocampo e
hipotalamo (Figuras 18A, 18B e 18D). Todos os grupos tratados com antidepressivos foram
capazes de prevenir o aumento dos niveis de IL-1p em decorréncia da administragdo de LPS
nas areas cerebrais do cortex pré-frontal [F (5, 24) = 36.65, P=0,0001], hipocampo [F (5, 24) =
4.219, P=0,0068] e hipotalamo [F (5, 21) = 12.49, P=0,0001] (Figuras 18A, 18B e 18D).
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Figura 18 — Niveis de IL-1p em areas cerebrais (cortex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo e hipotdlamo) de
ratos machos tratados com Salina, Tranilcipromina, Amitriptilina, Escitalopran e Vortioxetina por dez dias e
administracdo Unica de LPS 0,83 mg/kg, i.p no décimo dia de tratamento e observados 24 h ap6s administracéo

do LPS. As barras representam média £ EPM. Analise estatistica por ANOVA de uma via, seguida por Tukey post
test. *P < 0,001.
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7.7 Mediadores da Resposta Thl

7.7.1 Avaliacdo da acdo das drogas antidepressivas sobre as concentracoes de INFy em

homogenatos cerebrais de ratos expostos ao LPS.

Nas areas do cortex pré-frontal, hipocampo, corpo estriado e hipotalamo a administracéo
de LPS aumentou significativamente os niveis de INFy em comparagdo ao grupo controle
(Figura 19A, 19B, 19C e 19D). A administracao repetida de drogas antidepressivas foi capaz
de prevenir o aumento de INFy no cortex pré-frontal (Figura 19A) dos grupos TCP+LPS,
AMI+LPS e VORT+LPS, em comparacdo com o grupo SALINA+LPS [F (5, 23) = 4.103,
P=0,0083]. Ao analisarmos o Hipocampo (Figura 19B), verificamos que todos 0s grupos
tratados com drogas antidepressivas foram capazes de prevenir o aumento de INFy em
comparacdo com o grupo SALINA+LPS [F (5, 24) = 5.674, P=0,0014]. No corpo-estriado 0s
grupos TCP+LPS e VORT+LPS, demonstram que foram capazes de prevenir a elevacdo dos
niveis basais de INFy ocasionados pelo LPS (Figura 19C). Nesta mesma area houve diferenca
significativa entre os grupos TCP+LPS, ESC+LPS e VORT+LPS comparados com 0 grupo
AMI+LPS, evidenciando um aumento do Ultimo em comparagdo aos demais citados [F (5, 24)
= 11.79, P=0,0001]. Todos os grupos tratados com antidepressivos preveniram o aumento de
INFy, causado pela administragdo do LPS no hipotalamo (Figura 19D) [F (5, 24) = 17.63,
P=0,0001].
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Figura 19 — Niveis de INFy em areas cerebrais (cortex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo e hipotadlamo) de
ratos machos tratados com Salina, Tranilcipromina, Amitriptilina, Escitalopran e Vortioxetina por dez dias e
administracdo Unica de LPS 0,83 mg/kg, i.p no décimo dia de tratamento e observados 24 h apds administragdo
do LPS. As barras representam média + EPM. Anélise estatistica por ANOVA de uma via, seguida por Tukey post
test. *P < 0,001.
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7.7.2 Avaliagédo da acéo das drogas antidepressivas sobre as concentragdes de TNFa em

homogenatos cerebrais de ratos expostos ao LPS.

No hipocampo e hipotalamo a administragdo de LPS aumentou significativamente os
niveis de TNFo em comparagdao ao grupo controle (Figuras 20B e 20D). A administragédo
repetida de drogas antidepressivas foi capaz de prevenir o aumento de TNFa no cortex pré-
frontal (Figura 20A) do grupo VORT+LPS, em comparacdo com o grupo SALINA+LPS [F (5,
24) = 2.188, P=0,0891]. Ao analisarmos o Hipocampo, verificamos que os grupos AMI+LPS e
VORT+LPS foram capazes de prevenir o aumento de TNFa (Figura 20B) em comparagdo com
0 grupo SALINA+LPS [F (5, 24) =2.996, P=0,0306]. No corpo-estriado (Figura 20C) os grupos
TCP+LPS e VORT+LPS, preveniram a elevacdo dos niveis basais de TNFa ocasionados pelo
LPS [F (5, 24) = 0.8513, P=0,5274]. No hipotalamo, verificamos um aumento significativo do
grupo SALINA+LPS em comparacdo ao grupo CONTROLE, observou-se que 0S grupos
TCP+LPS e VORT+LPS, ocorreu a prevencdo da elevagdo dos niveis de TNFa causada pelo
LPS (Figura 20D) [F (5, 24) = 3.474, P=0,0167].
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Figura 20 — Niveis de TNFa em areas cerebrais (cortex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo e hipotdlamo) de
ratos machos tratados com Salina, Tranilcipromina, Amitriptilina, Escitalopran e Vortioxetina por dez dias e
administracdo Unica de LPS 0,83 mg/kg, i.p no décimo dia de tratamento e observados 24 h ap6s administracéo

do LPS. As barras representam média £ EPM. Andlise estatistica por ANOVA de uma via, seguida por Tukey post
test. *P < 0,001.



67

7.8 Mediadores da Resposta Th2

7.8.1 Avaliacédo da acdo das drogas antidepressivas sobre as concentracdes de IL-4 em

homogenatos cerebrais de ratos expostos ao LPS.

As concentracdes de IL-4 foram mais elevadas no grupo CONTROLE em comparacao
aos grupos TCP+LPS, AMI+LPS, ESC+LPS e VORT+LPS no cortex pré-frontal (Figura 21A).
Na mesma é&rea cerebral, observa-se diferenca significativa do grupo SALINA+LPS em
comparacdo aos grupos TCP+LPS e VORT+LPS [F (5, 24) = 7.265, P=0,0003]. A Figura 22B,
apresenta a analise dos homegenatos do hipocampo, verificou-se que os grupos CONTROLE e
SALINA+LPS, demonstraram niveis de IL-4 significativamente superior aos grupos
AMI+LPS, ESC+LPS e VORT+LPS [F (5, 24) = 18.50, P=0,0001]. Os niveis de IL-4 do grupo
VORT+LPS no hipotadlamo (Figura 21A) foram superiores aos dos grupos CONTROLE,
SALINA+LPS, TCP+LPS e ESC+LPS [F (5, 24) = 7.186, P=0,0003].
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Figura 21 — Niveis de IL-4 em areas cerebrais (cortex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo e hipotadlamo) de
ratos machos tratados com Salina, Tranilcipromina, Amitriptilina, Escitalopran e Vortioxetina por dez dias e
administracdo Unica de LPS 0,83 mg/kg, i.p no décimo dia de tratamento e observados 24 h apds administracao

do LPS. As barras representam média + EPM. Anélise estatistica por ANOVA de uma via, seguida por Tukey post
test. *P < 0,001.
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7.8.2 Avaliacédo da acdo das drogas antidepressivas sobre as concentracdes de IL-6 em
homogenatos cerebrais de ratos expostos ao LPS.

Ocorreu aumento dos niveis de IL-6 nas areas cerebrais cortex pré-frontal, hipocampo
e corpo estriado dos animais do grupo SALINA+LPS em comparagéo ao grupo CONTROLE
(Figuras 22A, 22B e 22C). No cortex pré-frontal e corpo estriado os grupos de animais tratados
com antidepressivos foram capazes de prevenir o aumento dos niveis basais de IL-6 ocasionado
pelo LPS (Figura 22A e 22C). Com relagdo ao hipocampo, os grupos TCP+LPS, AMI+LPS e

VORT+LPS, preveniram a elevacgdo dos niveis desta citocina em decorréncia da administracdo
do LPS (Figura 22B).

IL-6 - PFC IL-6-HP

%

* Kk

* okkk
600 = s 300

I
= %
400 T
9

N

o

S}
1

200 100

| N
- -
T e . D o T N

IL-6

(pg / mg tecido)
IL-6

(pg /' mg tecido)

< ) ) ) 23
o X &2 X X R o X X NS K X
& o e N +Ox & & o e & +Qx &
> N <C v < o N N < v < o
OO N Q! OO v Q)
2 2
IL-6 - CE
C
* *x D IL-6 -HT
| *
600 | 150 -
B B
h=l h=}
= 400+ = 100
: TR BE F
Lo 4 o
- E - E
~ 200 ~ 50
[=2]
g T g
i -
0- T T T 0- T T T
< % % ) 3 2 < % % ) % %
o &8 \X\IQ 8 & [CAEN \XVQ 8 ,\XVQ
Q v Q S < . 9 v R N ©
ST e @ &t &N @ @ &t
(@) @?‘ @) v

Figura 22— Niveis de IL-6 em areas cerebrais (cortex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo e hipotadlamo) de ratos
machos tratados com Salina, Tranilcipromina, Amitriptilina, Escitalopran e Vortioxetina por dez dias e
administracdo Unica de LPS 0,83 mg/kg, i.p no décimo dia de tratamento e observados 24 h ap6s administracao

do LPS. As barras representam média + EPM. Anélise estatistica por ANOVA de uma via, seguida por Tukey post
test. *P < 0,001.
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PROTOCOLO 2

7.9 Avaliacdo da inibicdo central de isoformas da NOS no nado for¢cado em ratos
desafiados com LPS.

Utilizado para avaliar o comportamento depressdo-simile em roedores, o Teste do Nado
Forcado (FST), verificou o tempo de imobilidade do animal, avaliando assim um fenoétipo da
doenca. De acordo com o teste de ANOVA de uma via [F (4, 31) = 11.55, P=0,0001], verificou-
se que houve aumento significativo de imobilidade do grupo com LPS+SALINA comparado
com os grupos CONTROLE, LPS+L-NAME, LPS+7-NI e LPS+1400W (Figura 23).
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Figura 23 - Tempo de imobilidade no teste Nado Forcado em ratos machos, submetidos a cirurgia estereotéxica,
apos 72hs tratados com administracdo Unica de LPS 0,83 mg/kg, i.p e L-NAME, 7-Nitridazole e 1400W i.c.v. e
observados 23.5 h ap6s administracdo do LPS. As barras representam média £+ EPM. Andlise estatistica por

ANOVA de uma via, seguida por Tukey post test. *P < 0,001.
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7.10 Avaliacao da inibicao central de isoformas da NOS sobre a preferéncia por sacarose
em ratos expostos ao LPS.

No teste de Preferéncia por Sacarose houve uma reducdo do consumo de sacarose do
LPS+SALINA ao compararmos com o0 CONTROLE [F (4, 27) = 3.067, P=0,0332]. Neste teste
foi verificado um aumento significativo pela preferéncia por sacarose, do grupo LPS+7-NI
comparado com 0 mesmo grupo LPS+SALINA (Figura 24).
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Figura 24 — Teste da Preferéncia por Sacarose em ratos machos, submetidos a cirurgia
estereotdxica, apos 72hs tratados com administragdo unica de LPS 0,83 mg/kg, i.p e L-NAME,
7-Nitridazole e 1400W i.c.v. e observados 23.5 h apds administracdo do LPS. As barras
representam media £ EPM. Andlise estatistica por ANOVA de uma via, seguida por Tukey post
test. *P < 0,001.
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7.11 Avaliagdo da inibi¢éo central de isoformas da NOS no campo aberto em ratos

expostos ao LPS.

Esse teste foi desenvolvido, sugerindo que a atividade motora do animal no campo
aberto como indicadora de seu estado emocional. A baixa atividade locomotora indica a
ansiedade do animal. As Figuras 25A, 25B, 25C, 25D e 25E, mostram 0s parametros numero
de quadrantes percorridos, distancia total percorrida, total de entradas no centro, tempo no
centro e distancia no centro, respectivamente.

A figura 25A traz uma relagéo significativa entre o grupo CONTROLE e o0s grupos
LPS+SALINA e LPS+L-NAME, bem como do grupo LPS+SALINA com os grupos LPS+7-
NI e LPS+1400W [F (4, 28) = 7.343, P=0,0004]. No teste de comparac6es multiplas € possivel
observar ainda significativa entre o grupo LPS+SALINA e LPS+7-NI (p<0,05). O grupo
CONTROLE, apresentou uma distancia total significativamente superior (Figura 25B) aos
grupos LPS+SALINA, LPS+L-NAME e LPS+7-NI [F (4, 27) = 5.931, P=0,0015].

A partir da figura 25C é possivel notar uma relacdo significativa entre o grupo
CONTROLE e o grupo LPS+SALINA e ndo foi possivel identificar diferencas significativas
entre 0s grupos no teste de comparacGes multiplas. Observou-se uma reducdo significante do
Tempo no Centro (Figura 25D) dos grupos LPS+SALINA e LPS+L-NAME em comparac¢éo
ao grupo CONTROLE. A avaliacdo da Distancia no Centro, pode ser visualizada na Figura
25E, nota-se que a distancia percorrida no centro foi superior do grupo CONTROLE, sendo
estatisticamente significante com relagéo aos grupos LPS+SALINA e LPS+L-NAME.
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Figura 25 — Teste do Campo Aberto ratos machos, submetidos a cirurgia estereotaxica, apos 72hs tratados com
administracéo Unica de LPS 0,83 mg/kg, i.p e L-NAME, 7-Nitridazole e 1400W i.c.v. e observados 23.5 h ap6s

administracdo do LPS. As barras representam meédia + EPM. Andlise estatistica por ANOVA de uma via, seguida

por Tukey post test. *P < 0,001.



7.12 Mediadores da Resposta Imune Inata
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7.12.1 Avaliacdo da inibicdo central de isoformas da NOS sobre a atividade da

mieloperoxidase em areas cerebrais de ratos desafiados com LPS.

Foi verificado uma reducédo na atividade da MPO na area do Hipocampo (Figura 26B),
dos grupos LPS+L-NAME e LPS+1400W com relacio ao grupo CONTROLE e

LPS+SALINA [F (4, 24) = 8.044, P= 0,0003].
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Figura 26 — Avaliacéo da Atividade da MPO em &reas cerebrais (cortex pré-fro

ntal, corpo estriado, hipocampo e

hipotalamo) de ratos machos, submetidos a cirurgia estereotaxica, apos 72hs tratados com administragao Unica de
LPS 0,83 mg/kg, i.p e L-NAME, 7-Nitridazole e 1400W i.c.v. e observados 23.5 h apds administracdo do LPS.

As barras representam média £ EPM. Analise estatistica por ANOVA de duas
*P < 0,001.

vias seguida por Tukey post test.
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7.13 Mediadores da Resposta Thl

7.13.1 Avaliacdo da inibicado central de isoformas da NOS sobre as concentracdoes de INFy
em areas cerebrais de ratos expostos ao LPS.

No Cortex pré-frontal, o grupo LPS+SALINA, elevou os niveis de INFy, fato
evidenciado pelo seu aumento significativo com relacdo ao grupo CONTROLE, nessa mesma
area cerebral o grupo tratado com L-NAME, foi capaz de reverter o aumento dos niveis de INFy
ocasionado pelo LPS (Figuras 27A) [F (4, 24) = 4.873, P= 0,0,0057]. J& no Corpo estriado,
houve aumento dos niveis basais de INF-y do grupo LPS+SALINA em comparagdo ao grupo
CONTROLE. Ainda no corpo estriado o 7-NI e 1400W, reverteram os efeitos do LPS sobre o
INFy (Figura 27C) [F (4, 24) = 3.888, P=0,0142].
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Figura 27 — Avaliaco das concentracdes de INFy &reas cerebrais (cortex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo

e hipotadlamo) de ratos machos, submetidos a cirurgia estereotaxica, apés 72hs tratados com administragdo Unica
de LPS 0,83 mg/kg, i.p e L-NAME, 7-Nitridazole e 1400W i.c.v. e observados 23.5 h ap6s administragdo do LPS.
As barras representam média + EPM. Anélise estatistica por ANOVA de duas vias seguida por Tukey post test.
*P < 0,001.
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7.13.2 Avaliacéo da inibigéo central de isoformas da NOS sobre as concentragoes de TNFa

em areas cerebrais de ratos expostos ao LPS.

No Cortex pre-frontal o grupo tratado com L-NAME, foi capaz de reverter o aumento
dos niveis de TNFa ocasionado pelo LPS (Figuras 28A) [F (4, 23) = 4.822, P=0,0,0057]. O 7-
NI, reverteu os efeitos do LPS sobre o TNFa (Figura 28D) no hipotalamo [F (4, 24) = 3.888,

P=0,0142].
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Figura 28 — Avaliacdo das concentracBes de TNF-a areas cerebrais (cortex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo

e hipotalamo) de ratos machos, submetidos a cirurgia estereotaxica, apos 72hs tratados com administragdo Unica
de LPS 0,83 mg/kg, i.p e L-NAME, 7-Nitridazole e 1400W i.c.v. e observados 23.5 h ap6s administragdo do LPS.

As barras representam média £ EPM. Analise estatistica por ANOVA de duas vias seguida por Tukey post test.

*P < 0,001.
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7.14 Mediadores da Resposta Th2

7.14.1 Avaliacdo da inibicéo central de isoformas da NOS sobre as concentracfes de IL-4

em areas cerebrais de ratos expostos ao LPS.

As concentracOes de I1L-4 foram mais elevadas no grupo LPS+1400W em comparagao
aos grupos CONTROLE, LPS+SALINA e LPS+L-NAME no corpo estriado (Figura 29C) [F
(4, 25) = 9.068, P=0,0001]. Os niveis de IL-4 do grupo LPS+1400W no hipotdlamo (Figura
29D) foram superiores aos dos grupos CONTROLE, LPS+ SALINA e LPS+L-NAME. Ainda
na Figura 30D verifica-se que os niveis de 1L-4 do grupo LPS+7-NI sdo superiores aos do grupo
LPS+SALINA [F (4, 23) =7.170, P = 0,0007].
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Figura 29 — Avaliacdo das concentracGes de IL-4 areas cerebrais (cértex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo e
hipotalamo) de ratos machos, submetidos a cirurgia estereotaxica, apos 72hs tratados com administracdo Gnica de
LPS 0,83 mg/kg, i.p e L-NAME, 7-Nitridazole e 1400W i.c.v. e observados 23.5 h ap6s administracdo do LPS.
As barras representam média + EPM. Analise estatistica por ANOVA de duas vias seguida por Tukey post test.
*P <0,001.

7.14.2 Avaliacao da inibicéo central de isoformas da NOS sobre as concentragdes de I1L-6

em areas cerebrais de ratos expostos ao LPS.

Ocorreu aumento dos niveis de IL-6 nas areas cerebrais hipocampo e hipotalamo dos
animais do grupo LPS+SALINA em comparacao ao grupo CONTROLE (Figuras 30B e 30C).
No hipocampo (Figura 30B) os grupos de animais tratados LPS, aumentaram os niveis basais
dessa citocina, em comparagéo ao grupo CONTROLE [F (4, 23) = 11.80, P < 0,0001]. Com
relacdo ao corpo estriado (figura 30C), os grupos LPS+7-NI e LPS+1400W, reverteram 0
aumento dos niveis de IL-6 em decorréncia da administracdo do LPS [F (4, 25) = 3.884, P =
0,0138]. A figura 30D evidencia a dosagem de IL-6 no hipotadlamo, observa-se que todas as
drogas foram capazes de reverter o efeito do LPS [F (4, 26) = 5.067, P = 0,0037].



IL
pg/mlide tecido

IL

1500 A

10004 —|_

5004

IL-6 PF

9 &
9 K R
C
600 - I
o
2
2 4004
s
®
3
£ 200
>
2
0~ T
\{((/ \e?'
<° v
9 )
o "
9 X S

IL-6

pg/mlide tecido

IL-
pg/mide tecido

1000 A

800

600 4

400 A

2004

D IL-6 HT

800 1

6004 |

400

200

79

Figura 30 — Avaliacdo das concentracGes de IL-6 areas cerebrais (cértex pré-frontal, corpo estriado, hipocampo e

hipotadlamo) de ratos machos, submetidos a cirurgia estereotaxica, apos 72hs tratados com administracéo Gnica de

LPS 0,83 mg/kg, i.p e L-NAME, 7-Nitridazole e 1400W i.c.v. e observados 23.5 h apds administracdo do LPS.

As barras representam média + EPM. Analise estatistica por ANOVA de duas vias seguida por Tukey post test.

*P < 0,001.
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Quadro 04: Representacdo esquematica dos efeitos de TCP, AMI, ESC e VORT, sobre 0s testes

comportamentais

TESTE CONTROLE | SALINA | TCP+ | AMI+ | ESC+ | VORT +

+ LPS LPS LPS LPS LPS
IMOBILIDADE * # * * * *
= A A O A
SPLHASH -
tempo de laténcia
de grooming 4=) =) @u) =) =) =)
SPLASH - tempo
de grooming t
Campo Aberto

t 4na t 4ra t “#all| *# lt lt

N° de Cruz ve t
amentos

Fonte: Proprio autor. Grupos comparados com o Controle (#), LPS (*), TCP (t), AMI (a), EXC (e) e VORT (V).

Déficit ou diminuicdo (l); melhora ou aumento

); auséncia de efeitos estatisticamente significantes (¢ ).
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Quadro 05: Representacdo esquematica dos efeitos de TCP, AMI, ESC e VORT sobre 0s
testes Neuroguimicos.

TESTE CONTROL | SALINA[TCP+ [AMI+ [ESC+ VORT +
+LPS | LPS LPS LPS LPS
IL-1pB no soro “ “ “ “ “ “
Nitrito — PF ev v - ev #a #*a
Nitrito — HP iv iv lv l“ L {#*t
Nitrito — CE la l a | {mmdp t#* (D (>
Nitrito — HT l* At#ta l* l* l* l*
IL-1B — PF l* At#rae l* l* l* l*
IL-1B — HP l* At#ta l* l* l* l*
L-1p-CE =) ﬂve ) =) = @)
IL-18 — HT * & #ta * * * *
A T U T T T
R At#rae ¥ 11 T
INFy - CE 1 t\)le a Mptve a *a
MEP g W A A S
y— * , 3 * * = *
TNFo. — PF > t vV : ) & & l*
TNFa — HP D Atav =) l* =) l*
TNFa-CE | qmb  |4mb @) |Gub @m) | @)
TNFo — HT * B ita * * | -
IL-4 — PF Atltaev %v ll?t i* l* l#*
IL-4 — HP Attaev Ataev l# l#* l#* l#
IL-4—CE " ) @) =) @) @)
IL-4 - HT lv lv lv D lv 'fte*
R N A A A 5
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IL-6 — HP ~ta r#ta #* # #* >

IL-6 — CE ll*tve {#;/; i* i* i* i*
Ve

IL-6—HT =) ) m) @) @ @)

Fonte: Préprio autor. Grupos comparados com o Controle (#), LPS (*), TCP (t), AMI (a), ESC (e) e VORT (v).
Déficit ou diminuicédo (l); melhora ou aumento (t); auséncia de efeitos estatisticamente significantes (¢a}).
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Quadro 6 — Representacdo esquematica dos efeitos de LPS, L-NAME, 7-NI e 1400W sobre os

testes comportamentais (Protocolo 2)

TESTE CONTROLE LPS + LPS+L- | LPS+ LPS +
SALINA NAME 7-NI 1400W

IMOBILIDADE NO FST l * t # l * l * l *

123

Teste de Preferéncia por * l 2 t *

Sacarose t “ “

Campo Aberto — Nmero de t *1 l # l # t * |

Quadrantes percorridos

Campo Aberto — Distancia t *1 l # l # -

total percorrida

Campo Aberto — Entradas t *1 l # - e

no Centro “

Campo Aberto — Tempo no t 1 — l # - e

Centro

Campo Aberto — Numero de t * 1] l # l # =) | )

Quadrantes percorridos

Fonte: Proprio autor. Grupos comparados com o Controle (#), LPS (*), L-NAME (1), 7-NI (2) ou 1400W (3).
Déficit ou diminuigdo (‘); melhora ou aumentoﬂ); auséncia de efeitos estatisticamente significantes @#).
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Quadro 7 — Representacdo esquematica dos efeitos de LPS, L-NAME, 7-NI e 1400W sobre os

testes neuroquimicos (Protocolo 2)

-

t #
123

-

TESTE CONTROLE | LPS+ LPS+L- | LPS+7- | LPS + 1400W
SALINA NAME NI

MPO-PF  |Gmb G  |[Gmp e | =
MPO — HP 13 13 * # - 4
MPO - CE L L lﬂ =) lﬂ
MPO-HT b | | | |
INFy — PF l* At#l l* a) )
INFy — HP ) am) ) =) =)
INFy — CE * &3 =) * -
INFy - HT !—» !—» =) !—» !—»
TNFo. — PF =) '1 l * a) )
TNFa - HP | qum a) = =) =)
TNFo-CE | 4mmlp am) ) =) (@)
TNFo — HT ) ' 2 ) l * -
RN I N N L2
IL-4—HP =) ) @) &) @)
IL-4 - CE 3 3 3 - ryes
IL-4 —HT is izs is At* %i*
IL-6 - PF =) ) (=) =) ﬁl
IL-6 — HP *123 I 4 i 4 i 4 i 4
IL-6 — CE l“ 1}23 '“ 'l* 'l*
IL-6 — HT l * l *

Fonte: Préprio autor. Grupos comparados com o Controle (#), LPS (*), L-NAME (1), 7-NI (2) ou 1400W (3).
Déficit ou diminuicéo (l); melhora ou aumento ¢fl); auséncia de efeitos estatisticamente significantes 4up).
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8 DISCUSSAO

8.1 Efeito imunomodulador de diferentes classes de antidepressivos

No presente estudo, todos os antidepressivos testados preveniram eficientemente o
comportamento semelhante a depressdo induzida por LPS, mas apenas o0 VORT foi eficaz,
prevenindo o comprometimento do comportamento motivado / autocuidado. Em relacdo as
alteracbes neuroimunes / inflamatorias, todos os antidepressivos apresentaram efeitos
supressores sobre a producdo de citocinas pré-inflamatérias no cérebro. A VORT demonstrou
uma capacidade Unica de aumentar os niveis da citocina anti-inflamatdria IL-4 no estriado e no
hipotalamo de ratos.

A relacdo entre depressdo e imunidade ja estd bem descrita na literatura. A
administracdo de imundgenos (produtos bacterianos, citocinas) em humanos saudaveis pode
induzir uma resposta comportamental complexa que se assemelha a depressdo clinica
(EISENBERGER et al., 2010; SUAREZ et al., 2004; VOGELZANGS et al., 2016). Em
roedores, os modelos baseados em LPS induzem um espectro dependente do tempo de
alteragbes comportamentais, ou seja, comportamento de doenga (fase aguda) e,
subsequentemente, comportamento depressivo (24 h ap6s LPS) (GRIGOLEIT et al., 2011;
KONSMAN; PARNET; DANTZER, 2002). Essa distincdo veio da observacdo de que
agudamente (1,5-2h) apds o desafio do LPS, as alteracdes comportamentais predominantes sao
letargia, anorexia e inibicdo locomotora (um comportamento tipico de doenga), enquanto 24
horas depois, ocorre o surgimento de comportamento depressivo, incluindo anedonia,
comportamentos semelhantes ao desespero e relacionados a ansiedade (CUSTODIO et al.,
2013). Nesse momento, a pirexia, assim como 0 comprometimento motor e a anorexia,
retornam aos niveis basais. No presente estudo, como esperado, emergiram 24 horas ap6s 0
desafio sistémico com o LPS, como o aumento da imobilidade (comportamento de desespero),
a reducdo no consumo de sacarose (anedonia) e o comportamento de higiene (comportamento
motivado / autocuidado) sem alteracdes na atividade locomotora (DANTZER et al., 2008;
FRENOIS et al., 2007).

Outro ponto interessante que ajuda os pesquisadores a diferenciarem o espectro de
alteracbes comportamentais do comportamento de doenca e do comportamento depressivo é a
relacdo entre os niveis de citocinas pré-inflamatorias no plasma e no cérebro apos o desafio
com LPS (CUSTODIO et al., 2013; DANTZER et al., 2008; MELLO et al., 2018). Nosso grupo
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de pesquisa demonstrou anteriormente que, 1,5 horas apés a inje¢do sistémica de LPS, ocorre
um pico de citocinas pré-inflamatorias (IL-1p € TNFa) no plasma e cérebro de camundongos.
No entanto, 24 horas depois, 0 aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatdrias permaneceu
apenas nas areas do cérebro, mas no na circulagio (CUSTODIO et al., 2013). Aqui, no ponto
de tempo avaliado, 24 horas ap6s a administracdo de LPS, os niveis de IL-1 no plasma, em
todos os grupos tratados com LPS com ou sem antidepressivos foram semelhantes aos niveis
de grupo controle. Este resultado, associado a auséncia de hipolocomogdo nos animais
estudados, confirma que as alteracdes observadas ap6s o LPS sdo compativeis com o
comportamento depressivo e ndo com o comportamento de doenca.

Desde a proposta original de LPS desafio como um modelo de roedores de depressédo
por Yirmiya em 1995, a capacidade de tratamento cronico, mas ndo agudo com TCAs, como a
imipramina para prevenir mudangas comportamentais foi demonstrada (YIRMIYA, 1996).
Shen et al., 1999 relataram que o tratamento crénico (21 dias) com a desipramina, um outro
representante da classe dos TCAS, mas nao com a paroxetina, um inibidor seletivo da recaptacéo
de serotonina (ISRS) ou com a venlafaxina inibidor de recaptacdo de serotonina-norepinefrina
(ISRSN), reverteu mudancgas comportamentais induzidas por LPS (apetite, consumo de agua e
comportamento noturno) 2 horas apos o desafio. No entanto, nenhum dos antidepressivos
testados reverteu as mudancas no consumo de sacarose (SHEN et al., 1999). Outros estudos
corroboram com a evidéncia de que os antidepressivos aliviam as mudancgas comportamentais
induzidas pelo LPS em um momento compativel com o comportamento depressivo
(FERREIRA MELLOc etal., 2013; TOMAZ et al., 2014). Em relacdo aos ISRS, enquanto alguns
estudos demonstraram a incapacidade desses agentes, principalmente a fluoxetina, para reverter
0 comportamento depressivo tipo LPS (DUDA et al., 2017), outros relataram que a paroxetina
preveniu eficientemente o comportamento semelhante ao desespero induzido por LPS (OHGI
et al., 2013). Mais recentemente, Dong et al., 2016 também mostraram que o S-citalopram, um
ISRS, reverteu acentuadamente os aumentos de imobilidade induzidos por LPS em testes de
natacdo forgada e suspensdo em cauda (DONG et al., 2016).

Demonstramos que o tratamento com antidepressivos de diferentes classes e
mecanismos, AMI, ESC, TCP e VORT, reduziram similarmente o aumento do comportamento
de desespero induzido pelo LPS. No entanto, apenas o agente multimodal VORT preveniu o
déficit motivacional (comportamento de autocuidado) induzido por LPS. Nenhum dos
antidepressivos alterou as mudangas no consumo de sacarose induzidas pelo LPS. De acordo
com 0 nosso conhecimento, esta é a primeira evidéncia do efeito antidepressivo do VORT, bem
como do IMAO, TCP no modelo inflamatorio da depressdo. Além disso, até agora, nenhum
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estudo anterior comparou a resposta de diferentes classes de antidepressivos no mesmo
protocolo de pesquisa de depresséo induzida por inflamagdo. Em conjunto, nossos resultados
sugerem que todos os antidepressivos testados previnem, pelo menos parcialmente, o
comportamento do tipo depressivo induzido por LPS.

Um crescente corpo de evidéncias tem mostrado efeitos anti-inflamatérios e
imunomoduladores dos antidepressivos atuais (MAES, 2011b). No cenario clinico, varios
estudos tém descrito a capacidade dos antidepressivos em modular as citocinas séricas e
proteinas de fase aguda de pacientes deprimidos, geralmente diminuindo os mediadores pro-
inflamatorios e antiinflamatorios (CAPURON et al., 2001; WRIGHT et al., 2005). Os
antidepressivos também foram capazes de inibir a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios
de células imunes isoladas de pacientes e controles, bem como inibir vias de sinalizacao
relacionadas a inflamacdo, como a via do fator nuclear kappa B (NF-kB) (DURAIRAJ;
STEURY; PARAMESWARAN, 2015; NAZIMEK et al.,, 2017). Um estudo elegante
demonstrou comparativamente a acdo anti-inflamatéria superior dos ISRSs (fluoxetina,
paroxetina e sertralina) no bloqueio in vitro da producdo microglial de TNF-a e 6xido nitrico
(NO) apos estimulos com LPS (TYNAN et al., 2012). Por outro lado, a fenelzina, um outro
IMAO acentuou a producéo de citocinas pro-inflamatorias e de NO na microglia estimulada
por LPS (CHUNG,; KIM; BAE, 2012).

De acordo com estudos anteriores (CUSTODIO et al., 2013; FERREIRA MELLO et
al., 2013; TOMAZ et al., 2014), observamos que o desafio LPS induziu um aumento acentuado
nos niveis de citocinas pré-inflamatorias (IL-1p, TNFa, IFNy e IL-6) em areas do cérebro que
regulam o humor. O tratamento com antidepressivos mostrou um efeito anti-inflamatério global
contra a ativacdo imune induzida por LPS. No entanto, algumas diferencas entre os ADs se
tornaram evidentes. A AMI ndo preveniu as alteracdes nos niveis de TNFo no CPF e IFN-y no
CE, mas foi altamente eficaz na reducéo de IL-1p em todas as areas testadas. O ESC néo foi
capaz de prevenir o aumento nos niveis de TNF-a no PFC e HT, e de IFN-y no CE. A TCP
mostrou incapacidade de prevenir o aumento dos niveis de IL-1p induzido por LPS apenas no
CE, e a VORT ndo pdde prevenir as alteracbes de LPS nos niveis de IL-1p ¢ TNF-a,
respectivamente no CE e HT. Nenhum dos antidepressivos testados alterou os niveis de TNF-
a no CE, enquanto que apenas o VORT foi capaz de aumentar os niveis de IL-4 no CE e HT.

E bem conhecido que o tratamento com ADs, incluindo TCAs, ISRS, ISRSN pode
proteger contra danos cerebrais associados a reatividade da microglia, producdo de citocinas e
superativacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) induzida por estresse cronico (BOULLE
etal., 2014; BROOKS et al., 2017; LU et al., 2017). No modelo inflamatorio de depresséo por
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LPS, esta evidéncia é mais limitada. Alguns estudos relataram a capacidade dos ADTs de
reduzir os niveis de IL-1p e TNF-a no CPF, HC e CE de camundongos (CORDEIRO et al.,
2019; FERREIRA MELLO et al., 2013) e incapacidade dos ISRS, fluoxetina, para neutralizar
a ativacdo da microglia e a produgdo de citocinas pro-inflamatorias neste modelo (HEMMATI
et al., 2019). H& também algumas evidéncias sobre o efeito anti-inflamatério da agomelatina
no hipocampo de camundongos desafiados com LPS (ROSSETTI et al., 2018). Por outro lado,
existe uma lacuna enorme em relacdo ao efeito de outras classes de antidepressivos, como 0s
IMAO e os novos agentes multialvo (por exemplo, VORT), na resposta pré-inflamatdria
cerebral induzida pelo desafio com LPS. Assim, demonstramos pela primeira vez o potencial
efeito anti-inflamatério do IMAO, TCP e do novo antidepressivo VORT no modelo
inflamatdrio de depressao induzido por LPS.

Também observamos um aumento singular nos niveis de IL-4 no cérebro de animais
tratados com VORT, principalmente no ST e HT. A IL-4 é uma citocina Th2 que atua como
um potente regulador da resposta imune no cérebro. Estudos classicos associaram a IL-4 com
uma resposta anti-inflamatéria quando secretada concomitantemente ou logo ap6s um estimulo
inflamatorio (GADANI et al., 2012). A 1L-4 pode regular a funcdo dos astrocitos em direcao a
um fendtipo neuroprotetor, provocando a secre¢do de fatores de crescimento, como fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e fator de crescimento nervoso (NGF) (AWATSUJI
et al., 1993; BRODIE et al., 1998) . Além disso, a IL-4 pode diminuir a producdo de NO e
atenuar a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias por essas células na estimulacdo com LPS. Na
microglia, similarmente aos seus efeitos nos macréfagos, a IL-4 estimula sua diferenciacdo em
direcdo a um fendtipo anti-inflamatério M2, marcado pela reducéo da producéo de sintese de
citocinas pro-inflamatdrias e ativacdo de vias restauradoras / proliferativas, como o IGF-1. e
via PPARy (ORIHUELA; MCPHERSON; HARRY, 2016; ZHAO et al., 2015). Estudos
anteriores mostraram que o tratamento com VORT em macrofagos isolados levou a uma
mudanca acentuada nas células macrofagicas de M1 (células CD86 +) para o fendtipo M2
(células CD206 +). Adicionalmente, a VORT tornou macréfagos menos sensiveis a ativacao
por LPS, bem como redugio da secre¢do de TNFa e translocagdo de NF-KB (TALMON et al.,
2018). Tomados em conjunto, sugerimos que o aparente efeito semelhante ao antidepressivo da
VORT contra 0 comportamento tipo depressivo induzido por LPS pode ser devido a sua
capacidade de ativar a resposta imune Th2 que poderia mudar o fenétipo da glia para um estado
restaurador / anti-inflamatorio.

Outro achado digno de nota do presente estudo foi o efeito anti-inflamatério do IMAO,
TCP. Apesar das descobertas anteriores de que a fenelzina poderia potencializar a resposta
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imune ao LPS (CHUNG; KIM; BAE, 2012), outras evidéncias sugerem um efeito da MAO na
modulacdo da neuroinflamacéao através do seu efeito sobre as monoaminas, principalmente a
dopamina (BERMAN; HASTINGS, 1999).

E interessante notar que nenhum dos antidepressivos testados reduziu a sintese de TNF-
a no CE, nessa area, principalmente sua por¢do ventral, € um nicleo do sistema de recompensa
do cérebro. Os neurbnios dopaminérgicos apresentados nesta regido comunicam-se com 0S
neurdnios da area tegmentar ventral (ATV) em resposta a estimulos associados a recompensa e
a antecipacdo de recompensas (DANIEL; POLLMANN, 2014). A desregulacdo nos circuitos
de recompensa do estriado e a neurotransmissdo dopaminérgica estdo associadas a motivacao
prejudicada e a anedonia na depressdo (QUEVEDO et al., 2017; TAKAMURA et al., 2017).
Aqui, observamos que o desafio LPS induziu uma reducdo no consumo de sacarose, que ndo
foi impedida por nenhum antidepressivo. Também, aumentos induzidos por LPS no TNF-a do
estriado. O melhor perfil de resposta foi associado ao VORT pela restauracdo do
comportamento motivado / autocuidado. Curiosamente, apesar de a VORT ndo ter alterado
significativamente os niveis de TNF-a, ela aumentou os niveis de IL-4 no estriado, 0 que
possivelmente representa um mecanismo de protecdo parcial contra o dano inflamatorio

induzido por LPS aos circuitos estriatais dopaminérgicos.

8.2 Papel da NOS no comportamento tipo-depressivo induzido por LPS

A administracdo Unica de LPS é um método bem estabelecido para induzir sintomas
depressivos em animais, os sintomas se ddo em decorréncia da ativagdo imune (VERDONK et
al., 2019). Esta ativacdo imune se inicia na periferia, pela ativacao de células circulantes como
monocitos e depois migra para o cérebro. Neste contexto, a administracdo de LPS em
camundongos prenhes € usada para induzir um comportamento semelhante a esquizofrenia na
prole, enquanto o LPS é usado em animais adultos para induzir um comportamento tipo-
depressivo (RODRIGUES et al., 2018). Em nosso estudo, a administracao de LPS, aumentou o
tempo de imobilidade no teste do Nado Forcado, e reduziu a preferéncia por sacarose,

corroborando com os dados dos estudos anteriores.

De fato, os efeitos antidepressivos dos inibidores de NOS em animais submetidos a
modelos depressdo induzida por stress, como o teste do nado forgado, sdo bem documentados
(DHIR; KULKARNI, 2011). O inibidor seletivo da nNOS, o 7-nitroindazole reduziu o tempo
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de imobilidade no teste do nado forgado (FERREIRA et al., 2012; VOLKE et al., 2003;
ZOMKOWSKI et al., 2010). Além disso, a expressaio da nNOS hipocampal ¢é
significativamente aumentada em humanos deprimidos (OLIVEIRA; GUIMARAES;
DEAKIN, 2008). Esses achados, nos levam a suscitar que a via do NO, esta envolvida na
patogénese da depressdo, podendo ser configurada como um alvo terapéutico viavel para a
depressdo (YILDIZ et al., 2000). Os resultados obtidos no presente estudo, com o tratamento
7-NI no teste de nado forcado e preferéncia por sacarose corroboram dados anteriores que
mostram que a inibigdo da sintese de NO induz efeitos do tipo antidepressivo em roedores
expostos ao teste do nado forgado ou outros modelos animais preditivos (HARKIN et al.,
2003, 2004; SILVA et al., 2012; YILDIZ et al., 2000; ZHOU et al., 2007).

Nossos experimentos, demonstraram a acdo antidepressiva do L-NAME no teste do
nado forgado. O L-NAME, foi capaz de prevenir o aumento de imobilidade ocasionado pela
administracao sistémica de LPS. Em outro estudo, que avaliava a a¢do do L-NAME em dose
baixa e explorava o possivel mecanismo de acdo do L-NAME, estudando sua interacdo com
diferentes agonistas e / ou antagonistas de diferentes receptores, moduladores do NO e com
antidepressivos padrdo (CHAUDHARI et al., 2010), evidenciou efeito antidepressivo similar
aos identificados em nossos testes comportamentais. Em estudo anterior realizado em nosso
laboratdrio, foi possivel observar que administracdo IP do L-NAME, preveniu 0 aumento de
imobilidade no teste de nado for¢ado ocasionado pelo LPS (TOMAZ et al., 2014), fato que
sugere a relacdo direta da nNOS no componente inflamatério da depressdo. Em outro trabalho,
concluiu-se que NO transforma a serotonina em uma forma inativa, afetando assim a
neuromodulacdo, para tanto, comprovaram que o efeito modulatoério da serotonina foi reduzido
ndo apenas na presenca de um doador de NO, mas também quando a sintase enddgena de NO
era ativada (FOSSIER et al., 1999).

O 1400 W demonstrou ser um inibidor irreversivel e especifico da iNOS (K i = 7 nM,
ou seja, 5000 e 200 vezes mais potente contra iNOS do que contra nNOS). Ao avaliarmos seu
efeito no teste do nado forcado, comprovou-se efeito do tipo antidepressivo do 1400 W, o
mesmo efeito, foi observado apds administracao repetida de 3 ou 7 dias, por outro autor, tal
estudo, alerta que, a manutencédo do efeito antidepressivo € um aspecto que merece destaque,
uma vez que os efeitos motores dos inibidores da NOS podem sofrer tolerancia com o uso
repetido, 0 que poderia comprometer seu uso para o proposito terapéutico desejado, ou seja,
como antidepressivos (DA SILVA LEAL et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/serotonin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/neuromodulation
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A preferéncia de sacarose é um importante indicador comportamental, sendo o Teste de
Preferéncia de Sacarose, indicado para avaliar a resposta a anedoniaem roedores
(STREKALOVA et al., 2006). Sendo a anedonia um sintoma-chave dos episodios de depressao
humana, de acordo com os critérios do DSM-IV. A exposi¢do ao estresse causa uma diminuicéo
no consumo de sacarose em modelos animais de depressdo (GAWALI et al., 2017; WILLNER,;
MUSCAT; PAPP, 1992) , bem como a administracdo sistémica de LPS (CORDEIRO et al.,
2019). No presente estudo, apenas o 7-NI foi capaz de aumentar a preferéncia e a quantidade
do consumo de sacarose em ratos submetidos a administracgao sistémica do LPS, indicando uma
diminuicdo da anedonia. Este resultado é consistente com descobertas anteriores em
camundongos deprimidos com CUMS expostos a sacarose (YAZIR; UTKAN; ARICIOGLU,
2012).

O efeito antidepressivo do L-NAME, demonstrado em nossos experimentos, pode nao
estar relacionado a nenhum efeito motor, pois camundongos tratados L-NAME apresentaram
reducdo da deambulacdo, em alguns parametros no teste do campo aberto (OFT), quando
comparados ao grupo controle. Ao compararmos nossos dados aos de outros autores,
verificamos alguns relatos de dados ndo significantes neste teste (ALIJANPOUR et al., 2019;
FOSSIER et al., 1999; ROSTAMIAN et al., 2019).

Segundo estudos anteriores, que analisaram validade, especificidade e confiabilidade
de modelos animais de depressdo, concluiram que os efeitos do tipo antidepressivo,
evidenciado no teste de nado forcado sdo dissociados de alteracdes na atividade locomotora
(CRYAN; MARKOU; LUCKI, 2002; RENERIC; LUCKI, 1998). Ao avaliarmos a atividade
locomotora do animal em varios parametros, observamos que o 7-NI, foi capaz de reverter o
efeito do LPS descrito nesse teste (MELLO et al., 2018). No entanto, outros investigadores
divergem quanto os efeitos da 7-NI na atividade locomotora em roedores. O 7-NI em doses de
120 mg / kg ip diminuiu a locomocao em ratos nesse teste (YILDIZ et al., 2000), ja outros
autores, afirmam que, em doses menores de 30 mg / kg i.p. reduzem a atividade locomotora em
ratos (DZOLJIC; DE VRIES; VAN LEEUWEN, 1996; MAREN, 1998). O efeito sedativo
evidenciado por esse teste foi relatado, apds administracdo de em doses menores 10 mg / kg
(VOLKE et al., 1997).

Em consonancia com estudos anteriores (TAO et al., 2016; ZHU et al., 2016a), o
presente estudo também mostrou que o LPS induziu déficits comportamentais, uma vez que,

diminuiu a preferéncia pela sacarose e aumentou o tempo de imobilidade. Esses resultados
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indicaram que o tratamento com LPS levou & anedonia e desespero em animais, comprovando

sintomas caracteristicos de depressao.

Com relacdo a comportamento tipo-ansiedade avaliada pela exploracdo do quadrante
central do campo aberto, observamos que o 7-NI foi eficaz na prevencdo de comportamento
ansioso induzido pelo LPS. Nenhum dos outros inibidores foi capaz de apresentar efeito

ansiolitico.

O efeito superior do 7-NlI, ou seja, do efeito protetor da inibicdo da nNOS na prevencao
das alteragdes induzidas pelo LPS merece destaque. De fato, uma possivel explicacao para este
efeito se deve ao protocolo do estudo. No presente estudo, a administragdo dos inibidores da
NOS foi realizada 30 min apo6s o desafio com LPS. Neste periodo de 30 min alteracbes pro-
inflamatdrias sistémicas podem ter ocorrido, mas possivelmente a nivel de cérebro ndo houve
tempo suficiente para um aumento importante na expresséo da iNOS. Portanto, acreditamos
que neste periodo de tempo a inibicdo da nNOS tenha sido mais importante em parar as
alteracdes induzidas pelo LPS. Para uma melhor avaliacdo desta resposta resolvemos avaliar 0s

niveis de marcadores pro- e anti-inflamatorios.

A atividade da enzima MPO foi significativamente reduzida no hipocampo dos
animais submetidos ao modelo tipo-depresséo induzido pelo LPS, apds tratamento agudo com
L-NAME e 1400w. Nas demais areas cerebrais a MPO ndo se alterou ap0s o tratamento com
as drogas instituidas neste protocolo. A enzima MPO esta envolvida na peroxidacao lipidica
e catalisa a formacdo de &cido hipocloroso (HOCI), a partir de cloreto e peréxido de
hidrogénio (H202), ela é presente em neutréfilos, mondcitos e células microgliais,
constituindo importante fator da Imunidade Inata (GALECKI et al., 2010; SPICKETT et al.,
2000). Para tanto, a MPO induz a producdo de citocinas pro-inflamatorias, que estdo
envolvidas em doencas neurodegenerativas e na perda de neurogénese do hipocampo
(EKDAHL et al., 2003; LEFKOWITZ; LEFKOWITZ, 2008). Niveis mais altos de MPO estdo
correlacionados com depressédo em humanos (VACCARINO et al., 2008). Portanto, a reducéo
da atividade da MPO no hipocampo ap6s o tratamento agudo, sugere uma importante fungéo

neuroprotetora do L-NAME e 1400w, em estruturas cerebrais envolvidas na depresséo.

Evidéncias crescentes demonstram que a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), e outras citocinas pro-inflamatdrias, desempenham um papel crucial em
reacOes inflamatorias, bem como na génese da depressdo (SCHELLER et al., 2011). A

“hipétese da citocina da depressdo”, sugere que as citocinas pro-inflamatorias atuam como um
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fator-chave no sistemas neuroquimico, neuroenddcrino e neurotréfico do transtorno
depressivo, essa hipotese € apoiada pela evidéncia de que a administracdo de citocinas pro-
inflamatdrias ou ativadores de citocinas exerce "comportamento de doenca” e, em seguida,
desenvolve "sintomas depressivos” (YOUNG; BRUNO; POMARA, 2014). Nos nossos
experimentos, verificamos, a elevacdo dos niveis de TNF-a e IL-6, nos grupos tratados com
LPS, comprovando as evidéncias descritas anteriormente em um modelo semelhante
(SARANDOL et al., 2007).

Em um modelo que abordava uma possivel origem inflamatéria do desespero
comportamental ap6s a indugdo da colite, o tratamento agudo com inibidores de NOS, dentre
eles o L-NAME, diminuiu os niveis de TNF-a e o conteado de nitrito em amostras de
hipocampo, mas ndo modificou a inflamacdo colénica (HEYDARPOUR et al., 2016). Nos
nossos testes a avaliacdo dos niveis de TNF-a no hipocampo ndo foram significativos, no
entanto, houve reducdo significativa deste marcador, no grupo tratado com L-NAME
comparado ao grupo LPS, fato que relaciona o nosso modelo e 0o TDM a elevacdo de marcadores
inflamatdrios, como j& descrito em outros estudos, que avaliaram pacientes com depressdo
aguda e sugeriram 0 TNF-o como um biomarcador na depressdo (BERTHOLD-LOSLEBEN;
HIMMERICH, 2008; VOGELZANGS et al., 2012), além de demonstrar a atividade anti-
inflamatoria do L-NAME.

Ha dados de que os episodios depressivos sdo acompanhados por uma sensibilizacdo
aumentada das vias imunoinflamatérias e que o nimero de episddios depressivos estd
correlacionado com marcadores imunoinflamatorios, como 0 TNF-a e a neopterina (MAES et
al., 2012). Os nossos achados apontam para redugéo dos niveis de TNF-a no hipotalamo, apds
a administracdo do 7-NI, sugerindo um possivel efeito imunomodulador desse inibidor da
nNOS. Com o intuito de prevenir os aumento sérico dos niveis de TNF-a em um modelo que
induzia a insolacdo em ratos, o pré-tratamento com 7-NI, imediatamente antes do inicio da
exposicdo ao calor atenuou significativamente os niveis séricos aumentados de TNF-a

induzidos pelo estresse calérico (CHENG et al., 2007), ratificando os nossos dados.

Uma recente meta-analise, os niveis de IL - 4, o foram medidos em pelo menos trés
estudos e foram, portanto, meta-analisados. Os niveis desses mediadores imunolédgicos nédo
diferiram significativamente entre os individuos com TDM e saudaveis (KOHLER et al., 2017).
Os nossos resultados demonstram aumento significativo dos niveis desta citocina em areas
cerebrais, dos animais tratados com 1400W e 7-NI ao compararmos com 0s grupos Controle e

LPS, no corpo estriado e hipotdlamo. Com base em achados anteriores, relacionando a
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regulagdo negativa de 1L-4 com o comprometimento de um mecanismo de enfrentamento do
estresse, 0 que pode contribuir para o desenvolvimento da vulnerabilidade a eventos adicionais
relacionados ao estresse e sintomas comportamentais (HAN et al., 2015), reputamos de um
possivel efeito antidepressivo, no que tange as relagdes entre o aumento deste marcador e

melhora do quadro depressivo.

As citocinas inflamatorias, incluindo IL-6, estdo envolvidas na mediacdo da doenca
inflamatdéria (CHEN et al., 2016). Evidéncias indicaram o papel essencial dessa citocina
inflamatoria na depressdo (ZHU et al.,, 2016b). No presente estudo, o modelo de
comportamento tipo-depressivo induzido por LPS foi simulado com sucesso pelo aumento da
da imobilidade, acompanhada por um aumento significativo dos niveis séricos de IL-6,
observamos que o L-NAME, 7-NI e 1400W, foram capazes de reverter a elevacdo dos niveis
de IL-6.

Um estudo anterior, mostrou que a atividade da nNOS é menor nos cérebros de
pacientes deprimidos (KAROLEWICZ et al., 2004), divergindo de outro trabalho, que relata
aumento dos niveis de nNOS, em cérebros de ratos deprimidos (OLIVEIRA; GUIMARAES;
DEAKIN, 2008). Esses achados sugerem um papel complexo e inconsistente da nNOS cerebral
na patogénese da depressdo. No presente estudo, os inibidores da NOS, demonstraram efeito
tipo antidepressivos em testes comportamentais, se confirmando através de avaliacdo de

marcadores bioguimico.
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9 CONCLUSOES

No presente estudo observamos que a administracdo sistémica de LPS foi capaz de
induzir alteragdes tipo-depressivas, ou seja, desespero comportamental, anedonia e déficit
motivacional. A administracdo de antidepressivos de diferentes classes apresentou efeitos
preventivos distintos, nos quais chamamos atencdo para a vortioxetina, um antidepressivo
multimodal que foi capaz de prevenir todas as alteragdes tipo-depressao induzidas por LPS. No
tocante ao possivel efeito imunomodulador destes farmacos, observamos que a tranilcipromina
e vortioxetina apresentaram efeito superior aos demais, visto que a vortioxetina foi a Unica a
aumentar os niveis cerebrais de IL-4.

Na avaliacdo da participacdo da NOS na génese do comportamento tipo-depressdo
induzido por LPS, observamos que a inibicdo da nNOS parece importante na prevengéo das
alteragcbes comportamentais induzidas por LPS. Neste contexto, observamos que 0 7-
nitroindazol foi capaz de prevenir todas as alteracbes comportamentais induzidas por LPS, bem
como juntamente com o 1400W foram os mais eficazes na prevencdo das alteracGes
neuroinflamatdrias.

Com base na importancia do LPS na fisiopatologia da depresséo, estes dados obtidos
ajudam a entender melhor a fisiopatologia das altera¢6es centrais induzidas por LPS, bem como
apontam para a vortioxetina e tranilcipromina como importantes estratégias antidepressivas

para pacientes que apresentam o componente inflamatdrio da depresséo.
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